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AVALIACAO DA CURCUMINA NA TERAPIA FOTODINAMICA SOBRE BIOFILME
DE Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA — ESTUDO in vitro

Resumo

O aumento do numero de bactérias multirresistentes aos antibioticos em ambientes
de prestacdo de servigcos a saude vem se tornando um problema global de saude
publica. Os biofilmes séo estruturas que conferem as bactérias uma maior resisténcia
antimicrobiana. Por isso, os estudos com biofilmes bacterianos tornaram-se objeto de
extrema relevancia, uma vez que essas estruturas reduzem a penetracdo dos
antibiéticos, comprometendo a resposta imunologica do hospedeiro. A terapia
fotodindmica (TFD) é um tratamento que que combina a luz, uma substancia
fotossensivel (FS) e o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio,
levando a morte celular, surge como uma alternativa na inativacdo desses
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar, em estudo in vitro, a acao
antimicrobiana da TFD, mediada pela curcumina (Curcuma Longa), em biofilme de
cepa Staphylococcus aureus, resistentes a Meticilina (MRSA). Os grupos
experimentais foram divididos em Controle, Controle Escuro, Fotossensibilizador (FS),
Irradiado (claro), TFD. Os grupos FS e TFD foram incubados com curcumina durante
20 minutos. Em seguida, o grupo TFD foi irradiado utilizando dispositivo de LED em
450 nm, com irradiancia de 110 mW/cm? e fluéncia de 50 J/cm?. Foram avaliadas a
internalizacdo do FS por microscopia confocal, as unidades formadoras de col6nia
(UFC), a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), o metabolismo bacteriano
por meio do Resazurin, a estrutura do biofilme por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), antes e apés a PDT. Os resultados demonstraram que a TFD mediada pela
curcumina foi capaz de reduzir o crescimento de biofilme de cepa MRSA, alterar a
atividade metabdlica e aumentar a producdo de ERO. Pela microscopia confocal foi
observada a presenca da curcumina no biofilme e o MEV demonstrou que a estrutura
do biofilme foi alterada ap6s TFD. O estudo mostrou que a TFD é capaz de reduzir o
crescimento do biofilme de cepa MRSA, evidenciando a eficacia da curcumina como
FS a ser utilizado na TFD.

Palavras-chave: terapia fotodinamica antimicrobiana. staphylococcus aureus.

biofilme. curcumina.



EVALUATION OF CURCUMIN IN PHOTODYNAMIC THERAPY ON METICILLIN-
RESISTANT Staphylococcus aureus BIOFILM —in vitro STUDY

Abstract

The increase in the number of multi-antibiotic-resistant bacteria in healthcare delivery
settings is becoming a global public health problem. Biofilms are structures that give
bacteria greater antimicrobial resistance. Therefore, studies with bacterial biofilms
have become an extremely relevant object, since these structures reduce the
penetration of antibiotics, compromising the host's immune response. Photodynamic
therapy (PDT) is a treatment that combines light, a photosensitive drug (FS) and
molecular oxygen, generating reactive oxygen species (ROS), leading to cell death,
appears as an alternative in inactivating these microorganisms. The objective of this
work was to evaluate, in an in vitro study, the antimicrobial action of PDT, mediated by
curcumin (Curcuma Longa), in biofilm of the Staphylococcus aureus strain, resistant to
Methicillin (MRSA). The experimental groups were divided into Control, Dark Control,
Photosensitizer (FS), Irradiated (light), PDT. The FS and PDT groups were incubated
with curcumin for 20 minutes. Then, the PDT group was irradiated using a LED device
at 450 nm, with an irradiance of 110 mW/cm? and a fluence of 50 J/cm? The
internalization of PS by confocal microscopy, the colony forming units (CFU), formation
of reactive oxygen species (ROS), bacterial metabolism by means of Resazurin,
biofilm structure by scanning electron microscopy (SEM) before and after PDT were
evaluated. The results demonstrated that curcumin-mediated PDT was able to reduce
MRSA strain biofilm growth, alter metabolic activity and increase ROS production. By
confocal microscopy the presence of curcumin in the biofilm was observed and the
SEM showed that the biofilm structure was altered after PDT. The study showed that
PDT is able to reduce the growth of the MRSA strain biofilm, evidencing the
effectiveness of curcumin as a PS to be used in PDT.

Key words: antimicrobial photodynamic therapy. staphylococcus aureus. biofilm.
curcumin.
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1 INTRODUCAO

As infeccGes em ambientes hospitalares tornaram-se um relevante problema
de saude, visto que anualmente atingem 1,5 milhGes de pessoas no mundo, com a
estimativa para paises em desenvolvimento, como o Brasil, a ocorréncia de 10 casos
de infeccdo em cada 100 pacientes hospitalizados, ocasionando a prorrogacdo do
periodo de internacéo, o0 aumento dos custos e até o 6bito do paciente (GIROTI et al.,
2018).

No Brasil, entre 10% a 15% dos pacientes hospitalizados sdo acometidos pelas
Infeccdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS). Com base no periodo de
internacdo essa porcentagem pode crescer na média de 5 a 10 dias, além disso,
segundo o European Center for Disease Prevention and Control (2016), estima-se que
8% dos pacientes que permanecem em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) por
mais de dois dias adquirem pelo menos uma IRAS (SANTOS et al., 2018).

Segundo Costa (2019), as cepas da bactéria Staphylococcus aureus tém sido
consideradas a principal causa de infeccdo em ambiente hospitalar da América Latina,
principalmente em UTI. S&o extremamente perigosas devido a sua rapida e forte
disseminacédo a nivel global e pela sua facilidade em desenvolver resisténcia aos
antibioticos. No momento em que essa bactéria adquire resisténcia a meticilina, um
farmaco antimicrobiano, recebe a classificacdo Methicillin resistant Staphylococcus
Aureus (MRSA) (MENEGUIN; TORRES; POLLO, 2020).

Devido ao fato de ser considerado um dos principais agentes patogénicos, S.
aureus se destaca pelo seu grande potencial de interacdo, adaptacao e aquisicdo de
genes de viruléncia e sua capacidade de formacdo de biofilme, responsaveis pelo
aumento de sua patogenicidade e pelas diversas enfermidades que pode
desencadear ao homem, transformando-o em um notoério problema de saude publica
(PAHARIK; HORSWILL, 2016; MOORMEIER; BAYLES, 2017; MOHAMMED et al.,
2018; FREITAS et al., 2021).

O biofilme é uma estrutura que confere uma maior resisténcia bacteriana aos
tratamentos antimicrobianos e as defesas do hospedeiro, essa caracteristica se deve
pela presenca da matriz de polimeros extracelular que envolve as bactérias,
exercendo a funcdo de barreira difusora resultando na reducao da penetracado dos
antibioticos no meio intracelular do alvo e o processo de fagocitose realizado pelo
hospedeiro (PAHARIK; HORSWILL, 2016; KOMMEREIN et al., 2018).
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Os tratamentos atuais para as infec¢fes causadas por biofilmes bacterianos
sdo baseados no uso de antibidticos que segundo Saxena et al. (2019) podem
desencadear efeitos toxicos, além disso, as bactérias em agregados de biofilme
possuem uma maior resisténcia aos farmacos convencionais tornando a
antibioticoterapia ineficaz (CRAFT et al., 2019; GUO et al., 2020).

