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RESUMO

A cobertura temporaria por pele biolégica ou sintética € importante para a cura
completa e mais rapida de queimaduras e outros defeitos de pele. Atualmente é
utilizada a radioesterilizagdo para garantir a qualidade dos tecidos usados em
transplantes e outras aplicagdes clinicas. Alteragdes morfoldgicas e funcionais no
tecido podem ser devido a absorg&o da energia ionizante liberada durante a radiacgéo,
além de acarretar danos ao profissional habilitado, como também o alto custo
empregado nessa técnica. Diferentemente a inativacdo fotodinamica mostra
evidéncias de ser viavel, tem baixo custo e com danos minimos a saude do
profissional que esta operando. Entdo levantamos a questdo, a utilizacdo da
inativagado fotodindmica pode ser uma alternativa em banco de tecidos para
descontaminacgéo de pele? A inativagédo fotodinamica é uma abordagem multifatorial
que envolve trés componentes principais, fotossensibilizador, luz e oxigénio, e tem
sido utilizada como um método alternativo para erradicar microrganismos
patogénicos, como bactérias e fungos. Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos
da inativagao fotodindmica na pele suina, visando o seu uso para descontaminagao
da pele destinadas a transplantes. Foram utilizados um total de 47 fragmentos de pele
suina com dimensdes de tamanho 1x1 cm, provenientes da regido da orelha do suino.
Foi realizado o experimento em duas etapas, sendo diluido o azul de metileno na agua
destilada estéril a partir de 10 milimolar para concentragcéo de 50, 75 e 100 micromolar
na primeira etapa e 12,5 e 25 micromolar na segunda etapa. As placas tiveram um
tempo de pré-irradiacdo de 20 minuto. Para este trabalho foi utilizado o
equipamento LEDbox, emitindo 660 nm. As placas foram expostas a radiacdo durante
um periodo de 20 minutos. Foi adotada a diluigdo seriada de 1:10 e o método de
escorrimento na placa conforme adaptagdo da metodologia de Tippelskircha et al.
(2018). Apos 24 h de incubacgéo, as placas foram retiradas da incubadora para fazer
a contagem das unidades formadoras de col6nias. Para a analise morfologica foi
utilizada a tomografia por coeréncia optica. Os resultados obtidos apontam que os
grupos das concentragdes de azul de metileno de 12,5 e 25 yM s&o estatisticamente
diferentes (p<0,05), do grupos das concentragdes de 75 e 100 uM, sendo os grupos
das concentragdes de 12,5 e 25 yM apresentaram-se uma maior eficacia na redugao
das UFCs. As imagens da tomografia de coeréncia optica mostraram que é possivel
observar a camada do epitélio nos diferentes grupos, sem alteragdo ou deformacéo
em comparagao com a pele do grupo controle. A literatura apresenta poucos estudos
voltados na area e com isso houve uma dificuldade maior e limitagdo no
desenvolvimento da metodologia. Os resultados obtidos sao conflitantes, pois
demonstram o potencial da inativagao fotodindmica e do azul de metileno isolado, para
a descontaminacao da pele, embora haja a necessidade de mais ensaios laboratoriais
para desempenhar uma maior inativagdo dos microrganismos na pele. E um estudo
inovador, teve como objetivo estabelecer um modelo de protocolo de baixo custo para
investigacdo de descontaminagao da pele com o uso da inativagao fotodindmica em
modelo animal. A metodologia foi bem definida e detalhada, sendo possivel a
repeticdo de mais testes, e foi alcangado objetivo de estabelecer um modelo de
procedimento operacional padrao para a realizacdo de descontaminagao da pele.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica. Modelo Animal. Doador de Tecido.
Microbiologia. Saude.



THE USE OF PHOTODYNAMIC INACTIVATION AS AN ALTERNATIVE FOR
DECONTAMINATION OF SKIN FRAGMENTS INTENDED FOR TRANSPLANTS:
EXPERIMENTAL MODEL IN SWINE SKIN

ABSTRACT

Temporary coverage by biological or synthetic skin is important for the complete and
faster healing of burns and other skin defects. Currently, radio-sterilization is used to
ensure the quality of tissues used in transplants and other clinical applications.
Morphological and functional changes in the tissue may be due to the absorption of
ionizing energy released during radiation, in addition to causing damage to the
qualified professional, as well as the high cost employed in this technique. In contrast,
photodynamic inactivation shows evidence of being viable, has low cost and has
minimal damage to the health of the professional who is operating. So we raised the
question, can the use of photodynamic inactivation be an alternative in a tissue bank
for skin decontamination? Photodynamic inactivation is a multifactorial approach that
involves three main components, photosensitizer, light and oxygen, and has been used
as an alternative method to eradicate pathogenic microorganisms, such as bacteria
and fungi. This study aims to evaluate the effects of photodynamic inactivation on
swine skin, aiming at its use for skin decontamination for transplantation. A total of 47
porcine skin fragments with dimensions of 1x1 cm were used, from the region of the
pig's ear. The experiment was carried out in two stages, with methylene blue diluted in
sterile distilled water from 10 millimolar to a concentration of 50, 75 and 100 micromolar
in the first stage and 12.5 and 25 micromolar in the second stage. The plates had a
pre-irradiation time of 20 minutes. For this work, the LEDbox equipment, emitting 660
nm, was used. The plates were exposed to radiation for a period of 20 minutes. The
serial dilution of 1:10 was adopted and the method of draining on the plate as adapted
from the methodology of Tippelskircha et al. (2018). After 24 h of incubation, the plates
were removed from the incubator to count the colony-forming units. Optical coherence
tomography was used for morphological analysis. The results obtained show that the
groups of concentrations of methylene blue of 12.5 and 25 uM are statistically different
(p <0.05), from the groups of concentrations of 75 and 100 uM, being the groups of
concentrations of 12.5 and 25 yM were more effective in reducing CFUs. The optical
coherence tomography images showed that it is possible to observe the epithelium
layer in the different groups, without alteration or deformation in comparison with the
skin of the control group. The literature presents few studies focused on the area and
with that there was a greater difficulty and limitation in the development of the
methodology. The results obtained are conflicting, as they demonstrate the potential
of photodynamic inactivation and isolated methylene blue, for skin decontamination,
although there is a need for more laboratory tests to perform a greater inactivation of
microorganisms in the skin. It is an innovative study, aimed at establishing a low-cost
protocol model for investigating skin decontamination with the use of photodynamic
inactivation in an animal model. The methodology was well defined and detailed,
making it possible to repeat more tests, and the objective was achieved to establish a
standard operating procedure model for performing skin decontamination.

Keywords: Photodynamic Therapy. Animal Model. Tissue Donor. Microbiology.
Health.
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1 INTRODUGAO

A cobertura temporaria por pele biolégica ou sintética é importante para a cura
completa e mais rapida de queimaduras e outros defeitos de pele. Um passo
importante no processamento de tecidos biologicos é a esterilizagdo para impedir a
transferéncia de doencas infecciosas (MRAZOVA et al., 2016).

Mais de 70% das queimaduras envolvem as extremidades, um numero
crescente de pacientes requer tratamento de queimaduras ou lesdes. Embora o tecido
autdlogo (fazem parte do corpo do préprio paciente), forneca uma ferramenta
reconstrutiva para esses pacientes, isso resulta em um defeito no local doador em um
paciente ja devastado. Os pacientes com grandes queimaduras e feridas cutédneas
geralmente carecem de tecido suficiente no local doador para permitir a cobertura do
autoenxerto cutaneo de todas as areas afetadas. As técnicas atuais disponiveis para
grandes queimaduras e feridas cutaneas incluem aloenxerto cadavérico, materiais
sintéticos e autoenxertos epidérmicos cultivados. Sendo necessario a transplantagao
desse tecido e consequentemente um processo de descontaminagdo do tecido
doador, atualmente a radiagao ionizante € uma alternativa para descontaminagao da
pele destinadas a transplante (SHAILESH AGARWAL et al., 2015).

A pele € um o6rgdo complexo que desempenha mecanismo na barreira
imunologica a doenga. A estrutura e composi¢ao da pele humana nao € uniforme em
todo o corpo e tem diferengas regionais significativas em espessura, presenca de
foliculos capilares e colageno. A pele suina é talvez o tecido animal mais utilizado na
pesquisa biomédica e medicina regenerativa como modelo de pesquisa e como fonte
de materiais bioldgicos, existem semelhangas notaveis entre a pele suina e humana
com relacdo a propriedade como absorgao percutdnea. No entanto, € importante
perceber que as mesmas variagdes regionais presentes na pele humana também
estdo presentes na pele suina (TURNER; PEZZONE; BADYLAK, 2014).

A luz pode interagir com a matéria de diferentes maneiras, e alguns efeitos
podem alterar a sua propagacéo. O tecido biolégico € constituido por elevado numero
de moléculas que interagem diferentemente com a luz. As interagdes da luz com o
tecido bioldgico sao determinadas pelas composigdes quimicas e estruturais do tecido
e 0s principais tipos de interacao sao: reflexo, espalhamento, absorcao e transmissao.
Quando a luz é aplicada em tecidos biolégicos ha uma série de mecanismos que
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podem ocorrer, € as caracteristicas do tecido e o comprimento da onda da luz séo
fatores determinantes para resultar em uma maior ou menor importéncia de cada um
dos tipos de interagdo, a interagdo luz-tecido pode ser empregada tanto para
tratamento quanto para diagndstico (ANDRADE, 2016).

Em 1956, foi criado o banco de tecido da Unidade de Queimaduras do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, ndo existia
normatizagado especifica. O Instituto Central do Hospital das Clinicas (ICHC) em
convénio com o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/SP), e
financiado pela Agencia Internacional de Energia Atdmica (AIEA), implantou em 2000
o primeiro banco de tecidos no Brasil, a utilizar radioesterilizacdo em tecidos
conservados em glicerol concentrado (minimo 85%), para transplantes alégenos,
proporcionando a viabilizagdo de estudos e avaliagao dos tecidos submetidos a esse
processo (BOURROUL, 2004).

Alteragbes morfoldgicas e funcionais no tecido podem ser observadas devido a
absorgao da energia ionizante liberada durante a radiagdo. Apesar do processamento,
a preservacido e o armazenamento de aloenxertos de tecidos serem sempre
realizados em condi¢cdes assépticas restritas, é possivel indicar a presencga de
microrganismos contaminantes, necessitando de uma esterilizacdo terminal ou
secundaria por irradiagdo gama. No entanto, evidéncias substanciais e crescentes
demonstram que a esterilizagdo por radiagdo ionizante pode gerar alteragbes nas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais dos enxertos 0sseos, tendinosos, traqueais
e de pele. A esterilizagao também reduz o potencial terapéutico dos enxertos de pele,
apresentando alteragdes estruturais na membrana basal, fibras elasticas e colagenas
que foram observadas em enxertos de pele irradiados, enquanto as fibras elasticas
finas tornavam-se menos resistentes. Portanto a radioesterilizacdo para
descontaminagédo da pele pode gerar alteragdes morfuncionais, além de acarretar
danos ao profissional habilitado, como também o alto custo empregado nessa técnica.
Diferentemente a inativagao fotodindmica mostra evidéncias de ser viavel operacional,
tem baixo custo e com danos minimos a saude do profissional que estad operando
(HARRELL et al., 2018).