Desta forma, o uso da Terapia Fotodinamica (TFD) vem ganhando cada vez
mais destaque, considerada uma promissora terapia antimicrobiana alternativa capaz
de prevenir 0 avancgo das cepas multirresistentes. A terapia consiste na aplicagcdo em
conjunto de uma molécula fotossensivel, denominada fotossensibilizador (FS), luz em
comprimento de onda adequado e 0 oxigénio molecular presente no meio, gerando
espécies reativas de oxigénio (ERO) capazes de degradar a célula alvo (MROZ et al.,
2011).

A inativacao fotodindmica apresenta como vantagens o amplo espectro de
acao, agindo em bactérias, fungos, virus e protozodrios; alta eficacia sobre as cepas
microbianas resistentes aos antibiéticos; uso de protocolos que geram a reducdo
microbiana com baixo dano ao tecido do hospedeiro; improvavel desenvolvimento de
cepas fotorresistentes mesmo apOs tratamentos repetidos; a aplicacdo de
formulac6es que agem em local especifico com liberacdo controlada do FS e a
utilizacdo de uma fonte de luz de baixo custo (HAMBLIN; HASAN., 2004; JORI et al.,
2006; SANTOS, 2019).

Os compostos provenientes das plantas medicinais tém sido utilizados para o
tratamento de diversas doencas, devido a sua facil disponibilidade, baixo custo e
menores efeitos colaterais. Essas substancias sdo fontes de inspiracdo para o
desenvolvimento de 35% dos medicamentos disponiveis no mercado. Entre as plantas
medicinais, destaca-se a curcuma por possuir atividade farmacoldgica relevante como
acao antibacteriana (ANITHA et al., 2015; ELAVARASU et al., 2016; MONDAL et al.,
2016; NELSON et al., 2017; CALIXTO, 2019).

Desta forma, a proposta deste estudo foi de utilizar um composto natural, a
curcumina, presente na planta circuma, por apresentar um baixo custo e comprovada
acao antibacteriana em associacao a TFD, que pode ser capaz de potencializar esse
efeito para ser empregado como técnica terapéutica alternativa para o tratamento das

infecgdes geradas por cepa MRSA, visto a ineficacia da antibioticoterapia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a eficacia antibiofiime da TFD, com o uso da curcumina como

fotossensibilizador, em biofilme de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar a internalizacdo do fotossensibilizador por meio de Microscopia Confocal;

2. Realizar a contagem de unidades formadoras de colbnias para avaliar a morte do
microrganismo;

3. Analisar a estrutura do biofilme ap6s aplicacao da terapia por meio de Microscopia
Eletrénica de Varredura;

4. Avaliar a atividade metabolica com Rezasurin;

Quantificar a producéo de espécies reativas de oxigénio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS)

Atualmente € notavel o aumento nos casos de infec¢cdes hospitalares,
expressao que se encontra substituida pela terminologia Infec¢cdes Relacionadas a
Assisténcia em Saude (IRAS), que se caracteriza como patologias contraidas pelo
paciente em até 72 horas apds sua admissao em uma unidade de saude (BARROS
et al., 2016).

A elevada quantidade de individuos adoecidos em &reas hospitalares
transforma-a em um relevante reservatério de microrganismo patogénicos, uma vez
que abriga um grande numero de pessoas imunocomprometidas, susceptiveis a
infeccdes, possibilitando que até os microrganismos da microbiota normal apresentem
riscos aos pacientes em internacdo (MORAES; RAU, 2016; SANTOS, 2018; SILVA,
2018).

O risco de adquirir uma IRAS esta associado a alguns fatores como a gravidade
do quadro clinico, condicdo nutricional, procedimentos médicos, tempo de internacao,
entre outros. As IRAS representam-se como a principal causa de morbidade e
mortalidade e vem apresentando um aumento continuo em razéo da diminuicdo da
eficacia do tratamento atual, realizado com antibi6ticos, em concomitancia ao
crescimento da resisténcia bacteriana (COSTA; JUNIOR, 2017).

Segundo Padoveze e Fortaleza (2014) e Watanabe et al. (2015), as IRAS sao
classificadas de acordo com sua origem, sendo enddgena quando causadas pela
colonizacdo de microrganismos da pele e mucosa do préprio paciente, que devido a
algumas condicdes clinicas, como a imunidade baixa, favorecem infeccdo, ou
exdégena, provocada por microrganismos provenientes de outros pacientes,
profissionais da saude, equipamentos e/ou ambientes contaminados.

Em conformidade com Santos (2018), os microrganismos podem ser
transmitidos mediante ao contato direto ou indireto, goticulas ou aerossoéis. Na
transmissao direta ocorre a transferéncia de agentes infecciosos de um individuo para
o outro por meio da disperséo de goticulas ao espirrar, tossir, cuspir, falar ou cantar,
e pelo contato direto (OPAS, 2010). Ja& na propagacdo por contato indireto, a
transmissdo ocorre pelo contato de individuos com objetos contaminados
(WATANABE et al., 2015).
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Na transmissao por goticulas, o agente infeccioso € transferido das secrecdes
contidas na orofaringe de uma pessoa infectada para outra, por meio de goticulas
respiratérias geradas quando o individuo tosse, espirra, fala ou até mesmo durante a
realizacdo de procedimentos como aspiracdo, intubagcdo traqueal e ressuscitacao
cardiopulmonar (SILVA et al., 2014).

Ja na transmissao por aerossois ocorre a dispersao de particulas contendo
microrganismos patogénicos, que podem percorrer uma extensa distancia, por meio
de correntes de ar que ocasionam a disseminacao dos agentes infecciosos, podendo
ser inalados por individuos vulneraveis gerando a infec¢cdo (GARNICA, 2016).

De acordo com Souza (2014), os sitios de infeccdes hospitalares mais atingidos
sdo o trato urinario, feridas cirargicas, trato respiratério e a corrente sanguinea,
possuindo como agentes causadores 0s virus, fungos, protozoarios e principalmente
as bactérias.

Algumas bactérias compfem a microbiota natural do ser humano e em
condi¢cdes adequadas de imunidade e homeostase n&o oferecem risco, entretanto,
guando em condi¢fes inadequadas podem gerar uma infeccao. Apesar do organismo
conter mecanismos de defesa como a pele, mucosa e o sistema imunolégico, quando
a colonizacao de bactérias se instala ocorre a invasdo para camadas de tecidos mais
profundos até a corrente sanguinea. Uma vez no tecido, as bactérias utilizam as
células do hospedeiro como nutriente para se multiplicar e produzem toxinas que sao
transportadas pelo sangue desencadeando os efeitos sistémicos das infeccdes
bacterianas como a diarreia, febre e o choque (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004,
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Em resposta a uma infeccdo pode desencadear-se um quadro clinico
denominado sepse, ou infeccdo generalizada, que se caracteriza como uma
inflamacgéo sistémica com o potencial de ocasionar a faléncia de mdultiplos érgéos,
sendo uma das principais causas de 6bito em UTI. A sepse de origem bacteriana
detém a maior prevaléncia em pacientes hospitalizados, visto que esses
microrganismos possuem uma expressiva capacidade de disseminacao com diversos
mecanismos de infeccdo e uma grande aquisicdo de resisténcia (CDC, 2014; ILAS,
2018).

De acordo com a Associacdo Nacional de Biosseguranga (ANBIo), no Brasil, 0
numero de mortes provenientes de infeccoes em ambientes hospitalares excede 100

mil casos anuais, onde em alguns estados a taxa de mortalidade atinge 70%. Estima-
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se que cerca de 400 mil novos casos sejam diagnosticados anualmente e leve a
morte 240 mil pacientes nas UTI, ultrapassando o numero de vitimas de alguns
canceres e do infarto agudo do miocéardio. Além disso, a cada segundo um paciente
morre de sepse e anualmente 30 milhdes de individuos no mundo sdo afetados
(MACHADO et al., 2017; CECCONI et al., 2018; ANDRE, 2019).

Dentre o grupo das bactérias, as que lideram o ranking de resisténcia em UTI
sdo as espécies Staphylococcus, Acinetobacter ssp, Enterococcus spp, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (LIU et al., 2015; ANVISA, 2017).

O desenvolvimento de IRAS em pacientes criticos representa cerca de 20% de
todas as infeccbes de pessoas hospitalizadas, 15% das infec¢cbes primarias de
corrente sanguinea e meio milhdo de casos anuais nas UTI. Na ultima década,
Staphylococcus aureus apresentou grande destaque, sendo a cepa resistente a
meticilina responsavel por 40 a 60% dos casos de IRAS, emergindo desta forma como
um importante patdégeno associado as infeccOes de feridas operatérias, derme,
corrente sanguinea e sepse e assumindo posi¢cado entre as principais causas de
morbimortalidade elevando os indices de complicacdes relacionada a saude,
principalmente em paises em desenvolvimento (CATAO, 2013; MARTINS et al., 2013;
GUIMARAES; HORACIO; TERRA, 2017; MENEGUIN; TORRES; POLLO, 2020).

3.2 Infecg¢des por Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus constitui-se de cerca de 30 espécies, sendo possivel
identificar e isolar 17 delas em amostras biolégicas humana, na qual as mais
comumente encontradas sao Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus e Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 2007; BARRETO; PICOLI,
2008).

S. aureus € uma bactéria de formato esférico pertencente ao grupo dos gram-
positivos, geralmente encontram-se agrupados em cocos semelhantes a cachos de
uva, com colbnias de coloracdo amarelo-dourada, sendo essa pigmentacao
antioxidante capaz de protegé-la do efeito antimicrobiano da luz solar. Sé&o
encontrados na pele, glandulas e na mucosa de animais de sangue quente, podendo
estar frequentemente presente em ambiente circulatorio humano e nos individuos, que
se caracterizam como seu principal reservatorio (SANTOS et al., 2007; SILVA et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2019).
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Por mais que S. aureus seja uma bactéria integrante da microbiota normal do
organismo, quando ocorre a quebra da barreira cutanea ou a diminuicdo da imunidade
a mesma pode ocasionar desde infec¢gdes mais simples, como espinhas, furiinculos e
celulites, até infecgcbes mais severas como pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque téxico, septicemia e morte (FREITAS et al., 2021).

S. aureus possui uma grande propensao para ocasionar infeccbes como a
septicemia, que se configura como uma das 10 principais causas de morte mundial.
Essas infecgcbes geram o desenvolvimento de lesdes e abcessos em diferentes
tecidos, fato que se associa a faléncia multipla dos o6rgaos, afetando o sistema
respiratorio, cardiovascular, hepatico, renal, neurolégico e levando a 6bito (HAWIGER,;
VEAC; ZIENKIEWICZ, 2015; BERGIN et al., 2017; OTTO, 2017; NAPOLITANO,
2018).

Devido ao fato de ser considerado um dos principais agentes patogénicos, S.
aureus se destaca pelo seu grande potencial de interacdo, adaptacao e aquisicdo de
genes, responsaveis pelo aumento de sua patogenicidade e pelas diversas
enfermidades que pode causar ao homem, transformando-o em um grande problema
de saude publica (FREITAS et al., 2021).

A patogenicidade apresentada pela bactéria S. aureus esti associada a uma
série de fatores como a acao de enzimas, toxinas, adesinas e imunomoduladores, a
presenca de capsula na parede celular, que eleva seu potencial de invasdo aos
tecidos e a expressdo de proteinas de superficie interligadas ao peptidoglicano
(OLIVEIRA et al., 2019).

As proteinas de superficie interligadas ao peptidoglicano conferem a bactéria a
capacidade de identificar as estruturas da matriz celular e do plasma, secretar
exoproteinas, enzimas e exotoxinas, as quais as lipases, proteases, nucleases,
colagenase, catalase e hialuronidase ocasionam a destruicdo celular e a
disseminagcdo da bactéria. Ressalta-se que as proteinas e toxinas secretadas sao
capazes de bloquear a quimiotaxia e destruir as células fagociticas influenciando na
resposta inflamatoria do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2019).

Além disso, a enzima coagulase secretada por esse patdégeno, coagula o
fibrinogénio do sangue que ao ser encaminhado ao figado sera convertido em fibrina
resultando na formacédo de um coagulo sanguineo e na sua deposi¢cdo na parede
bacteriana conferindo a bactéria uma espécie de capa antifagocitica (OLIVEIRA et al.,
2019).
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O género Staphylococcus apresenta a capacidade de se ligar as superficies
formando estruturas rigidas, conhecidas como biofilme, fator responsavel por uma
maior patogenicidade com aumento da complexidade das infeccbes e menor
susceptibilidade das bactérias aos antimicrobianos, colaborando desta maneira na
manutencdo das infec¢des crbénicas (PAHARIK; HORSWILL, 2016; MOORMEIER,;
BAYLES, 2017; MOHAMMED et al., 2018).

3.3 Caracterizacao de biofilme

Algumas células bacterianas apresentam a capacidade de produzir uma matriz
de polimeros extracelular constituida de polissacarideos, proteinas e &cidos nucleicos.
Essa estrutura denomina-se biofilme e confere as bactérias uma vantagem adaptativa
devido ao fato de protegé-las contra as agressdes do meio exterior como a
desidratacdo; ataques do sistema imune do hospedeiro e resisténcia a substancias
antimicrobianas, além de possibilitar um aumento da adesao em superficies (FLACH,;
KARNOPP; CORCAO, 2005; SILVA, 2019).

Desta maneira o biofiime compreende a uma comunidade composta de
diversas espécies de microrganismos revestidos por uma camada heterogénea de
matriz extracelular e que se desenvolvem aderidos a uma superficie biética ou abiotica
como cateteres, sondas, proteses, entre outros dispositivos de ambiente hospitalar,
tecidos vivos, tubulacdes de sistema de agua industrial e na agua potavel (FLACH;
KARNOPP; CORCAO, 2005; MENOITA, et al., 2012; HENRIQUES; VASCONCELOS;
CERCA, 2013; SCHIESARI-JUNIOR, et al., 2015).

A formacdo de um biofilme ocorre por meio de um estimulo que pode ser
desencadeado em resposta a escassez de nutrientes no meio onde as cepas estao
inseridas, reacao a sinais do hospedeiro e a exposi¢cdo a minimas concentracdes de
substancias antibiéticas (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018; SATO et al., 2018). O
inicio da formacéo e producéo da matriz de polimeros extracelular ocorre por meio de
um mecanismo de comunicacdo, denominado de quorum sensing, no qual as
bactérias sdo capazes de produzir moléculas reconhecendo-as e gerando uma
resposta por meio da ativacdo de genes especificos fazendo-as agir de forma
coordenada (LI; TIAN, 2016; NICOL et al., 2018).