Entdo levantamos a questao, a utilizacdo da inativagao fotodinamica pode ser
uma alternativa em banco de tecidos para descontaminacao de pele?



21

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histologia da pele

A pele é o maior 6érgéo do nosso corpo, € de suma importancia para a protegéo
de barreiras e defesa de primeira linha contra trauma, infiltragdo microbiana e
radiagdo. Outras fungdes principais da pele incluem isolamento; regulagdo da
temperatura; mediadores de toque, calor e frio e sintese de vitamina D quando a pele
€ exposta a luz solar. A pele consiste em trés grandes camadas distintas; epiderme,
derme e camada subcutanea de gordura, conforme ilustrado na (figura 1). O objetivo
da camada de gordura subcutdnea é o isolamento térmico, a derme é
predominantemente composta por colagenos, elastina e fibrilina, além de terminagdes
nervosas, glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, foliculos capilares e principais
vasos sanguineos que fornecem nutrientes para a camada epidérmica. A epiderme é
a camada mais superficial da pele e compreende a barreira da pele, apesar de ser a
mais fina das trés camadas, € sem duvida a mais complexa (BLISS et al., 2016;
CUNDELL, 2018).

Figura 1 - A pele e seus anexos.
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A pele atua como uma barreira a insetos ou alérgenos ambientais. A pele pode
ser subdividida em varias camadas com especializagao funcional, o estrato cérneo,
mais externo, o estrato granuloso subjacente e o estrato espinhoso e estrato inferior
basal (GONZALEZ et al., 2017).
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2.2 Microbiologia da pele

A pele humana é coberta com uma variedade de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e virus. Os microrganismos que vivem na superficie da pele
desempenham um papel na manutencdo da saude humana, pela produgcao de
peptideos antibacterianos, formacgao de biofilmes e inibi¢do da invas&o por patdégenos.
Porém muitos desses microrganismos também pode causar ou exacerbar doengas na
pele (TAKEMOTO et al., 2015).

O adulto tem uma média de superficie de pele de 1,5 a 2,0 m?, sendo entre 2 e
3 mm de espessura. A fungao clinica da microbiota da pele humana € ocupar varios
habitats, bloquear a colonizagdo da pele por microrganismos oportunistas ou
patogénicos. A pele fornece uma diversidade de habitats para bactérias, leveduras e
fungos com microbiota diferente associada as principais regides da pele: axila umida,
perineo e regides entre os dedos dos pés, pescogo e tronco, glandulas sebaceas e
antebragos secos e pernas (CUNDELL, 2018).

As contagens microbianas normais usando métodos de cultura geralmente
variam de 10%® a 10* microrganismos por centimetro quadrado com contagens
atingindo uma alta de 10° por centimetro quadrado nas areas Umidas como virilha e
axila, lavando o corpo com agua e sabao reduz temporariamente o risco microbiano
por ordem de grandeza. Com base nos métodos tradicionais de cultura, as bactérias
predominantes sao Propionibacterium acnes e Staphylococcus spp. em locais
oleosos, Corynebacterium spp e Staphylococcus spp. em locais umidos, e uma
significativa presenga de membros dos filos beta-Proteobacteria e Flavobactérias nos
locais secos (CUNDELL, 2018).

Os habitats distintos sdo caracterizados por diferengas na espessura da pele,
dobras, densidades dos foliculos e glandulas capilares, invaginagdes e
apéndices cutaneos, incluindo glandulas sudoriparas (écrinas e apocrinas), glandulas
sebaceas e foliculos capilares, provavelmente estdo associados a sua propria
microbiota. A ilustracdo da (figura 2), mostra os microrganismos (virus, bactérias,
fungos e acaros) que cobrem a superficie da pele e residem profundamente nos
cabelos e nas glandulas (KONG; SEGRE, 2012).



Figura 2 - Microrganismos presentes na pele.
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O desenvolvimento de técnicas moleculares para identificar e quantificar

organismos microbianos revolucionou nossa visdo do mundo microbiano e deu inicio

a “corrida do ouro” no estudo de micrébios da pele. Estudos mostram que a proporgao

de filos bacterianos depende da fisiologia do local da pele e com bactérias e fungos

especificas associadas a microambientes Umidos, secos e sebaceos. Segue a

ilustracao da (figura 3) mostrando a classificagéo a nivel de familia das bactérias e

fungos que colonizam o individuo em diferentes locais da pele (KONG; SEGRE, 2012,

2017).

Figura 3 - Distribui¢cdo topografica de reinos microbianos, bactérias e fungos em diferentes locais da

pele do corpo humano.
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Recentemente, a microbiologia da pele era limitada a estudos dependentes da
cultura, com a maioria das amostras de patologias. No entanto, as bactérias nao-
patolégicas sdo detectados em todos os lugares em seres humanos, com até
1 x 107 bactérias por cm? sobre a pele. Embora a abordagem baseada na cultura
ainda seja comum, muitos microrganismos s&o dificeis de cultivar e, portanto sdo sub-
representados ou ndo sao detectados em pesquisas baseadas em cultivo de cultura
(EDMONDS-WILSON et al., 2015).

2.3 Doadores de 6rgaos e tecidos humanos

O transplante é definido como a transferéncia (enxerto) de células, tecidos ou
orgaos humanos de um doador para o destinatario, com o objetivo de restaurar as
fungdes no corpo, é uma terapia totalmente aceitavel, limitada principalmente pela
escassez de orgaos disponiveis para a sua realizagdo. A questdo da doagado de
orgaos é complexa e multifatorial, envolvendo fatores éticos, legais, médicos,
organizacionais e sociais. Paises em todo o mundo relataram que as atitudes das
pessoas em relacdo a doagdo de orgaos sao influenciadas por fatores como
conhecimento, educagéo e religido (CHAKRADHAR et al., 2016; RIOS et al., 2015).

A doacéo de 6rgaos para transplante € um processo complexo, que envolve
um conjunto de procedimentos administrados pelo Sistema Nacional de Transplantes
(SNT). O processo de doagao para transplante envolve um protocolo a ser seguido
em todo o territério nacional: identificacdo de pacientes com os critérios clinicos de
morte encefalica (ME); diagnostico de ME; avaliacao clinica e
laboratorial; manutengdo do potencial doador; e entrevista familiar. Devido a essa
complexidade, € necessario o desempenho da equipe interdisciplinar envolvendo
equipes de médicos, enfermagem, assisténcia social e técnicos de laboratorio
(FERNANDES; BITTENCOURT,; BOIN, 2015).

Na crenca catdlica, Sdo Cosme e Sdo Damiao sdo considerados os padroeiros
dos transplantes. O primeiro transplante foi feito por esses Santos na Sicilia, no século
[ll. Um cristdo teve uma perna amputada por gangrena e o unico cadaver disponivel
era o de um etiope, sendo realizado o transplante do membro dele com éxito, apesar
das pernas de cores diferentes. Comprovadamente a historia do transplante de 6rgaos
iniciou-se na década de 1940, em algumas cidades como Londres, Paris, Edimburgo

e Boston. No Brasil, o primeiro transplante aconteceu duas décadas mais tarde, em
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1960, quando foram realizados transplantes de rim e de coragcdo. Esses
procedimentos se espalharam por varias partes do mundo em fungdo do avango das
técnicas cirurgicas de transplantes (GARCIA et al., 2015; REZENDE et al., 2015).

No Brasil, os primeiros transplantes foram realizados no Hospital das Clinicas
da Universidade de Sao Paulo (USP) em 1968. O primeiro transplante de rim no Brasil
foi realizado em 1964, seguido de coragéo, figado e pancreas em 1968, e transplante
de pulmao em 1989. A primeira lei que regula a recuperacéo e transplante de 6rgaos
foi aprovada em 1963. A ultima legislacdo ocorreu em 1998, na qual o SNT foi criado
para coordenar todas as atividades de doacg&o e transplante de 6rgaos de maneira
descentralizada e regulamentada no nivel estadual (PACHECO, 2016; GARCIA et al.,
2015).

2.4 Doador de pele e Banco de tecidos

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica a doacéo de pele
pode ser realizada a partir de individuos com o diagnostico de morte encefalica ou
parada cardiorrespiratoria. A familia do doador é entrevistada quanto ao desejo de
doar, assinando um termo de consentimento, e posteriormente é investigada a
existéncia de doencgas transmissiveis com o objetivo de evitar a infecgdo do futuro
receptor. A captacado de pele do doador, consiste em retirar, com o auxilio de um
dermatomo, finas Idaminas com espessuras que variam de 0,8 a 1,0 mm, ndo gera
sangramento nem tampouco mutilagdo destas areas, apenas a mudanga para uma

colorag&o mais clara (figura 4) (CHEM et al., 2016).
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Figura 4 - Doador de pele humana: aspecto da regido doadora apés a retirada.

Fonte: CHEM et al. (2016).

Logo apos a retirada, a pele é encaminhada ao Banco de Tecidos, iniciando-se
0 processamento e sua conservagao em glicerol. Durante este processo, s&o
realizados diversos testes microbioldgicos, ficando a pele liberada para envio somente
apos a garantia de auséncia total de microrganismos (CHEM et al., 2016).

Os estudos Luyet e Webster documentaram o congelamento, como um método
eficaz para a preservacao temporaria dos tecidos. Estudos relataram os primeiros
procedimentos de armazenamento de pele de cadaveres, utilizando solugdes
suplementadas com 10% de soro como conservante. Todas essas etapas levaram a
criacdo de um novo tipo de estabelecimento a partir do final dos anos 80, equipado
para armazenar a pele e outros tecidos, essas instalagdes foram conhecidas
posteriormente por seu nome genérico como "bancos de pele" (MARTINEZ-FLORES
et al., 2016).

Em 1949, o primeiro banco de pele foi estabelecido pela Marinha dos Estados
Unidos da América (EUA). Desde entéo, varios outros bancos de pele foram fundados,
principalmente nos EUA e na Europa, e muitas vezes organizados como bancos de
varios tecidos. Em 2005, havia aproximadamente 54 bancos ativos na América do
Norte. Atualmente, existem quatro bancos de pele no Brasil, com sede em Sao Paulo,
Porto Alegre, Recife e Curitiba (MATIOSKI et al., 2015).

Os bancos de tecidos sdo especializados no processamento e na
conservagao de enxertos de tecidos, tais como pele, osso, cartilagem, tendao,
cérneas, valvas, doados para transplantes aldogenos (a parte € doada por outra
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pessoa), fornecendo tecidos de alta qualidade técnica e segura para transplante
(BRASIL, 2017).

Atualmente, existem cerca de trés diferentes técnicas de preservacao usadas
no banco de pele, ou seja, preservagao de glicerol, congelamento profundo e
criopreservagao. Portanto, os bancos de pele usam um desses métodos de acordo
com a adequacgao da regido (KESWANI et al., 2018).