O processo de desenvolvimento de um biofilme é complexo, ordenado e

coordenado e abrange a producdo de uma pelicula aderida e a colonizagéo realizada
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por colonizadores primarios e secundarios. Os primarios agregam entre si por
reconhecimento e servem de fixacdo para outras bactérias para a posterior sintese de
matriz de polissacarideos extracelular (KOMMEREIN et al., 2018).

Durante a formacdo do biofilme, ocorre dois tipos de adesdo, a reversivel
originada da fraca interacao inicial da bactéria com o substrato por meio das forcas de
atracdo de Van der Waals, forcas eletrostaticas e forcas de interagdes hidrofébicas. E
a adesao irreversivel, que resulta do ancoramento de apéndices da bactéria como pili
e as proteinas adesinas e da producao de substancias poliméricas extracelulares que
fortalecem a fixacdo das células na superficie por meio das intera¢des dipolo-dipolo,
pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, ligacbes covalentes e ibnicas
(OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010; KOMMEREIN et al., 2018).

A adesdo irreversivel depende de fatores como a espécie bacteriana,
densidade e duracdo da exposicdo, sendo necessario para sua remocao o0 uso de
forca mecanica ou quimica com a aplicacdo de enzimas, detergentes, surfactantes,
sanitizantes ou calor (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010; KOMMEREIN et al.,
2018).

A velocidade de formacéo inicial de um biofilme sofre influéncia de diversos
fatores como a concentracdo de moléculas organicas presente no meio aquoso e que
entram em contato com a superficie sdlida, a afinidade das moléculas com a
superficie de suporte e com as condi¢des hidrodinamicas do meio liquido, no qual o
caréter hidrofobico é o principal fator associado a fixagéo a superficie (OTTO, 2018).

Considera-se que o biofilme atingiu sua maturidade, principalmente, pelo
aumento da densidade populacional e pela expressiva producdo e deposicdo de
polimeros extracelulares que ocasionam o0 crescimento da espessura do biofilme
(OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010).

De acordo com Otto (2018) e Silva (2019), durante sua formacao o biofilme
passa por importantes etapas de desenvolvimento, iniciando com a adesao que
compreende a fixag&o das células bacterianas livres a uma superficie. Apos a adeséo,
as células comecam a etapa, de proliferacdo e maturacdo, onde ocorre a aderéncia
de outras células e a secrecao de moléculas poliméricas para formacdo da matriz, em
seguida ocorre o descolamento do biofilme, ocasionado principalmente, pela acao de
enzimas como as nucleases e proteases que quebram as ligacbes da matriz
polimérica gerando como consequéncia a liberacao das células para 0 meio aquoso.

Esse processo encontra-se ilustrado na figura 1.
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Figura 1 - Etapas fundamentais da formac¢&o de um biofilme bacteriano
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Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2016).

Os microrganismos relacionados a infeccdes por biofilmes apresentam um
comportamento fisioldgico diferente em relacéo a taxa de crescimento e a capacidade
de resisténcia a agentes antimicrobianos, ressalta-se que os biofilmes expressam
papel fundamental no desenvolvimento de doencas infecciosas podendo se
estabelecer em qualquer parte do corpo e sobreviver a tratamentos com altas doses
de antibi6ticos e quando bem estabelecidos conseguem ocasionar danos em locais
diferentes devido ao rompimento de seus fragmentos contendo células bacterianas
produtoras de endotoxinas, além de invadirem o sistema imunolégico causando uma
resposta inflamatdria e propiciando sitios de replicacdo de cepas resistentes a
antibiéticos (WROBLEWSKA; STRUZYCKA; MIERZWINSKA-NASTALSKA, 2015;
NASCIMENTO et al., 2016).

3.4 Tratamento convencional de infec¢cdes por S. aureus

No inicio da década de 1930, ocorreu a implementacédo da antibioticoterapia
contra as infecgcbes causada por S. aureus, com o0 uso da sulfanilamida, que
supostamente ditava o fim das doencas infecciosas. No entanto no final desta década
as primeiras cepas de S. aureus resistentes aquele quimioterapico emergiram
(SANTOS et al., 2007).

Ja em 1943, com a introducdo da penicilina para uso clinico, S. aureus

desenvolveu resisténcia a esse betalactamico por meio da produgcéo de
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betalactamase, denominada penicilinase, capaz de hidrolisar o anel betalactamico da
penicilina inativando-a. A resisténcia frente ao quimioterapico, em 1959, alcancava
80% das cepas, abrangendo tanto a amoxicilina como a ampicilina (TAVARES, 2002;
MAMISUKA, 2005).

Mediante ao problema de resisténcia a penicilina, desenvolveu-se uma nova
classe de antimicrobianos, provenientes de penicilinas resistentes as betalactamases,
denominada de oxacilina e meticilina, em seguida surgiram as cefalosporinas
(SANTOS et al., 2007; KLEIN; GOULART, 2008).

No entanto, no inicio da década de 1970, manifestaram-se cepas de S. aureus
resistentes a meticilina, identificadas pela sigla MRSA, apresentando também
resisténcia a outros betalactamicos como as cefalosporinas. As cepas se
disseminaram em ambientes hospitalares, restringindo a antibioticoterapia aos
glicopeptideos vancomicina e teicoplanina (SANTOS et al., 2007).

A vancomicina se tornou o farmaco utilizado no combate das infecces
causadas pelas cepas MRSA, contudo detém reacbes adversas como o efeito
nefrotoxico e em 1997, no Japdo, surgiram as primeiras cepas resistentes a esse
farmaco (SRINIVASAN; DICK; PERL, 2002; VELAZQUEZ-MEZA, 2005; MACHADO,
2005).

Atualmente o tratamento para as infec¢cdes por cepas de S. aureus ainda é
realizado com o uso de antibiéticos, em especial os pertencentes a classe dos [B-
Lactdmicos como as penicilinas. Contudo as cepas MRSA e as resistentes a
vancomicina, antibiotico alternativo para tratar as infec¢cdes de MRSA, continua sendo
um desafio para os profissionais da area da saude, em razdo da ineficacia da
antibioticoterapia, gerando urgéncia na busca pelo desenvolvimento de novas terapias
e farmacos para o controle desta bactéria (NABER, 2009; KURLENDA; GRINHOLC,
2012; GARDETE; TOMASZ, 2014; PANESSO et al., 2015).

3.5 0 uso de antibi6ticos e a resisténcia bacteriana

O atual aumento do niumero de bactérias multirresistentes nos ambientes de
prestacdo de servicos de saude é reconhecido como um problema global de saude
publica e associa-se a resisténcia antimicrobiana, que se tornou um fendmeno natural

ao longo dos anos que pode ser agravada pelo uso inadequado de antibidticos
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resultando na limitacdo das opcfes de tratamento e elevando os custos hospitalares
e o risco de morte (OMS, 2018).

De acordo com Vasconcelos et al. (2015), classifica-se como antibiéticos os
medicamentos que possuem o intuito de inibir, cessar e/ou ocasionar a morte de
microrganismos, contudo o uso inadequado dessa classe de farmaco auxilia na
propagacao da resisténcia aos mesmos.

Esses agentes antimicrobianos possuem diferentes agbes e alvos celulares,
podendo gerar desde a inativacdo de enzimas que atuam na sintese de substancias
essenciais, como as que compde a parede celular, como agir modificando a
permeabilidade plasmatica ou até mesmo impedir processos de replicacdo e reparo
do material genético. Desta forma esses mecanismos de acdo inibe a sintese da
parede celular, sintese ou dano da membrana citoplasmatica, sintese proteica dos
ribossomos, altera a sintese dos acidos nucléicos e o metabolismo celular (DAVIES;
DAVIES, 2010; BAPTISTA, 2013).

A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos ocasionou um aumento
na ocorréncia de doencas infecciosas com consequéncias clinicas e econdmicas que
culminam na elevacédo da morbidade e mortalidade. Esse fenbmeno natural agrava-
se, principalmente, pela pressao seletiva imposta pelo uso excessivo de antibiéticos,
gue é considerado um dos principais fatores contribuintes para a resisténcia
microbiana (LOUREIRO et al., 2016).

Essa resisténcia pode ser decorrente tanto de um aspecto intrinseco que
algumas espécies apresentam em resistir a acdo de um antibiético devido a uma
caracteristica estrutural e/ou funcional, quanto pode ser adquirida por meio de
mutacdes no processo de replicacdo celular ou pela acédo de agentes mutagénicos
como radiacdes ionizantes e ndo ionizantes e a acdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Aléem de poder desenvolver-se pela aquisicdo de material genético exdgeno,
contendo genes de resisténcia, pode ser adquirido pelos mecanismos de transferéncia
génica horizontal como a conjugacao bacteriana, a transformacdo e a transducao
(COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017).

As células bacterianas apresentam cinco mecanismos principais relacionados a
resisténcia aos antibioticos, sendo eles:
1. O mecanismo enzimatico responsavel em inativar ou degradar o antibiotico pela
acao de enzimas que realizam reacdes de hidrolise, de transferéncia de grupos

quimicos ou pelo processo de oxirredugdo (COSTA, 2016).



23

2. Areducao da permeabilidade da membrana celular, dificultando a penetracéo e o
acumulo intracelular do farmaco (BAPTISTA, 2013; LOUREIRO et al., 2016).

3. A presenca de bombas de efluxo que removem o antibidtico para o meio
extracelular mantendo as concentragbes intracelulares baixas (DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008).

4. A alteracdo das moléculas alvo dos antibiéticos, afetando a ligacdo dos farmacos,
sua ac¢do e a producdo de moléculas alvo alternativas para mascarar os originais,
defendendo-as da acéo dos farmacos, sendo esse o mecanismo utilizado por S.
aureus contra a meticilina (LOUREIRO et al., 2016).

5. A formacéo de biofilme que protege as células bacterianas da acao de multiplos
agentes antimicrobianos (KUMA; VARELA, 2013).

De acordo com Fisman et al., (2014), considera-se como microrganismo resistente
guando o0 mesmo apresenta resisténcia simultanea a diversos antimicrobianos.

Em relacdo ao crescimento da resisténcia bacteriana, em 2014, o governo
britdnico publicou o Review on Antimicrobial Resistance, que ressalta a alta
mortalidade das infecc¢des resistentes, responsaveis pela morte anual de cerca de 50
mil pessoas na Europa e nos Estados Unidos e 100 mil mortes por ano ao redor do
mundo. Além disso, segundo o trabalho, estima-se que em 2050, os 6bitos por essas
infeccbes atinjam 10 milhdes de individuos a cada ano, ultrapassando o numero de

mortes causadas pelo cancer, como demonstrado na figura 2 (O’NEILL, 2014).

Figura 2 - Numero de mortes ocasionadas pelas infecgcbes geradas por microrganismos
resistentes, identificado pela sigla AMR, em comparacdo com as maiores causas de 6bito.
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Além do efeito gerado pela mortalidade, o impacto econémico ao sistema de
salude associado a diminuicdo da capacidade produtiva pode chegar a 1,5 bilhdes de
euros anualmente no mundo. De acordo a OMS, se o0 cenario de resisténcia
microbiana aos antimicrobianos ndo se alterar, os danos a economia seréo
catastroficos, com uma estimativa de que até 2030 aproximadamente 24 milhdes de
pessoas podem ser forgadas a pobreza extrema (O’NEILL, 2016; WHO, 2019).

Em conformidade com o Word Economic Forum (WEF), estima-se que em 2050
as mortes decorrentes de infeccbes por bactérias resistentes ocasionardo um
expressivo dano a economia mundial, levando a retragdo do PIB em até 3% e um
gasto acumulado de 100 trilhdes de dolares para os préoximos 35 anos. Sendo 0s
paises de economias emergentes, como o Brasil, 0s que apresentardo o maior risco
de mortalidade (O'NEILL, 2015; JORGENSEN, 2016).

Segundo o Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade em Servigo de
Saude n° 17, os principais microrganismos notificados como causadores de infeccdes
primarias de corrente sanguinea (IPCLS) em pacientes de UTI, sdo as bactérias
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN), Klebsiella pneumoniae e S. aureus
(figura 3). Dentre as bactérias resistentes, demonstra-se na figura 4, os fenotipos mais
notificados, sendo eles o SCoN, resistente a oxaciclina, S. aureus, resistente a
oxaciclina, e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina os mais frequentes
(ANVISA, 2017).

Figura 3 - DistribuicAo em porcentagem dos microrganismos notificados como agentes
etiolégicos de IPCLS em pacientes de UTI, Brasil.
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Figura 4 - Porcentagem de fendtipos resistentes mais notificados como agentes etioldgicos
de IPCSL em paciente de UTI, Brasil
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Fonte: GVIMS/GGTES/ANVISA, 2017.

Em razéo do continuo crescimento do nimero de microrganismos resistentes
as atuais classes de antibioticos, desencadeou-se a busca por métodos alternativos
para tratar essas infec¢des, dos quais destaca-se a terapia fotodindmica, uma técnica
terapéutica imensamente estudada para a inativacdo de diversos microrganismos
como as bactérias (HAMBLIN, 2016; KHARKWAL et al., 2011; WAINWRIGHT, 2012).

3.6 O uso daluz como terapia alternativa para resisténcia bacteriana

Ha muitos séculos os povos gregos, chineses, egipcios e indianos utilizavam a
luz como técnica terapéutica para tratar diversas enfermidades, devido seu
conhecimento acerca das propriedades curativas da luz. Um dos primeiros registros
do seu uso para essa finalidade vem da Grécia a aproximadamente 3000 anos atras
(MUNIZ, 2018; CAFACE, 2020).

Como descrito anteriormente o uso da luz com finalidades terapéuticas é
datado desde a antiguidade, entretanto foi em meados do século XX que sua
aplicagdo comecou a ser pesquisada, apresentando como marco inicial o trabalho de
Oscar Raab e Herman Von Tappeiner que observaram a morte do protozoario,
Paramecium caudatum, quando exposto a luz na presenca da acridina, sendo essa
descoberta o gatilho para o desenvolvimento do termo “agédo fotodindmica” por
Tappeiner, em 1903 (FREITAS, 2018).