O uso dealoenxertos humanos esta intimamente relacionado ao
desenvolvimento de diferentes métodos para a preservacao de tecidos. Essas
estratégias s&o projetadas para integrar procedimentos de recuperagao de tecidos
gue buscam: manutengao da viabilidade celular; preservagao das proteinas; presenca
de fatores de crescimento e a completa integridade dos tecidos. Todos esses fatores
se concentram na geracdo de produtos biolégicos de alta qualidade, com alta
seguranga a saude e de extremo valor terapéutico (MARTINEZ-FLORES et al., 2016).

Segundo a RDC n° 55, legislagédo vigente que dispbe sobre o Regulamento
Técnico para o funcionamento de Bancos de Tecidos Musculoesqueléticos e de
Bancos de Pele de origem humana, o Banco de Pele deve implementar agbes de
controle de qualidade com o objetivo de contribuir para que os tecidos sejam liberados
e disponibilizados depois que todos os parametros relacionados com a seguranga e a
qualidade do produto, ao longo de todos os processos realizados tenham sido
alcancados e julgados como satisfatérios. O método utilizado para a realizacdo do
controle de qualidade n&do deve comprometer a integridade do tecido, na qual sé
podem ser liberados e disponibilizados para uso terapéutico depois de observados os
seguintes requisitos: | — avaliagdo macroscopica; Il — avaliagdo biomicroscopica,
somente no caso dos tecidos oculares; Il — testes microbiolégicos nos tecidos, com
excecao dos tecidos oculares; e IV — exame de imagem, somente no caso dos
segmentos osteoarticulares, ossos longos e cabecas femorais (BRASIL, 2015).

A recuperagao biolégica € o padrdo-ouro nos processos de preservagao de
tecidos em bancos de tecidos. O controle de qualidade, a certificagao sanitaria e a
estabilidade biologica dos aloenxertos para transporte tém um impacto direto no
resultado terapéutico de um implante de tecido (MARTINEZ-FLORES et al., 2015)
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2.5 Métodos atuais de descontaminagcao microbiana da pele

Atualmente é utilizada a radioesterilizagao para garantir a qualidade dos tecidos
usados em transplantes e outras aplicagdes clinicas, como curativos em queimaduras
e feridas na pele. Na maioria dos tecidos bioldgicos é utilizado radiagéo ionizante para
minimizar a possibilidade de rejeicdo do organismo, matar bactérias e reduzir o risco
de transferir doengas contagiosas como HIV, hepatite C ou citomegalovirus (BRASIL
NUCLEAR, 2017).

Cada método (descontaminac&o quimica, liofilizagao, esterilizagdo gama) tem
um efeito diferente nas caracteristicas bioldgicas, fisicas e quimicas do tecido (indice
de viabilidade celular, perda de agua, elasticidade e resisténcia) e, finalmente, em seu
uso subsequente (figura 5) (MARTINEZ-FLORES et al., 2016).

Figura 5 - Pele humana em malha recuperada para uso em transplantes.

B |

Fonte: MARTINEZ-FLORES et al. (2016).

O processamento de descontaminagao nos bancos de tecidos é realizado por
uma incubagado de antibidticos, que por si s6 ndo séo suficientes para garantir a
viabilidade do tecido, consequentemente utilizando a esterilizagcdo por métodos fisicos
ou quimicos. Para esterilizacdo quimica sao utilizados principalmente, etileno éxido,
propileno glicol e acido peracético. O uso de substancias quimicas pode levar a
persisténcia de residuos téxicos nos tecidos. E mais adequado usar a esterilizacdo
por irradiagcdo, que também pode reduzir a antigenicidade dos tecidos, ndo causa
aumento da temperatura do tecido, n&o deixa residuos perigosos, mas pode causar
efeitos bioldégicos e mudangas mecanicas. Feixe de elétrons, gama e raios-X podem



29

ser usados, mas os raios gama sao os preferidos devido a sua excelente penetragcéo
nos tecidos. As fontes mais comuns de raios gama sdo cobalto (°Co) ou césio ('3"Cs)
e internacionalmente a dose recomendada para esterilizacdo de enxertos de tecidos
é de 25 kilogray (kGy). E possivel usar também irradiagéo por feixe de elétrons para
esterilizacdo, mas devido a menor penetragao, é limitado pela espessura da amostra
esterilizada (MRAZOVA et al., 2016).

A irradiagao por 25 kGy é suficiente para a desinfec¢éo de aloenxertos de pele,
uma redugédo logaritmica de até 5,2 vezes (desinfecgdo completa) na carga biologica
apos uma exposigao de até 33,4 kGy. A reducdo da carga biolodgica fornece a maior
riqueza de informacgdes sobre a eficacia do tratamento antimicrobiano (JOHNSTON et
al., 2016).

2.6 Terapia Fotodinamica

A TFD, é conhecida na lingua inglesa como Photodynamic therapy (PDT), é
uma técnica moderna de tratamento minimamente invasiva que demonstrou eficiéncia
para uma ampla gama de aplicagdes clinicas. Atualmente, a TFD é ativamente
empregada no tratamento antitumoral e esta envolvida em ag¢des antimicrobianas e
anti-inflamatérias devido a alta resisténcia dessas patologias ao tratamento
medicamentoso. Recentemente, a TFD foi introduzida como uma técnica para o
tratamento de pele em medicina estética (SHAKHOVA et al., 2018).

A inativagdo fotodindmica antimicrobiana (IFDa) ou terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDa) combina com um agente fotossensivel, denominado
fotossensibilizador. O comprimento de onda especifico da luz induz a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (N), capazes de matar as células.
No entanto, com o rapido surgimento de resisténcia a antibioticos, TFDa tem sido
utilizada como um método alternativo para erradicar microrganismos patogénicos,
como bactérias e fungos (BALTAZAR et al., 2015; AHMED et al., 2018).

No entanto, o termo TFD foi cunhado em 1900 por Tappeiner e seus colegas
de trabalho na Alemanha. O primeiro relatério detalhado da observacdo de que a
combinagao de luz e corante poderia ser prejudicial para uma célula foi publicado por
Raab em 1900, um estudante de Tappeiner. Rabb observou que o protozoario
Paramecium caudatum morreu apos exposicao a luz na presenga de um corante

acridina. Apds essa descoberta, em 1903, Tappeiner e o dermatologista Jesionek
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traduziram suas descobertas do banco para a beira do leito em um relatério que
detalhava como a aplicacdo tépica de eosina associada a exposi¢cdo a luz branca
tratava efetivamente um tumor de pele. Significativamente, Tappeiner e seu colega
Jodlbauer também observaram que o efeito fototdxico ndo ocorreu na auséncia de
oxigénio e introduziram o termo "ac¢do fotodindmica" em 1907 para descrever essa
reagdo (BALTAZAR et al., 2015).

As vantagens da IFDa como potencial terapia antimicrobiana clinica foram
reforgadas quando se percebeu que funciona igualmente bem, independentemente
do status de resisténcia a antibioticos das células microbianas e, além disso, até agora
a IFDa ndo demonstrou selecionar cepas resistentes. Outra vantagem da IFDa é que
o FS é aplicado topicamente na area infectada, demonstrando matar células
cultivadas com biofilme in vitro e in vivo. A morte de células microbianas é rapida
(segundos), enquanto a agao dos antibidticos pode levar horas ou dias, dando uma
vantagem potencial contra infecgdes de rapida disseminagdo. Embora muitas
infecgbes possam ocorrer no interior do corpo, agora é possivel fornecer o FS e luz a
quase todas as regides anatdbmicas, por meio de endoscopios, agulhas e fibras Opticas
inseridas intersticialmente de didmetro estreito (HAMBLIN, 2017).

A terapia fotodinamica anticancer é agora uma realidade clinica em hospitais e
clinicas de dermatologia em todo o mundo, inclusive para o tratamento de queratose
actinica e carcinoma basocelular ha mais de 25 anos, mas a terapia fotodinamica
antimicrobiana ainda ndo é amplamente apreciada pelos clinicos e orgaos

responsaveis pela prestagdo de cuidados de saude (WAINWRIGHT et al., 2017).

2.7 Mecanismo de agao da TFD

TFD é uma abordagem multifatorial que envolve trés componentes principais,
fotossensibilizador, luz e oxigénio. Inclui duas etapas do processo, o primeiro passo é
a administragdo de um fotossensibilizador e o segundo passo é a ativagdo a um
comprimento de onda apropriado, fazendo com que produzam espécies reativas de
oxigénio e destruam as células anormais (HEIDARI, 2016; SHAKHOVA et al., 2018).

O principio basico do conceito de terapia fotodindmica antimicrobiana € a
combinagao de luz visivel ou infravermelho préximo, oxigénio e um fotossensibilizador
capaz de absorver e transferir energia ou elétrons apds a absor¢do da luz para o
oxigénio molecular para a geragéo de espécies reativas de oxigénio (Figura. 6), como
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oxigénio singleto, &nions superoxido e radicais hidroxila, tm um amplo espectro de
atividade e podem destruir varios alvos microbianos moleculares (por exemplo,
proteinas, lipidios e acidos nucléicos) (WAINWRIGHT et al., 2017).

A geragao de ERO pode seguir duas vias alternativas apds a ativagao da luz
por um determinado fotossensibilizador. O FS no estado fundamental, pode absorver
um foéton, levando-o ao estado singleto excitado, este estado pode sofrer cruzamento
intersistema para um estado de tripleto de vida mais longa que pode interagir com o
oxigénio de dois mecanismos: em tipo 1, a geragdo de Oz, OH, e H2O: por
transferéncia de elétrons do FS; no tipo 2, o estado tripleto do FS pode sofrer
diretamente troca de energia com oxigénio no estado fundamental tripleto, levando a
formacao de O: excitado (WAINWRIGHT et al., 2017).

As ERO geradas reagem rapidamente com seu ambiente, dependendo da
localizagdo do FS excitado, por exemplo em paredes celulares de microrganismos,
membranas lipidicas, peptideos e acidos nucléicos. O FS retorna ao seu estado inicial
apos esse ciclo, pronto para absorver um novo foton e gerar ERO adicionais, O2" " =
anions superoxido, OH = radical hidroxila, H2O2= peréxido de hidrogénio, O, =
oxigénio singleto, e— = elétron (WAINWRIGHT et al., 2017).

Figura 6 - Mecanismo de agéo da terapia fotodindmica antimicrobiana.

—
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Fonte: Diagrama de Jablonski - Adaptado por WAINWRIGHT et al. (2016).
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2.8 Fontes de Luz

Varias fontes de luzes diferentes podem ser utilizadas na IFDa, incluindo fontes
de luz de ondas continuas de amplo espectro ou lampadas (luz branca, azul, vermelha
ou verde), lasers, fontes de luz intensa pulsada (LIP), lampadas de arco de xendnio
filtradas, ldmpadas de iodetos metalicos ou fluorescentes e mais recentemente,
ldmpadas de diodos emissores (LED) (WEN; LI; HAMBLIN, 2017).