Atualmente, o emprego da luz é bastante amplo fazendo-se presente nas mais

diferenciadas areas, desde uma simples sinalizacdo de transito, como o semaforo, até
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sua aplicacéo na pratica clinica, como no diagndéstico dos pacientes e na realizacéo
cirurgias, tendo seu uso crescendo cada vez mais com sua aplicacéo no intervalo de
luz visivel no intuito da inativacdo fotodindmica em concomitdncia a um agente
fotossensibilizador (PERUSSI, 2007; SILVA, 2017; MUNIZ, 2018; CAFACE, 2020).

3.6.1 Terapia Fotodinamica (TFD)

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica terapéutica baseada na interacéo
de trés fatores, sendo eles a luz, em comprimento de onda adequado, uma substancia
fotossensivel ndo toxica, denominada fotossensibilizador (FS) e a presenca de
moléculas de oxigénio que culminam em uma reacdo gerando as Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO) ou a transferéncia de elétrons do FS para célula alvo levando a
morte celular por dano oxidativo (DAI et al., 2009; MROZ et al., 2011).

Segundo Lim et al. (2012), esses fatores devem agir somente em conjunto,
visto que quando isolados a luz ou o FS n&o podem apresentar efeito deletério aos
substratos organicos.

3.6.2 Mecanismo de acédo da TFD

A acao da TFD ocorre mediante a um conjunto de fatores bioldgicos, quimicos
e fisicos provenientes da aplicacdo de um FS seguida da irradiacdo de luz em
comprimento de onda especifico (PERUSSI, 2007; SILVA, 2017).

Com a aplicacdo do FS, a célula faz sua captacdo e o acumula no meio
intracelular tornando-a sensivel a luz de comprimento de onda adequado para o FS
absorver, ocasionando uma resposta fototdéxica capaz de levar a morte da célula-alvo
por meio de danos oxidativo via geragdo de ERO, como o oxigénio singleto e radicais
livres. As ERO exercem funcéo fundamental na indugao de apoptose e necrose de
células eucarioticas, afetando diretamente apenas as estruturas e moléculas que
circundam perto da sua area de formacédo (MROZ et al., 2011; GUAN; LAN, 2018;
ZAGO, 2018).

O mecanismo de acao da terapia baseia-se na excitagcdo do FS por meio da
exposicdo a luz levando-o a absorver fotons que o converte de um estado
fundamental, chamado singleto, para um estado singleto excitado no qual o FS pode

retornar ao estado fundamental pela emissdo de um foton de energia por meio de
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processos radioativos (fluorescéncia) e ndo-radioativos (relaxacdes vibracionais) ou
pode inverter seu spin através do processo de cruzamento intersistemas gerando o
estado tripleto excitado. O estado tripleto excitado é capaz de reagir com o oxigénio
molecular, que se encontra em seu estado fundamental, dando origem a duas reacdes
denominadas tipo | e tipo Il, exemplificadas na figura 5 (MACHADO, 2000; SILVA,
2007; BACELLAR et al., 2018).

Os dois tipos de reac¢des ocasionam um processo de injuria celular que sofre
influéncia da tensdo de oxigénio e da concentracdo do FS para a producdo de
biomoléculas citotoxicas que oxidam componentes celulares como o DNA,
mitocondrias, lisossomos, membranas celulares e nucleos de células alvo (CID et al.,
2016).

Na reacéo tipo | ocorre a interagdo do FS, em seu estado tripleto, com a
estrutura alvo, devendo ser um substrato biol6gico suscetivel a reacdes de oxidacao
ou reducdo, como a membrana celular, proteinas, lipideos e acidos nucleicos. Essa
interacdo gera uma reacdo com a transferéncia de um elétron ou H* originando os
radicais livres e ions radicais que por sua vez reagem com 0 OXigénio presente no
meio formando ERO, como anion superéxido, peroxido de hidrogénio e radicais
hidroxila. J& na reacao de tipo Il, o FS, em estado tripleto excitado, reage diretamente
com o oxigénio, em estado tripleto fundamental, transferindo energia a molécula e
ocasionando um fendmeno denominado aniquilacdo tripleto-tripleto que forma o
oxigénio singleto extremamente citotoxico e reativo (MACHADO, 2000; DOLMANS;
FUKUMURA,; JAIN, 2003; KHARKWAL et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011; WEN et al.,
2017).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo da reacgéo de tipo | e tipo Il da TFD

Tipoll

Estado singleto excitado
: L4
Cruzamento

intersistemas Estado tripleto excitado

fluorescéncia

biomolécula

Fonte: Freitas, 2018.

fosforecéncia

Estado singleto fundamental

As reac0es fotoxidativas podem alterar a permeabilidade celular gerando dano
ao tecido desencadeando a morte celular por apoptose ou necrose. As reacoes de
tipo | e Il dependem de uma série de fatores como a constante dialética do tecido, pH,
concentracfes de substrato, ambiente fisioldgico andxido ou hipoxido (alta ou baixa
guantidade de oxigénio), protocolos de irradiacdo e o FS utilizado, bem como sua
afinidade de ligagdo com o substrato e a luz. Ambas reacdes ocorrem
simultaneamente, entretanto conforme o oxigénio diminui a reacao tipo | prevalece.
(MACHADO, 2000; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; DOLMANS; FUKUMURA;
JAIN, 2003; KHARKWAL et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011; KWIATKOWSKI et al.,
2018).

3.6.3 Dano celular gerado pelas ERO

Os radicais livres, como as ERO, normalmente produzidos pelo organismo, sao
moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhado na sua ultima camada,
conferindo-lhe reatividade. A producdo endogena prove de diferentes vias como o
metabolismo mitocondrial, inflamacéo, isquemia, atividade fisica e a via do acido urico,
além disso fatores externos influenciam suas concentragfes que aumentam quando

0 organismo é exposto a radiacdo, medicamentos, poluicdo, fumo entre outros. Se a
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guantidade dessas moléculas se torna excessiva gera-se o estresse oxidativo que por
consequéncia resulta na degradacéo de estruturas bioldgicas (ABDALLA; LIMA, 2001,
KUMAR; PANDEY, 2015; RADI, 2018; GUAN; LAN, 2018).

Segundo Yanovsky et al. (2019), quando a célula sofre um dano oxidativo grave
desencadeia-se 0 processo de morte celular com base em uma complexa interacao
de apoptose, necrose e autofagia, no qual as ERO funcionam de gatilho para a
apoptose.

O oxigénio singleto gerado pela TFD interage com biomoléculas de duas
formas, uma por meio de reacdes quimicas e a outra pela transferéncia de energia via
supressao fisica, ambas oxidam biomoléculas como lipidios, proteinas, aminoacidos,
acidos nucléicos, carboidratos e moléculas com grupos tidis (SANTOS, 2020).

Mais especificamente, quando as espécies reativas de oxigénio entram em
contato com as proteinas elas sdo capazes de ocasionar modificacdes nos
aminoéacidos, quebra da cadeia peptidica, aumento na degradacao proteolitica e a
inativacao de enzimas. Quando em contato com lipideos pode ocorrer a peroxidagao
lipidica e altera¢des na permeabilidade da membrana, ja em relacdo ao DNA, pode
acontecer o rompimento das fitas que compdem a molécula, processo de depurinacao

e despirimidinacdo ou mutacdes de bases (SANTOS, 2020).

3.6.4 Fontes de luz

Caracteriza-se como luz a onda magnética que se comporta como uma
particula, denominada f6ton, capaz de interagir com os tecidos por meio de reflexao,
refracdo, transmisséo, absorcdo, espalhamento e fluorescéncia e de gerar efeitos
fotoquimicos de propagacao de energia, sendo exemplos o processo de fotossintese
e da TFD. A luz possui quatro aspectos relevantes que a define como volume
(distribuicdo espacial), espectro (responsavel pela coloracdo da luz), intensidade
(expressa em Hertz) e a poténcia em Watts (SOUZA, 2011).

Como descrito anteriormente a luz € um dos trés fatores que compdem a TFD,
sendo importante para que ocorra 0 mecanismo de acdo da terapia, desta forma é
imprescindivel que a escolha da fonte de luz seja adequada.

Com base na literatura existente, as fontes de luz capazes de serem utilizadas
na aplicacao da terapia abrangem os lasers, lampadas halégenas de amplo espectro

e as luzes emitidas por diodo (light-emitting diode - LEDs) que apresentam o melhor
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custo beneficio, maior facilidade de aplicacdo, devido ao fato de apresentarem
formatos variados, propiciando seu uso em areas maiores o que a diferencia nesse
aspecto do laser (CHEN et al., 2012; SABINO, 2016; ZAGO, 2018).

3.6.5 Fotossensibilizadores

Define-se como fotossensibilizadores as substancias capazes de interagir com
luz de modo a ocasionar o efeito fotodinamico, que compreende a geragdo de
espécies reativas e oxigénio. Os FS sdo corantes bioldgicos de uso seguro sendo
empregado na medicina a mais de cem anos e capazes de induzir a apoptose em
mitocondrias, necrose em lisossomos e membranas celulares ocasionando desta
forma a morte celular (SILVA, 2007; CID et al., 2016; NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ,
2019).

Os FS comp8em um dos pilares para o sucesso da TFD, desta forma € de extrema
importancia escolher adequadamente essa substancia. Fundamentalmente um bom
FS ndo pode ocasionar citotoxicidade significativa na auséncia da luz, devendo ser
uma molécula biologicamente estavel com absorcdo de luz dentro do espectro
eletromagnético visivel, além disso é relevante considerar que a substancia
fotossensivel apresente as seguintes propriedades listadas abaixo (SIMPLICIO et al.,
2002; ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; BELLI, 2020).

e Propriedades fotofisicas favoraveis;

e Alto rendimento quantico;

e Adequada farmacocinética;

e Alta solubilidade em sistemas fisiol6gicos;

e Alta seletividade;

e Tempo longo de vida no estado tripleto, para gerar maior quantidade de oxigénio
singleto;

e Baixo fotobranqueamento ou fotodegradagcéao, mantendo a eficiéncia da TFD;

e Seja de facil sintese e baixo custo;

e Possua uma hidrossolubilidade consideravel para ser transportado pelo
organismo.

Segundo Abrahamse e Hamblin (2016), uma vasta gama de moléculas é utilizada
como FS para TFD, como por citacao os derivados fenotiazinicos (azul de metileno e

azul de toluidina) e tetrapirrélicos (porfirinas e clorinas). Além disso, de acordo com
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Muniz (2018) a utilizacdo da curcumina como FS tem sido eficaz quando empregada

para terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa).

3.7 Curcumina

Desde a Pré-Histéria, diversas populacdes utilizavam partes dos vegetais para
fins medicinais, seja na diminuicdo da dor ou no tratamento de doencas. Os estudos
acerca dos mecanismos de acdo de compostos naturais, com o objetivo de alid-los
a medicina, tem contribuido para a ampliacdo do conhecimento sobre a utilizacdo
farmacoldgica dos principios ativos de origem vegetal, colaborando para que os
produtos naturais se destaguem na area de desenvolvimento de farmacos (LAMEIRA;
PINTO, 2008; GOEL et al., 2008).

De acordo com Elavarasu et al. (2016), as plantas com propriedades medicinais
tém sido empregadas no tratamento de inUmeras doencas, sendo a curcuma um
produto natural com relevante valor medicinal.

Comumente conhecida no Brasil pelos termos carcuma ou acafrao da terra, é
uma planta de origem asiatica que possui em seu rizoma um composto polifenélico

natural, denominado curcumina, ilustrado na figura 6 (RAI et al., 2008).

Figura 6 - Cuarcuma (A), rizoma da clrcuma (B) e curcumina em p6 (C)

Fonte: Adaptado de Google imagens, 2021.

A curcumina é um pigmento amarelo-alaranjado presente no rizoma da planta
Cuarcuma Longa, geralmente é utilizada como tempero na culinaria asiatica; para fins
medicinais na China; na area de cosmética e como suplemento fitoterapico devido as
suas propriedades como acdo anti-flamatéria, antifingica, anticarcinogénica,

antioxidante, antibacteriana, imunoestimulante, antiviral, antiespasmaodica,
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hepatoprotetora, antialérgica, anticoagulante, antifertilidade, antidiabético,
antiprotozoario, antifibrético, antivenenoso, antiulceroso, cicatrizante, hipotensivo e
hipocolesterolémica. O pigmento apresenta também efeito benéfico no tratamento de
doencas respiratdrias, como asma e bronquite, e em outros transtornos como
anorexia, doencas hepaticas e sinusite (PINTO, 2013; CARNEIRO, 2014; BATISTA;
CATAO, 2019).

Existem trés compostos principais, 0s curcumindides, sdo eles o
diferucilmetano, desmetoxicurcumina (DMC), e bisdemetoxicurcumina (BDMC),
sendo os dois ultimos os intermediarios biossintéticos da curcumina. As estruturas
desses compostos podem ser visualizadas na figura 7 (NAGPAL; SOOD, 2013;
NAGASRI et al., 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

A estrutura quimica da curcumina confere & molécula uma forte insolubilidade
em agua, em pH acido e neutro, sendo sollivel em metanol, acetona e dimetilsufoxido
(DMSO). Atualmente a curcumina presente no mercado é composta de 75 a 80% de
curcumina, 15 a 20% de DMC e 3 a 5% de BDMC (AHMED; GILANI, 2014; GHOSH,;
BANERJEE; SIL, 2015).

Figura 7 - Estrutura das moléculas de BDMC, DMC e curcumina
o o (12)

HO = + ~ OH

HO + OH
HCO E = — E OCH-
HO OH

Fonte: Adaptado de SUETH-SANTIAGO et al., 2015.

Dentre as propriedades medicinais da curcumina, algumas delas podem ser
potencializadas com a exposi¢ao a luz, demonstrando que este composto se configura
como um bom FS, apresentando absor¢do maxima de luz no espectro visivel do azul
em 430 nm, sendo destacado sua acdo antimicrobiana como fator em potencial para
terapia fotodinamica antimicrobiana (PRIYADARSINI, 2009; PINTO, 2013; BERND,
2014; ALMEIDA et al., 2017; SANTEZI; REINA; DOVIGO, 2018).
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Um estudo realizado por Tonon et al. (2015), o potencial da curcumina como
FS na TFDa contra cepas de Streptococcus mutans, em modelos de suspensao
planctonica, obteve como resultado a reducao bacteriana de 70% quando comparada
aos grupos controles (sem irradiagdo com curcumina e com irradiacdo sem
curcumina), demonstrando que a TFD utilizando a curcumina como FS, na luz azul,
exerce efeito antibacteriano significativo.