Para a ativacéo da luz de um FS, trés fontes de luz principais foram descritas
na literatura até o momento: lasers, LEDs e |dampadas de descarga de gas (por
exemplo, lampadas de descarga de quartzo-tungsténio-halogénio ou descarga de
xendnio. Os LEDs podem ser facilmente acoplados em uma unica fibra optica e
montados em diferentes dispositivos de distribuicdo de luz, comparados aos lasers,
oferecem um espectro de emissdo um pouco maior e seus custos sdo mais baixos.
Ao contrario de lasers e LEDs, as lampadas halégenas tém a vantagem de poderem
ser filtradas espectralmente para corresponder a qualquer FS, no entanto, eles nao
podem ser acoplados com eficiéncia em feixes de fibra dptica ou guias de luz liquida
e causam mais aquecimento em comparagado com lasers e LEDs (CIEPLIK et al.,
2018).

A entrega eficaz da luz de tratamento ao tecido alvo requer uma
correspondéncia adequada da fonte de luz com o tecido, o sensibilizador e o
dispositivo de entrega. Lasers, LEDs e |lampadas sao trés principais categorias
convencionais de fontes de luz usadas para aplicacdes da IFDa. A localizacao do
tumor, o fotossensibilizador e a dose 6ptica sdo fatores determinantes para a escolha
da fonte de luz para a TFD (FINLAY; DARAFSHEH, 2016).

Os LEDs tém uma vantagem sobre os lasers tradicionais, nos quais consomem
menos, facilitando assim o uso de baterias para energiza-las, o que as torna
extremamente portatil. Dissipam menos calor, minimizando a perda de energia e
podem ser organizados para se adequar a area ou 6rgao de interesse que precisa ser
irradiado. Devido aos avangos no campo da tecnologia de semicondutores, os LEDs
tém durabilidade notavel e sdo de baixo custo. Além disso, ao contrario dos lasers,
eles emitem luz sobre uma area de superficie maior com dissipacdo homogénea de
energia, permitindo o tratamento de lesdes e tumores maiores em menos sessdes
(DUSE et al., 2018).
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A eficacia clinica da IFDa depende da densidade de energia da luz. Existem
varias fontes de luz usadas para a TFD, como luz ultravioleta (330-400 nm), luz
vermelha (600-700 nm) e luz infravermelha (700-1000) (BASKARAN; LEE; YANG,
2018).

2.9 Agentes Fotossensilizantes

Um bom FS deve absorver fotons com eficiéncia, o estado tripleto deve durar
um tempo para reagir com as moléculas alvo vizinhas. A maioria dos compostos que
forma os estados tripletos capazes de produzir radicais e ERO possuem estruturas
em anel triciclicas, heterociclicas ou semelhantes a porfirinas com bandas duplas
conjugadas. Pequenas mudangas na estrutura molecular influéncia a propriedade
fotossensibilizante de um composto (HEIDARI, 2016).

A escolha do FS é fundamental para o sucesso do tratamento da IFDa. O
fotossensibilizador deve ser preferencialmente excitado pela luz de um comprimento
de onda na janela terapéutica (600-700 nm), que possui maior capacidade de
penetracdo no tecido, deve ser ndo toxico para as células no escuro (ou seja, ndo
deve causar morte celular na auséncia de luz). Além disso, deve ser capturado ou
retido seletivamente pelas células alvo (CALIXTO et al., 2016).

O design molecular ideal de um FS antimicrobiano deve ter varias
caracteristicas particulares. Antes de tudo, ndo deve ser toxico no escuro,
principalmente em células de mamiferos. Ter bons rendimentos quanticos de ERO e
um alto coeficiente de absorgao molar no comprimento de onda em que a penetragao
da luz no tecido € boa. Deve mostrar seletividade para as células microbianas em
relacdo as células dos mamiferos hospedeiros. Os FS antimicrobianos mais
amplamente utilizados sao, sem duvida, os corantes fenotiazinicos, azul de metileno
(AM) e azul de toluidina, ambos os compostos receberam aprovagao regulatoria em
varios paises do mundo (HAMBLIN, 2017).

2.10 Azul de Metileno

O AM é um corante organico com propriedades fluorescentes e
fotossensibilizantes. Esse FS efetivamente inativa virus e bactérias e mata células

malignas. A carga positiva e seu baixo peso molecular promovem uma interagao
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aprimorada, isso o torna uma opgdo adequada para TFD de infeccdes e cancer. E
mais comumente utilizado como um FS na TFD antimicrobiana, para o tratamento
de infecgdes por Candida albicans , Enterococcus faecalis e Escherichia
coli (CALIXTO et al., 2016).

O primeiro corante fenotiazinio (azul de metileno) foi desenvolvido por Heinrich
Caro na década de 1870. Esses corantes sdo compostos por um sistema de trés anéis
com grupos laterais auxocrémicos, carregam uma unica carga positiva e exibem um
rendimento quantico de oxigénio singleto abaixo de (0,5) agindo, portanto,
principalmente de acordo com o mecanismo do tipo |. Mostram forte absor¢do no
espectro vermelho (600—-680 nm), o que € vantajoso para a sua aplicagdo como FS
devido a melhor penetragcao da luz no tecido a partir de comprimentos de onda mais
longos (SEONG; KIM, 2015; CIEPLIK et al., 2018).

2.11 Modelo Animal

O porco doméstico (Sus scrofa domesticus) € uma espécie mundial de animal
domeéstico, sdo animais recomendados pela literatura como alternativa para modelo
de pele humana. A pele de porco é anatomicamente, fisiologicamente,
bioquimicamente e imunologicamente semelhante a pele humana, é "pele fixa" como
seres humanos e diferente de roedores ou coelhos. A pele de porco espelha a pele
humana ao ter um pelo escasso, uma epiderme relativamente espessa, cinética de
renovacgao epidérmica semelhante, composicao lipidica e bioquimica de carboidratos,
propriedades biofisicas lipidicas e um arranjo semelhante de colageno dérmico e
fibras elasticas (LIU, 2019; PABST, 2020).

O suino esta se tornando cada vez mais importante como modelo biomédico,
dadas as semelhancas entre porcos e seres humanos, uma maior compreensao da
biologia subjacente da saude e doengas humanas pode vir do porco. O porco tem
muitas vantagens sobre outras espécies como modelo biomédico e acredita-se ser o
modelo ideal para xenotransplante, avaliagdo de risco de contaminantes ambientais e
descoberta de medicamentos. Em muitos aspectos, o porco é mais semelhante ao
humano do que outros modelos em termos de anatomia, fisiologia e
fisiopatologia; filogeneticamente, os porcos estao trés vezes mais préximos dos seres

humanos no nivel dos nucleotideos do que os ratos (WALTERS et al., 2017).
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3 HIPOTESE

O presente estudo visa investigar a hipotese de que a inativagao fotodinamica,
ou seja, baixa dose de azul de metileno, como um agente fotossensivel, associado ao
LED de baixa poténcia pode favorecer na descontaminagéo de fragmentos de pele de

suinos, e desta forma pode ser utilizada para transplantes de pele.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da inativagao fotodinamica na
pele suina, visando o seu uso para utilizagdo de descontaminagao da pele destinadas

a transplantes.

4.2 Objetivos especificos

> Analisar a eficacia de diferentes concentragdes de azul de metileno utilizadas
para descontaminacgao de pele suina;

> Avaliar a relagdo da Unidade formadora de coldnia (UFC) presente no tecido
apo6s o uso da TFD;

> Avaliar por meio da Tomografia de coeréncia optica (OCT), a utilizagdo da
Terapia Fotodindmica em possiveis alteragdes morfoldgicas na pele em suas
diferentes camadas;

> Estabelecer procedimento operacional padrdo para utilizacdo da inativagao

fotodindmica na descontaminagao de pele animal.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Protocolo Experimental no modelo de pele de suinos

O experimento foi realizado no laboratério de Terapia Optica do Centro de
Lasers e Aplicagdes do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (CLA-
IPEN/SP), localizado na Universidade de Sdo Paulo, sob supervisdo da Dra. Martha

Simdes Ribeiro, seguindo todas as normas e procedimentos de biosseguranca.

5.2 Aspectos éticos

O presente estudo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Vale do Paraiba/ S&o José dos Campos sob
o numero de protocolo AO5/CEUA2019, conforme (ANEXO A), seguindo os principios
éticos na experimentagdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Esta pesquisa foi realizada em duas etapas. A
primeira etapa foi realizada os testes com a TDF utilizando o FS azul de metileno com
uma concentragao de 50, 75 e 100 yM (micromolar), a segunda etapa com o azul de
metileno na concentragcdo de 12,5 e 25 uyM, ambos os testes seguiram o mesmo
protocolo e metodologia, a unica diferenga foi a concentragdo de azul de metileno

utilizada.

5.3 Amostras

Foram utilizados fragmentos de pele suina, mas conhecido como porco, com
dimensdes de tamanho 1x1 cm, provenientes da regido da orelha, optou-se por utilizar
a orelha devido ter menos camada gordurosa na pele, por ser composta de cartilagem
como também a localizagédo da regido da orelha facilita a realizagdo dos recortes de
pele. A orelha do suino foi comprada em um estabelecimento especializado em
vendas de suinos no Mercado Municipal de Sdo Paulo. Este estudo foi composto no
total de 47 recortes de pele da orelha do suino. Divididos os recortes de pele em trés
grupos principais: Grupo Teste (22 recortes); Grupo no Escuro (18 recortes) e Grupo
Controle (7 recortes). O quadro 1 demonstra as caracteristicas e requisitos para
utilizacdo das amostras de pele no estudo:
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Quadro 1 - Caracteristicas da orelha do suino.

Caracteristicas das amostras

Orelha retirada do porco no mesmo

dia do abate

Orelha fresca (sem adigéo de sal)

Orelha sem filamento/pelo

Acondicionamento e transporte correto
para o laboratério
Fonte: A autora (2020).

O transporte da orelha até o laboratério do CLA/IPEN era acondicionado em
caixas térmicas. Foram retirados os pelos da pele para posteriormente realizar os
recortes, assepticamente era recortados os fragmentos de pele, utilizando
instrumentos esterilizados, com um bisturi n°® 3 da marca (golgran) e lamina n°® 12 da
marca (surgical blades), com o auxilio de uma tesoura spencer 12 cm, pinga de
instrumental clinica de 15 cm e uma régua comum de 30 cm. Os recortes eram
feitos com luvas de latex, com os materiais estéreis e realizado na bancada do
laboratério previamente higienizada com alcool 70%, com o objetivo de evitar

mais ainda a contaminagao da pele.

Figura 7 - Recorte dos fragmentos de pele.

Legenda: A= Materiais utilizadas para o recorte da pele; B= Fragmentos de pele apés ser recortados.
Fonte: A autora (2020).
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Apos os recortes de pele, pesava-se individualmente na balanca eletronica
analitica, em seguida mantidos em recipiente estéril, em tubos falcon ou microtubo
tipo eppendorf, emergidos em solugao salina estéril 0,9% para evitar a desidratagao
(CONCEICAO et al., 2017), e seguidamente acondicionadas na geladeira para no

outro dia dar sequéncia no experimento.

Figura 8 - Acondicionamento dos recortes de pele.
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Fonte: A autora (2020).

5.4 Preparo das solugoes

O experimento ocorreu em duas etapas, em virtude dos resultados e o tempo
para elaboracdo do experimento, a primeira etapa foi utilizada as concentragcbes de
50, 75 e 100 uM e na segunda etapa as concentragdes de 12,5 e 25 yM. Diluiu-se o
azul de metileno a partir de uma solugdo de 10 mM (milimolar) e utilizou-se agua
destilada estéril na dissolugcédo. Foram utilizadas 2 placas de cultivo de células de 24
pocos para cada etapa, uma para 0 grupo no escuro e outra para o grupo TFD, sendo
necessario 1,5 mL de solugao para cobrir a pele que se encontrava em cada pogo da
placa, na concentragéo de 50,75 e 100 pM foram colocados 16 fragmentos de pele
em cada placa e na concentragao 12,5 e 25 uM foi necessario 9 fragmentos de pele
na placa do grupo escuro e na placa do grupo da TFD 6 fragmentos. No grupo controle
e luz utilizou-se agua destilada estéril para cobrir os fragmentos de pele, sendo na
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primeira etapa um total 36 mL para azul de metileno e 12 mL para agua destilada e
na segunda etapa 18 mL de solugdo de azul de metileno e 9 mL de agua destilada.
Partindo da solugéo inicial de 10 mM de azul de metileno, convertendo para
micromolar, permanece 10.000 pM, foi preparado uma nova diluicdo em uma
concentracado usual de 50,75 e 100 pM; 12,5 e 25 uM. Aplicou-se cinco calculos na
respectiva formula para cada concentracdo de AM, sendo o V2 na primeira etapa do
experimento correspondente a 18 mL de azul de metileno e na segunda etapa 9 mL,
a quantidade de mL do AM corresponde ao numero de pogos utilizados na placa,
multiplica-se com (1,5 mL) que € a quantidade que cada pogo da placa suporta , antes
de aplicar na equacao transforma-se o volume encontrado em mL para uL. Para o

preparo desta dilui¢do, utilizamos a seguinte equagao:

C1xV1=szV2

Onde:
C, = Concentragao de 10 mM de azul de metileno

V,= volume a ser encontrado da concentragéo de 50,75 e 100; 12.5 e 25 uM
C,= Concentragao de 50,75 e 100; 12.5 e 25 uM
V,= volume da diluigéo correspondente, no caso sendo 18 mL/18.000 uL e 9mL/9.000

ML.

Apods esse calculo encontramos o resultado do V1 de azul de metileno de 50,75
e 100; 125 e 25 pyM, e posteriormente subtraimos com o volume da diluicdo
correspondente, para encontrar o volume de agua destilada para diluir cada

concentracao respectiva de azul de metileno. Segue abaixo o exemplo.

VAD: V4- V,

Apos encontrar cada volume de AM e agua destilada, homogeneizar-se os dois
volumes em um tubo falcon de 15 mL, realizando assim a diluigdo nas respectivas
concentracdes de azul de metileno. Com o auxilio de uma pinga na camara de fluxo

realiza-se a disposi¢cao das amostras, colocou-se um recorte de pele em cada poco
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da placa e posteriormente com o auxilio de pipeta coloca-se 1,5 mL de cada

concentracao de azul de metileno.

Figura 9 - Preparacdo das amostras para irradiagao.

Legenda: Distribuicdo de 1,5 ml de azul de metileno em cada pogo da placa
Fonte: A autora (2020).

5.5 Divisao dos Grupos

Os grupos foram divididos em duas etapas do experimento, conforme

esquematizado abaixo.

Primeira etapa:

Grupo Controle (G1): Nao recebem tratamento e foram apenas submetidos a ficar no
escuro, com solugao presente de agua destilada

Grupo Azul de metileno de 50 uM (G2): Recebem tratamento de solu¢do de azul de
metileno na pele, mas submetidos a ficar no escuro.

Grupo Azul de metileno de 75 uM (G3): Recebem tratamento de solu¢do de azul de
metileno na pele, mas submetidos a ficar no escuro.

Grupo Azul de metileno de 100 uM (G4): Recebem tratamento de solugéo de azul de
metileno na pele, mas submetidos a ficar no escuro.

Grupo Luz (G5): Recebem apenas o tratamento de Ledterapia, com solugéo presente

de agua destilada.
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Grupo TFD com 50 uM de azul de metileno(G6): Recebem tratamento de solugéo de
azul de metileno na pele, submetidos a ficar em contato com a luz.
Grupo TFD com 75 uM de azul de metileno (G7): Recebem tratamento de solugao de
azul de metileno na pele, submetidos a ficar em contato com a luz.
Grupo TFD com 100 uM de azul de metileno (G8): Recebem tratamento de solugao

de azul de metileno na pele, submetidos a ficar em contato com a luz.

Tabela 1 - Esquema da divisdo dos grupos experimentais da primeira etapa.

Solucéo Azul de Metileno
Tratamento dos grupos .
3 Salina Dose
n=
0.9% (mL) (mL)
Controle 1,5 -
Azul de Metileno 50 uM no escuro - 1,5
Azul de Metileno 75 uM no escuro - 1,5
Azul de Metileno 100 pM no escuro - 1,5
Luz 1,5 -
TFD 50 puM de azul de metileno - 1,5
TFD 75 pyM de azul de metileno - 1,5
TFD 100 uM de azul de metileno - 1,5

Fonte: A autora (2020).

Segunda etapa:

Grupo Controle (G1): Nao recebem tratamento e foram apenas submetidos a ficar no
escuro, com solugao presente de agua destilada

Grupo Azul de metileno de 12,5 uM (G2): Recebem tratamento de solugao de azul de
metileno na pele, mas submetidos a ficar no escuro.

Grupo Azul de metileno de 25 uM (G3): Recebem tratamento de solu¢do de azul de
metileno na pele, mas submetidos a ficar no escuro.

Grupo TFD com 12,5 uM de azul de metileno(G4): Recebem tratamento de solugao
de azul de metileno na pele, submetidos a ficar em contato com a luz.

Grupo TFD com 25 uM de azul de metileno (G5): Recebem tratamento de solugao de

azul de metileno na pele, submetidos a ficar em contato com a luz.
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Tabela 2 - Esquema da divisdo dos grupos experimentais da segunda etapa.

Solucao Azul de Metileno
Tratamento dos grupos .
3 Salina Dose
n=
0.9% (mL) (mL)
Controle 1,5 -

Azul de Metileno 12,5 uM no escuro - 1,5
Azul de Metileno 25 yM no escuro - 1,5
TFD 12,5 uM de azul de metileno - 1,5
TFD 25 uM de azul de metileno - 1,5

Fonte: A autora (2020).

Ao total foram 13 grupos, 8 na primeira etapa e 5 na segunda etapa, na primeira
fase utilizou-se quatro fragmentos de pele (quadruplicata) para cada grupo e na
segunda fase trés fragmentos de pele (triplicata) para cada grupo. As placas tiveram
um tempo de pré-irradiagao (PIT) de 20 minutos em contato com a solugéo de azul de
metileno e agua destilada.

Figura 10 - Distribuicdo dos grupos no escuro e TFD na placa de 24 pocos.

5.6 Fontes de Luz

Para este trabalho foi utilizado o equipamento LEDbox emitindo
660nm (BioLambda, Brasil). O LEDbox €& um dispositivo de irradiagado perfeito
aplicavel a grandes amostras utilizadas em biofotonica, Fotobiologia, Fotoquimica e
pesquisa de fotomedicina. E também excelente para o tratamento de culturas

celulares e animais de laboratério usados em fotobiomodulagdo (FBM, também
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conhecida como terapia com laser de baixa poténcia) e terapia fotodindmica, Terapia
preé-clinico in vitro e in vivo (BioLambda, Brasil).

Sua area interna € de 163.5 cm? permite a irradiacdo de pequenos animais,
placas de petri ou placas de cultura multi-pogos com niveis de irradiancia até 100 mW
por centimetro quadrado, representado na figura 11.

Figura 11 - LEDbox 660nm (BioLambda, Brasil).

Fonte: A autora (2020).

As placas foram expostas a radiagao durante um periodo de 20 minutos, na luz
vermelha do LED, apds o tempo de 10 minutos, com o auxilio de uma pinga estéril de
instrumental clinica alternou-se as posi¢cdes dos fragmentos de pele de cima para
baixo, e expostas por mais 10 minutos, assim as duas partes da pele teriam contato
com a luz.

Todas as condigdes testadas foram realizadas no escuro, sem agitagao, a
temperatura ambiente e em condi¢des assépticas no interior de uma camara de fluxo
laminar. A irradiancia foi de 70.03 mW/cm? e exibiram exposicdes radiantes de 84.04
Jlcm? em ambas as etapas. As amostras foram irradiadas de cima para baixo na placa
de 24 pocos, conforme figura abaixo.
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Figura 12 - Caixa de diodo emissor de luz vermelha (LED) em funcionamento.

Fonte: A autora (2020).

5.7 Preparo da solugao final para o plaqueamento

A metodologia do preparo da amostra para analise quantitativa foi adaptada de
Tippelskirch et al. (2018). Todas as massas em gramas dos fragmentos de pele de
cada grupo eram somados e convertidos a massa em g para ml da solugdo de
phosphate buffered saline (PBS) em ambas as etapas do experimento, conforme
apresentado na Tabela 3 e 4, a seguir.

Tabela 3 - Esquema dos grupos da primeira etapa com os respectivos valores de massa e volumes
de PBS utilizados para a preparacgéo final da solugéo.

Grupos Experimentais Pesagem da pele em Volume de PBS(mL)

n=3 massa(g)
Controle 1,8534 9,267
Azul de Metileno 50 pM no escuro 1,7874 8,9235
Azul de Metileno 75 uM no escuro 1,8997 9,4985
Azul de Metileno 100 uM no escuro 1,8929 9,4645
Luz 1,9694 9,847
TFD 50 uM de azul de metileno 2,078 10,39
TFD 75 uM de azul de metileno 1,9059 9,525
TFD 100 uM de azul de metileno 1,8336 9,168

Fonte: A autora (2020).
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Tabela 4 - Esquema dos grupos da segunda etapa com os respectivos valores de massa e volumes

de PBS utilizados para a preparagéo final da solugao.

Grupos Experimentais Pesagem da pele em
Volume de PBS(mL)
n=3 massa(g)
Controle 1,6563 8,281
Azul de Metileno 12,5 yM no escuro 0,935 4,675
Azul de Metileno 25 uyM no escuro 0,9976 4,988
TFD 12,5 uM de azul de metileno 0,8497 4,248
TFD 25 uM de azul de metileno 1,0178 5,089

Fonte: A autora (2020).

Apo6s submetidas a irradiagao, colocou-se as amostras de cada grupo em tubo

falcon de 15 mL estéril, contendo assim recortes de pele, e no intervalo da insergao

dos fragmentos de pele nos tubos, a pinga era mergulhada em alcool 70% para nao

conter amostra de outra concentracdo de azul de metileno ou agua destilada. Em

seguida colocou-se com o auxilio de uma micropipeta a quantidade de mL de PBS da

respectiva conversao de cada g para ml em cada tubo dos devidos grupos, conforme

figura 13.

Figura 13 - Distribuicdo do volume de PBS em cada tubo falcon.

Fonte: A autora (2020).
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Ao total foram 8 tubos falcon ou seja 8 grupos na primeira etapa e na segunda
5 tubos, agitou-se cada tubo individualmente em um vortex (IKA Agitadores MS 3
digital), em velocidade maxima de 3.000 rota¢des por aproximadamente 8 minutos, e
em seguida todos os tubos foram dispostos juntos nas duas etapas do experimento
no Banho Ultra Sénico (Modelo: USC-1600/ MERSE) em temperatura ambiente por
um tempo de 20 minutos, para completa homogeneizagao/dissolugao das amostras
(figura 14).

Figura 14 - Preparacgéo final da amostra.

Legenda: A= Aparelho vortex utilizado para homogeneizar os grupos; B=
Aparelho ultra sbnico para finalizar a homogeneizagao dos grupos.
Fonte: A autora (2020).

5.8 Analise Quantitativa: diluigdo, plaqueamento e contagem das unidades
formadoras de coldnias (UFCs)

Todas as condicbes testadas foram realizadas a temperatura ambiente e em
condicbes assépticas no interior de uma camara de fluxo laminar. Apdés a
homogeneizagao das amostras realizou-se a diluigdo seriada de cada grupo, utilizou-
se uma placa de microtitulagao de 96 pocos fundo chato estéril, sendo aspirado uma
aliquota e adicionado 200 pL na primeira fileira de cada grupo, e nas demais fileiras
foram adicionados 180 uL de PBS, e com o auxilio de uma micropipeta multicanal com
6 ponteiras descartaveis foi acrescentado 20 uL e ao mesmo tempo homogeneizando
a amostra em cada poco. A diluigdo seriada ocorreu de 1:107", 1:102, 1:10-3, 1:104,
1:10°. Conforme esquematizado na figura 15.
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Figura 15 - Esquema representativo da diluicdo seriada dos grupos experimentais.
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Fonte: A autora (2020).

Adotou-se a diluicdo seriada de 1:10 e o método de escorrimento na placa
conforme Tippelskirch et al. (2018). No processo de plagueamento (figura 16), com
auxilio de uma micropipeta multicanal adicionou-se uma aliquota de 10 uL de solugao
de cada grupo na placa de petri, com placas de Petri em meio Agar dextrose
Sabouraud (SB) para fungo e Brain Heart Infusion Agar (BHI) para bactéria, realizando
assim o escorrimento de 10 yL de cada amostra na placa e foi tomado os devidos

cuidados para que as gotas ndo se misturassem durante o escorrimento.

Figura 16 - Preparacdo das amostras para a incubacéo.

Legenda: A=Representacao do método de diluicdo seriada de 1:10; B= Representa¢do do método de
escorrimento na placa de petri.
Fonte: A autora (2020).

O procedimento foi realizado em trés placas de petri (triplicata) para cada grupo
nos dois meios de cultura para as duas etapas do experimento, no total realizou-se na
primeira etapa o escorrimento em 48 placas e na segunda etapa o escorrimento em
30 placas com cada placa devidamente identificada. Apds absorver cada amostra pelo

meio de cultura, as placas foram invertidas e colocadas de baixo para cima, evitou-se
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que nao condensasse a tampa para ndo entrar em contato com o meio. Em seguida
as placas foram acondicionadas na incubadora (Refrigerada tipo "shaker" orbital de
bancada CT-712RN/ CIENTEC) por aproximadamente 24 horas a 37°C, conforme
figura apresentada abaixo.

Figura 17 - Placas de petri dispostas em grupos na incubadora.

Fonte: A autora (2020).

Apo6s 24 h de incubacgao, as placas foram retiradas da incubadora para realizar
a contagem de UFCs, foi feita manual a contagem e os dados foram tabulados e
registrados no Microsoft Office Excel®.

Figura 18 - Placas de Petri semeada apds as 24 horas de incubagéo.

Legenda: A= Formagéao das col6nias em meio de cultura apds 24 hrs de crescimento em BHI; B=
Formacgao das colénias em meio de cultura apds 24 hrs de crescimento em SB.
Fonte: A autora (2020).
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5.9 Analise Morfolégica

Para as analises morfoldgicas utilizou-se a tomografia por coeréncia 6ptica,
equipamento comercial (Modelo: 930SR/ Thorlabs-USA), e o software SRscan. As
imagens foram visualizadas em um comprimento de onda central de 930nm com
profundidade de 3,0 e 6,0 mm e largura de 1024 e 2048 pm, o objetivo da analise foi
avaliar se houve alteragbes morfologicas microestruturais apds o tratamento com
TFDa.

Figura 19 - Equipamento de OCT.

Fonte: A autora (2020).

A Tomografia de coeréncia optica é uma técnica de imagem Optica n&o invasiva
que produz imagens volumétricas 2D e em 3D em tempo real de uma amostra. Essa
técnica fornece informagdes estruturais sobre a amostra com base na luz
retroespalhada de diferentes camadas de material dentro dessa amostra, produzindo
imagens com resolug&o no nivel de microns e milimetros de profundidade de imagem
(THORLABS).

5.10 Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada por meio de uma planilha programada no
Microsoft Office Excel®, os dados foram registrados e tabulados com informacdes
extraidas de descrigdo dos grupos, foram gerados os graficos das médias de
sobrevivéncia de unidades formadoras de colbnias, para cada grupo, com seu
respectivo desvio padrao.
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Os dados foram analisados quanto a sua distribuicdo, com o teste de Shapiro-
Wilk que mostrou uma distribuicdo normal nas séries. Foi utilizado a Analise de
Variancia (ANOVA) para analise dos dados.

Todas as analises foram realizadas com o software estatistico Past 4.03, o nivel
de significancia foi estabelecido em 5% (p=0,05).
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6 RESULTADOS

Foram contadas as UFCs de todos os grupos para fungos e bactérias, nas trés
placas de petri por grupo, sendo ao total 78 placas de petri cultivadas em 24 horas.
Fazendo assim a contagem em cada diluicado foi obtida a média aritmética e desvio
padrdao em fragdo para cada grupo. Optou-se por excluir do estudo os grupos
relacionados a 50 yM de AM e PDT 50 uM devido inconsisténcia nas amostras,
assegurando cuidadosamente para que n&o houvesse dados inconsistentes nos

resultados.

6.1 Analise da variagdo das UFCs nos meios de cultura dos grupos

experimentais e controles

Com estes dados analisou-se a variacdo das UFCs nos meios de cultura dos
grupos tratados e controle, em cada condigdo experimental.

Os resultados das UFCs em cada meio de cultura dos grupos: controle,
aplicacdo da TFD e com fotossensibilizador azul de metileno isolado, estdo
representados nas figuras abaixo.
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Figura 20 - Crescimento bacteriano e fungico da pele controle.

Legenda: A= Crescimento de bactéria do experimento da primeira etapa; B= Crescimento de bactéria
do experimento da segunda etapa; C= Crescimento de fungo do experimento da primeira etapa; D=
C= Crescimento de fungo do experimento da segunda etapa.

Fonte: A autora (2020).

Figura 21 - Crescimento bacteriano e fungico da pele irradiada a luz.

Legenda: A= Crescimento de bactéria irradiada a luz; B= Crescimento de fungo irradiada a luz.
Fonte: A autora (2020).
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Figura 22 - Crescimento bacteriano e fungico da pele em contato somente com o

Fotossensibilizador azul de metileno nos grupos de 75 e 100 pM.

Legenda: A= Crescimento de bactéria somente com o FS azul de metileno 75 uM; B= Crescimento de

fungo somente com o FS azul de metileno 75 uM; C= Crescimento de bactéria somente com o FS

azul de metileno 100uM; D= Crescimento de fungo somente com o FS azul de metileno 100 uM.
Fonte: A autora (2020).

Figura 23 - Crescimento bacteriano e fungico da pele com a Terapia Fotodinamica
nos grupos de 50,75 e 100 uM.

Legenda: A= Crescimento de bactéria no PDT com azul de metileno em 75 uM; B= Crescimento de
fungo no PDT 75 uM; C= Crescimento de bactéria no PDT 100uM; D= Crescimento de fungo no PDT
100 uM.

Fonte: A autora (2020).



55

Figura 24 - Crescimento bacteriano e fungico da pele em contato somente com
o Fotossensibilizador azul de metileno nos grupos de 12,5 e 25 yM.

Legenda: A= Crescimento de bactéria somente com o FS azul de metileno em 12,5 yM; B=
Crescimento de fungo somente com o FS azul de metileno em 12,5 yM; C= Crescimento de bactéria
somente com o FS azul de metileno em 25 uM; D= Crescimento de fungo somente com o FS azul de

metileno em 25 pM.
Fonte: A autora (2020).

Figura 25 - Crescimento bacteriano e fungico da pele com a Terapia Fotodinamica nos
grupos de 12,5 e 25 uM.

Legenda: A= Crescimento de bactéria no PDT com azul de metileno em 25 yM; B= Crescimento de
fungo no PDT 25 pyM; C= Crescimento de fungo no PDT 12,5 uM; D= Crescimento de bactéria no
PDT 12,5 pM.

Fonte: A autora (2020).
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Nesses ensaios verificou-se que houve uma diminui¢ao do crescimento fungico
e bacteriano em comparagé&o com o controle. Percebeu-se uma diferenga significativa
na segunda etapa do experimento com a concentragdo de AM e PDT de 12,5 e 25
MM, evidenciando-se que ocorreu uma redugéo ou até mesmo em algumas placas nao
houve crescimento de microrganismo em comparagdo com a concentragao/diluicao

inicial.

6.2 Distribuicao das contagens de UFCs para fungos e bactérias de todos os

grupos

Os dados foram registrados e tabulados em uma planilha programada no
Microsoft Office Excel® com informacgdes extraidas da descrigdo de cada grupo em
cada meio de cultura, foi inserido na planilha as dilui¢ées utilizadas, gota em L,
unidade formadora de colénia por mL, média e fracdo. Quanto maior o numero de
células vivas maior sera a fracdo, quando essa taxa de fracdo de sobrevivéncia reduz,
significa que esta havendo uma reducéo das UFCs, podemos observar essa diferenca

no grupo controle com relagdo aos grupos tratados.

Tabela 5 - Distribuigdo da contagem de UFCs para bactéria (BHI), colunas com dados de diluigéo,
gota(uL), UFC/mL, média e fragdo dos seguintes grupos: controle, Luz, azul de metileno e TFD de
75 e 100 pM.

TFD. Equivalente a 75 e 100 uM de AM
LED 660nm; 70.03 mW/cm2; PIT 20 min

Data do experimento: 04/02/2020 Contagem: 05/02/2020
Grupo |0|-1|-2|-3|-4|-5|Diluigio ‘(E:S UFC/mL Média |Fragdo
loslal 4 10 | 23000000,00 1,28
c'i'r"‘l_ asl15| 2| 4 10 |15000000,00 | 18000000004 g3
5816 1| 4 10 | 16000000,00 0,8889
29l 7| 4 10 |29000000,00 16111
luz 8l7| 4 10 | 28000000,00 | 2766666667 4 5556
%l5| 4 10 |26000000,00 1,4444
5l11lol 4 10 | 1500000,00 0,0833
B';:w75 ol 70l 4 10 | 2400000,00 | 1900000,00 5333
8lel1] 4 10 | 1800000,00 0,1000
BHI 5lo 1] 4 10 | 4500000,00 0,2500
PDT 0l 1] 4 10 | 5000000,00 | 2033333:33 [ 5778
75uM 561111 1| 4 10 | 5600000,00 0,3111




49 o 4 10 | 9000000,00 0,5000

10%“JM 89110 4 10 |10000000,00 | 966666667 ['g 5556

41110 4 10 |10000000,00 0,5556

- 72| 6 | 1 2 10| 720000,00 0,0400
oo 713333,33

100 oM 69| 5 | 1 2 10 | 690000,00 0,0383

73] 8 | 2 2 10| 730000,00 0,0406

Tabela 6 - Distribuicao da contagem de UFCs para fungo (SB), colunas com dados de diluigao,

Fonte: A autora (2020).
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gota(uL), UFC/mL, média e fragdo dos seguintes grupos: controle, Luz, azul de metileno e TFD de 75

e 100 uM.

TFD. Equivalente a 75 e 100 uM de AM

LED 660nm; 70.03 mW/cm2; PIT 20 min

Data do experimento: 04/02/2020

Contagem: 05/02/2020

| olal !l pitgiesa | 90ta - =
Grupo |0 1 2(-3|-4 5 Diluicao (uL) UFC/mL Média Fragcao
65|16 |8 4 10 |16000000,0 0,81355932
SB —
cont. - [191]5 4 10 | 19000000,0 | 19666666,67 | 0,.96610169
- 1242 4 10 |24000000,0 1,22033898
SB 29|19 |3 5 10 |30000000,0 1,52542373
luz - 1235 5 10 |50000000,0 | 46666666,67 | 2:54237288
- 1246 5 10 |60000000,0 3,05084746
291710 3 10 | 2900000,0 0,14745763
SB 75
uM 46| 8 |2 3 10 | 4600000,0 | 3600000,00 |0,23389831
33| 7|1 3 10 | 3300000,0 0,16779661
SB 61121 3 10 | 6100000,0 0,31016949
PDT ——
75 57112 |4 3 10 | 5700000,0 | 5433333,33 | 0,28983051
MM
45[15]0 3 10 | 4500000,0 0,22881356
SB 23|16 |3 4 10 | 6000000,0 0,30508475
L(IJV(I) 15| 6 |3 4 10 | 6000000,0 | 7000000,00 |0,30508475
4219 |3 4 10 | 9000000,0 0,45762712
SB 5119|110 2 10 | 510000,0 0,0259322
PDT
100 73|16| 0 |0 2 10 | 730000,0 | 566666,67 |0,03711864
HM 4615|110 2 10 | 460000,0 0,02338983
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Fonte: A autora (2020).

Tabela 7 - Distribuigao da contagem de UFCs para bactéria (BHI), colunas com dados de diluigao,
gota(uL), UFC/mL, média e fragcdo dos seguintes grupos: controle, Luz, azul de metileno e TFD de
12,5 e 25 M.

TFD. Equivalente a 12,5 e 25 yM de AM

LED 660nm; 70.03 mW/cm2; PIT 20 min

Data do experimento: 04/02/2020 Contagem: 05/02/2020
Grupo 0 |-1|-2]|-3|-4|-5|Diluigio ‘-(":E")‘ UFC/mL | Média |Fragdo
| -[18lo]o]o 2 10 | 180000,00 1,3846
BHicont.| - | -|8|2]1]0 2 10 | 80000,00 | 130000,00 | 0,6154
| -[13lo]o]o 2 10 | 130000,00 1,0000
29 [o|ololo]o 0 10 | 2900,00 0,0223
B"'l";nz’s 13 [3lolololo] o 10 | 130000 | 1866,67 |0,0100
14 [o|olo]o]fo 0 10 | 1400,00 0,0108
18 |[o0|o|o|o]o 0 10 | 1800,00 0,0138
BHIPDT | 16 |2 | 0|0|0]0 0 10 | 1600,00 | 1500,00 |0,0123
125uM | 11 Jolofofo]o 0 10 | 1100,00 0,0085
39 [1]0lolo]o 1 10 | 1000,00 0,0077
BHI25uM| 41 | 5| 0|0|0]0 1 10 | 5000,00 | 3333,33 |0,0385
42 [4]olol1]0 1 10 | 4000,00 0,0308
33 |4]0|lo0]o0]o0 1 10 | 4000,00 0,0308
PD%*S'HM 2% |4]|0]0]0]o0 1 10 | 4000,00 | 3000,00 |0,0308
28 [1]0lo]o]o 1 10 | 1000,00 0,0077

Fonte: A autora (2020).
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Tabela 8 - Distribuigdo da contagem de UFCs para fungo (SB), colunas com dados de diluigao,
gota(uL), UFC/mL, média e fragcdo dos seguintes grupos: controle, Luz, azul de metileno e TFD de
12,5 e 25 uM

TFD. Equivalente a 12,5 e 25 yM de AM

LED 660nm; 70.03 mW/cm2; PIT 20 min

Data do experimento: 04/02/2020 Contagem: 05/02/2020
Grupo | 0 |-1|-2|-3|-4]| -5 |Diluigdo ‘-(":It_*)‘ UFC/mL | Média | Fragédo
T -T1el 4ol ol 2 10 | 190000,00 11176
SBeont. " o T ool o0 | 2 10 | 90000,00 | 170000,00 " 5504
1 -Tl23lo0lolol 2 10 | 230000,00 1,3529
1710000l 0 10 | 1700,00 0,0100
SB 12,5 00100
M 25010l o0lol o 10 | 2500,00 | 1966,67 | 0,0147
170000 lolo| O 10 | 1700,00 0,0100
10/0/0]o0lolo] O 10 | 1000,00 0,0059
13252?; 6]4]0]0lolo]| O 10 | 160000 | 123333 000904
14]3]0]0]olo]| O 10 | 1400,00 0,0082
211110022 1 10 | 1000,00 0,0059
sB2suM |40 | 1|2 |0l ol o 1 10 | 100000 | 1666:67 g g0s59
25030000 1 10 | 3000,00 0,0176
15/0[0]0lolo| O 10 | 1500,00 0,0088
g?“ﬁT 71o0lolololo] o 10 | 70000 | 129090 60041
174 ]1]0]0lo]| o0 10 | 1700,00 0,0100

Fonte: A autora (2020).

Observa-se que em alguns grupos, a contagem nas ultimas colunas de diluicao
€ um numero pequeno ou até mesmo “0”, mostrando significativamente que a TFD ou
o FS isolado pode ocasionar uma redugédo na carga microbioldgica da pele suina. A
tabela 9 demonstra a taxa de sobrevivéncia de unidades formadoras de colbnias, com
relagdo as meédias e desvio padrao em forma de fragdo para os diferentes grupos.

Tabela 9 - Média e desvio padrao de UFCs de todos os grupos estudados.

GRUPO MEDIA DP
BHI controle 1,00000 0,2422
Luz BHI 1,53704 0,0849
0,44444 0,1470

BHI 75 pM
0,64815 0,1697
BHI PDT 75uM

0,53704 0,0321

BHI 100 uM
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0,03963 0,0012
BHI PDT 100uM
SB controle 1,0000 0,2055
Luz SB 2,3729 0,7767
SB 75uM 0,1831 0,0452
SB PDT 75 uyM 0,2763 0,0423
SB 100 M 0,3559 0,0881
SB PDT 100 uM 0,0288 0,0073
BHI controle 1,0000 0,3846
0,0144 0,0069
BHI 12,5uM
0,0115 0,0028
BHI PDT 12,5uM
0,0256 0,0160
BHI 25uM
0,0231 0,0133
BHI PDT 25uM
SB controle 1,0000 0,4242
SB 12,5uM 0,0116 0,0027
SB PDT 12,5uM 0,0078 0,0018
SB 25uM 0,0098 0,0068
SB PDT 25uM 0,0076 0,0031

Fonte: A autora (2020).

6.3 Analise do crescimento bacteriano dos grupos Controle, Luz, AM 75 pM,
PDT 75 pM, AM 100 uM e PDT 100 uM

A figura 26 apresenta resultados da estimativa de sobrevivéncia de UFCs de
bactérias dos grupos controle e os grupos tratados com azul de metileno e PDT de 75
MM e 100 yM, tendo uma menor probabilidade de sobrevida quando comparado com
0 grupo controle, verificou-se que as séries sdo diferentes estatisticamente (p<0,05).
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Figura 26 - Analise da fracdo média do crescimento de bactérias.
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Legenda: Os dados representam a média e as barras de erro representam o desvio padrao.
Fonte: A autora (2020).

Analisando os resultados do grupo controle e grupo luz para bactéria verificou-
se que as séries sao diferentes estatisticamente o (p<0,05), mostrando que a luz tem
uma taxa de maior sobrevivéncia de UFCs em comparagdo com o grupo controle.

O grupo AM 75 pM e PDT 75 pM néo tem diferenca estatistica entre eles
(p>0,05). Na comparacéo dos grupos de AM 100 uM e PDT 100 uM, apresentou
diferenga estatistica (p<0,05), o grupo da terapia fotodinamica na concentragao de
100 pM promoveu uma redugdo estatisticamente significativa, apresentando
evidéncias de ser o mais eficaz na redu¢cado das UFCs de bactérias em comparagao
com os grupos AM 75 uM, PDT 75 uM e AM 100 pM.

6.4 Analise do crescimento fungico dos grupos Controle, Luz, AM 75 uM, PDT
75 yM, AM 100 pM e PDT 100 pM

De acordo com a figura 27 os grupos AM e PDT de 75 pM e 100 uM mostraram
resultados de sobrevivéncia das UFCs de fungo, sendo todos diferentes
estatisticamente do grupo controle o (p<0,05).
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Figura 27 - Analise da fragdo média do crescimento de fungos.
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Fonte: A autora (2020).

Analisando os resultados do grupo controle e grupo luz para o crescimento de
fungos verificou-se que as séries sdo diferentes estatisticamente o (p<0,05),
mostrando que a luz tem uma taxa de maior crescimento de UFCs em comparagao
com o grupo controle.

O grupo AM 75 pM e PDT 75 pM néo tem diferenca estatistica entre eles
(p>0,05). Ja os grupos de AM 100 uM e PDT 100 pM, tem diferenca estatistica
(p<0,05), portanto o grupo PDT 100 uM mostrou-se ser o mais eficaz na redugéo de
UFCs (p<0,05), com relagédo a contagem de fungo em comparagédo com os grupos AM
75 uM e PDT 75 pM.

6.5 Analise do crescimento bacteriano dos grupos Controle, AM 12,5 uM, PDT
12,5 uM, AM 25 uM e PDT 25 uM

Analisando os resultados do crescimento de bactérias nos grupos controle, AM
12,5 yM e PDT 12,5 uM verificou-se que as séries sao diferentes estatisticamente
(p<0,05). Mostrando evidéncias de redugdo no crescimento das UFCs em
comparagao com o grupo controle, de acordo com a figura 28.
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Figura 28 - Analise da fracdo média do crescimento de bactérias.
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Fonte: A autora (2020).

Os grupos AM 12,5 uM, PDT 12,5 uM, AM 25 uM e PDT 25 uM séao iguais

estatisticamente entre si (p>0,05), com relagao ao crescimento bacteriano das UFCs.

6.6 Analise do crescimento fungico dos grupos Controle, AM 12,5 uM, PDT 12,5
MM, AM 25 uM e PDT 25 pM

Analisando os resultados do crescimento de fungos nos grupos controle, AM
12,5 yM e PDT 12,5 pM, AM 25 uyM e PDT 25 pM verificou-se que as séries sao
diferentes estatisticamente (p<0,05). Mostrando evidéncias da redugdo no
crescimento de UFCs de fungos em comparagdo com o grupo controle, conforme na
figura 29.
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Figura 29 - Analise da fragdo média do crescimento de fungos.
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Fonte: A autora (2020).

Os grupos AM 12,5 uM, PDT 12,5 uM, AM 25 uM e PDT 25 uM séao iguais
estatisticamente (p>0,05), com relagdo ao crescimento fungico das UFCs.

Os resultados obtidos apontam que os grupos das concentracdes de 12,5 e 25
MM sao estatisticamente diferentes (p<0,05), dos grupos das concentragdes de 75 e
100 pM, sendo os grupos das concentragdes de 12,5 e 25 yM apresentaram-se uma

maior eficacia na redugao das UFCs.

6.7 Caracterizagao das amostras por OCT

Nas figuras abaixo observa-se as imagens da tomografia de coeréncia Optica
da pele dos grupos, controle, luz e AM 75 yM, PDT 75 uM, AM 100 pM, PDT 100 uM.



Figura 30 - Imagens do OCT nos grupos controle e luz.

(A) Grupos

(B) Imagem de OCT

CONTROLE

LUz

Legenda: Abaixo da primeira barreira & possivel observar o estrato cérneo (seta vermelha)

Fonte: A autora (2020).
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Figura 31 - Imagens do OCT dos grupos: AM 75 uM, PDT 75 pM, AM 100 uM e PDT 100 uM.
(A) Grupos (B) Imagem de OCT

AM 75 uM.

PDT 75 uM

AM 100 uM

PDT 100 pM

Legenda: Observa-se falhas e irregularidades (seta verde).
Fonte: A autora (2020).
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As imagens de OCT da pele do grupo controle foram comparadas com as
imagens da pele que passaram por TDF e FS isolado. Em todas as imagens observa-
se um retroespalhamento mais uniforme ao longo da profundidade do tecido, sendo
possivel observar também a formagao de uma camada de epitélio e uma uniformidade
no tecido. Estudando aimagem do grupo PDT 75 uM, pode-se observar supostamente
falhas e irregularidades na profundidade do tecido, que pode estar associada a uma
falha na estrutura da pele.

As imagens mostram que é possivel observar a camada do epitélio nos
diferentes grupos, sem alteragdo ou deformagao em comparagao com a pele do grupo
controle, uma vez que todos os fragmentos de pele observados, a intensidade do sinal
foi 0 mesmo retroespalhamento abaixo da superficie.

Em virtude das adversidades nao foi possivel realizar a OCT com os grupos
das concentragdes de azul de metileno de 12, 5 e 25 uM.

6.8 Coloracgao da pele apds o experimento
Macroscopicamente o dano estabelecido na superficie da pele foi a alteragao

da coloracao, observa-se que apos o procedimento do PDT, a pele encontrava-se em
uma coloracgao azulada (figura 24).

Figura 32 - Coloragao azulada da pele apés a experimentacgao.

Legenda: A= Fragmentos de pele em tubos falcon com solugao de PBS; B= Fragmento de pele em
coloragao azul exposta na lamina.
Fonte: A autora (2020).

Apods a analise da coloragao azulada da pele, os fragmentos foram colocados
em tubos falcon de 15 ml e ficando imersos em solugdo PBS por 48 horas e nota-se
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que apos as 48 horas houve uma diferenga na coloracéo, deixando as mesmas mais
proxima da sua cor natural. Sugere-se novos estudos na redugao da coloragao
azulada da pele ou testes com outros fotossensibilizadores ou corantes menos

pigmentantes.

Figura 33 - Coloragao da pele apds as 48 horas em solugéo de PBS.

Fonte: A autora (2020).



69

7 DISCUSSAO

Os microrganismos sao quase onipresentes, muito diversos e indispensaveis a
sobrevivéncia humana. A preparagao de meios de cultura adequados € um dos preé-
requisitos para estuda-los. Diferentes microrganismos prosperam em ambientes
diferentes, tendo uma variedade de requisitos de crescimento; como nutrientes, pH,
condi¢cdes osmoticas e temperatura (BASU et al., 2015).

O ser humano possui dois tipos de microbiota sendo elas residente e transitéria.
A residente faz parte do organismo, que se colonizam sem causar danos como
infecgdes ao hospedeiro em condi¢gdes saudaveis. Ja a transitéria ndo pertence ao
local, permanecendo por pouco tempo no organismo podendo acarretar alteragdes na
microbiota do hospedeiro, resultando em danos patologicos, como € considerando um
corpo estranho por ndo pertencer a microbiota do organismo (RODRIGUES et al.,
2019).

Em contraste com a maioria dos tecidos de doadores colhidos (por exemplo,
tecido musculoesquelético e valvulas cardiacas), o tecido da pele € inerentemente
colonizado por uma quantidade substancial de microrganismos comensais e, portanto,
nao estéreis no momento da extracdo da pele doadora. A estratégia de triagem para
aloenxertos de pele deve garantir uma auséncia total de patégenos (PRETTO et al.,
2019).

A analise estatistica de sobrevivéncia de microrganismos €& utilizada em
estudos de laboratorios para comprovar a eficacia de alguma terapia/tratamento, ou
seja, é possivel avaliar a quantidade de microrganismos sobreviventes a um
determinado tratamento e o tempo de resposta, sendo possivel assim ajustar
parametros a serem melhorados.

Em relacdo ao presente estudo, os resultados das analises de sobrevida dos
diferentes grupos com |IFDa e azul de metileno em relagcdo ao grupo controle
apresentaram valores medianos da sobrevida de UFCs menores, caracterizando uma
menor probabilidade de sobrevida de microrganismos. O grupo irradiado sé com luz
apresentou valores medianos semelhantes ao grupo controle, mantendo um padréo
parecido para fungo e bactéria.

Visto que a luz tem uma taxa de maior sobrevivéncia de UFCs em comparagao
com o grupo controle, de acordo com a literatura, a resposta fotobioldégica de um

microrganismo a exposigdo a luz monocromatica depende diretamente dos
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parametros da irradiagdo (comprimento de onda, intensidade e dose). A resposta
fotoquimica da célula é dependente do comprimento de onda utilizado. A ativagéo da
cadeia respiratdria por exposicdo a determinados comprimentos de onda de luz
monocromatica promove elevagao local do gradiente de pH, gerando fenébmeno de
gatilho para a duplicagéo da célula bacteriana (COUTINHO et al., 2007)

A capacidade da técnica da OCT em realizar imagens microscépicas de
estruturas de tecidos, explorando a curta coeréncia temporal das fontes de grande
largura de banda espectral, vao além do alcance dos microscopios opticos confocais
tradicionais, pois atingem profundidade de até 2,0 cm em tecidos transparentes. Na
pele e em outros tecidos altamente espalhadores, a técnica da OCT permite construir
imagens de pequenos vasos sanguineos e outras estruturas numa faixa de 1-2 mm
abaixo da superficie, as imagens s&o apresentadas em esquema de cores falsas para
facilitar a interpretagéo, para as imagens de cores claras correspondem a areas de
alta refletividade, ja as de cores escuras representam baixa refletividade (FREITAS,
2007).

A OCT avaliou aparentemente uma possivel irregularidade na microestrutura
do tecido, analisando as amostras dos grupos por meio das imagens tomograficas de
OCT em comparagado com o grupo controle, ndo se observou grandes alteragcdes na
estrutura da pele dos grupos experimentais.

A literatura apresenta poucos estudos voltados na area e com isso houve uma
dificuldade maior e limitagcdo no desenvolvimento da metodologia. A metodologia
utilizada mostrou ser viavel, e de baixo custo para a realizagdo, sendo que foi muito
discutida e bem detalhada em todos os passos, € de suma importancia os testes na
pele de animais para adequar os parametros e as melhores combina¢des de FS com
a fonte de luz escolhida para a IFDa, tendo em vista que se trata de um estudo escasso
na literatura.

A coloracéo da pele azulada apods o experimento € necessario mais testes para
desempenhar um melhor resultado, sugere-se mais tempo de imersao do PBS para a
pele chegar mais préximo da sua cor natural.

Os resultados obtidos sado conflitantes, pois demonstram o potencial da
inativacao fotodinamica e do azul de metileno isolado, para a descontaminagao da
pele, embora haja a necessidade de mais ensaios laboratoriais a fim de encontrar uma
concentracédo ideal do FS azul de metileno e melhores parametros de luz para

desempenhar uma maior inativagdo dos microrganismos na pele.
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Sugere-se a adigdo de novas pesquisas no sentindo de investigar diferentes
concentracbes do FS mais adequado, parametros associados a fatores de
crescimento de microrganismos, como também indicadores de morte celular para
determinar uma efetiva inativagdo dos microrganismos na pele que sera destinada a
transplante.
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8 CONCLUSAO

Foi possivel demostrar que a IFDa, e o fotossensibilizador azul de metileno
isolado, apresentou possibilidades viaveis para a exploracdo da descontaminagao da
pele, podendo ser uma ferramenta relevante para os bancos de tecido. E possivel
afirmar que, com relagéo aos objetivos estabelecidos para este estudo, foi possivel
alcancar um maior entendimento dos efeitos da IFDa para descontaminacao de pele
destinadas a transplantes.

E um estudo inovador, teve como objetivo estabelecer um modelo de protocolo
de baixo custo para investigagao de descontaminag¢ao da pele com o uso da inativagéo
fotodindmica em modelo animal. A metodologia foi bem definida e detalhada, sendo
possivel a repeticdo de mais testes, e foi alcangado objetivo de estabelecer um modelo
de procedimento operacional padréao para a realizacdo de descontaminacéo da pele.
No entanto, os resultados sdo promissores € um aumento nas amostras e testes
complementares permitem expandir a analise em busca de evidéncias cientificas e

resultados mais contundentes.
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