Uma pesquisa conduzida por Donato et al. (2017), comparou a acéo da terapia

fotodinamica antimicrobiana da curcumina com o FS Photogem®, em cavidade bucal.

No estudo coletou-se uma amostra de saliva de um grupo controle (sem uso dos FS),

de um grupo com uso de curcumina e um grupo com aplicacdo do Photogem® para

realizar a contagem de unidades formadoras de col6nia apds 24 horas do tratamento,
com base nos resultados o autor conclui que a curcumina apresentou uma eficacia

significativamente superior ao Photogem® em seus experimentos.

3.8 Terapia fotodinamica x antibioticoterapia

Segundo Pifeiro et al. (2019), caracteriza-se como antibioticoterapia todo
tratamento realizado com antimicrobianos designado a individuos que possuam
sintomas caracteristicos de infeccdo com a finalidade de proporcionar a cura clinica,
eliminando uma doenca infecciosa, ou de combater um agente patogénico de um
determinado foco infeccioso (cura microbioldgica).

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS, 2014) a resisténcia
antimicrobiana ocorre de forma natural com o passar dos anos, entretanto 0 uso
indiscriminado de antibidticos estd acelerando esse processo. Os antibidticos séo
substancias naturais ou sintéticas que apresentam a func&o de inibir ou eliminar
células bacterianas (GUIMARAES et al., 2010).

Os farmacos com fungéo antibidtica séo utilizados para tratar além de infec¢des
bacterianas as enfermidades geradas por virus, fungos, protozoarios e parasitas,
entretanto por mais beneficios que possam apresentar € importante ressaltar que
essas substancias, além de apresentar a preocupante problematica da resisténcia
bacteriana possui efeitos colaterais (GUAN; LAN, 2018).

Dentre os efeitos colaterais que o uso de algumas classes de antibioticos, como

a quinolonas, acarreta ao paciente nauseas, vOmitos, diarreia, dor abdominal,
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dispepsia, gases, erupcdes cutaneas, cefaléia, tonturas e até convulsdes. Além disso,
outro farmaco, a polimixina, pode causar efeitos mais severos como neurotoxicidade
e nefrotoxicidade, fatores que limitam seu uso (SANTOS et al., 2019; SANTIAGO,
2019).

Além dos efeitos adversos causados pelos antibidticos, a resisténcia bacteriana
merece atencdo, uma vez que a producdo desses farmacos demanda um longo
periodo de tempo e milhdes de ddlares para estar disponivel no mercado, ressaltando
gue mesmo 0s melhores esforcos séo lentos em comparagdo ao crescimento de
cepas multirresistentes (SOARES; GARCIA, 2018).

Em comparacdo, o mecanismo de acdo da TFD promove a formacédo de
moléculas altamente reativas, ERO, as quais sua reatividade com as moléculas
organicas caracteriza-se como inespecifica, tornando qualquer macromolécula da
célula um alvo em potencial para acdo fotodindmica. Desta maneira a grande
variedade de alvos celulares dificulta 0 desenvolvimento de resisténcia a TFD, sendo
esse fator uma de suas maiores vantagens (AMARAL et al., 2010).

Segundo Cassidy et al. (2010), a morte ocasionada por sitios ndo especificos
torna incapaz o desenvolvimento de resisténcia a TFD por parte dos microrganismos.
Em complemento os aspectos como a alta reatividade e o curto periodo de meia-vida
das ERO, dificultam a expressao de mecanismos de protecdo bacteriana (DOLMANS;
FUKUMURA,; JAIN, 2003; AKLQV et al., 2006).
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4 JUSTIFICATIVA

Atualmente, estima-se que 99% das bactérias presentes na natureza
encontram-se em agregados de biofime e que a maior parcela das doencas
infecciosas est4 associada com o desenvolvimento dessas comunidades sésseis
(FREDERIC; MICHEL; SELENA, 2018).

Segundo Moormeier e Bayles (2017), no decorrer dos anos os estudos sobre
biofilmes bacterianos, formados por patbgenos humanos, assumiu-se como um fator
de extrema relevancia para a saude publica em decorréncia da sua resisténcia contra
o sistema imunoldgico do hospedeiro e de substancias antibioticas.

A resisténcia aos antibidticos afeta aproximadamente meio milhdo de
individuos com infec¢Bes bacterianas que provém de cepas multirresistentes, esse
fato dificulta o tratamento e a cura do paciente (LOUREIRO et al., 2016; COSTA;
JUNIOR, 2017; OPAS, 2018).

Além do impacto social € incontestavel as consequéncias econémicas, um
estudo realizado em uma UTI brasileira revelou que o valor médio da permanéncia de
um paciente com IRAS em tratamento com antibiético € de cerca de US$1.514,79
(LARA et al., 2017).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), disponibilizou uma lista de
agentes patogénicos que necessitam rapidamente de novos tratamentos, dentre as
bactérias listadas, destaca-se S. aureus, ocupando a classificacdo de prioridade alta,
apresentando resisténcia a meticilina com sensibilidade intermediaria e resistente a
vancomicina.

Em decorréncia desse cendrio a busca por métodos terapéuticos alternativos
para o tratamento antimicrobiano torna-se essencial, visto que com 0 avango no
crescimento de cepas multirresistentes pode ocorrer o esgotamento das acgdes
terapéuticas existentes. O biofilme é considerado um mecanismo de resisténcia que
dificulta a erradicacdo das cepas bacterianas, desta forma a pesquisa sobre o
potencial antimicrobiano e antibiofilme da TFD, com a utilizagdo da curcumina como
FS, caracteriza-se como um caminho promissor a ser seguido, visto que, segundo
Rancan (2017) a curcumina apresenta atividade antibiofiime quando associada a

terapia.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencao e manutencéo das cepas

A cepa clinica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, amostra nasal
(PBNSO02SA), utilizada para os experimentos foi doada pelo Laboratério Oswaldo Cruz
de S&o José dos Campos que possui parceria com o Laboratério de Fotobiologia
aplicada a Saude da Universidade do Vale do Paraiba desde outubro de 2015.

Apoés a obtencdo a cepa foi repicada em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e
incubada em estufa durante 24 horas a 37°C. Ao término do periodo de incubacéo, as
amostras foram acondicionadas em freezer a -4°C em suspensao de caldo BHI
contendo 5% de glicerol.

5.2 Preparo do fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado para os experimentos foi a curcumina da (PDT
Pharma - Cravinhos - SP). O preparo da curcumina iniciou-se com a pesagem, na
auséncia de luz, de 50 mg do FS, diluido em um Becker com 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), em ambiente estéril. Apds esse procedimento adicionou-se 9 mL de alcool
etilico 99% e filtrou o FS, formando a solu¢cédo de estoque com a concentracdo de 10
mg.mL1. Para formar a concentracdo de trabalho estabelecida diluiu-se a solucéo de

estoque em PBS.

5.3 Formacao do biofilme

Para a formacgéo do biofilme utilizou-se Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina de cepa nasal, foi adicionado caldo BHI em um tubo contendo a bactéria,
com posterior incubacéo na estufa durante 24 horas a aproximadamente 37° C.

Apbs a incubacao, o tubo foi centrifugado a 6000 rpm, ou 2822,4 rcf, durante
10 minutos, o sobrenadante foi descartado no final do processo e adicionou-se 3 mL
de PBS com posterior homogeneizagdo no vortex. Repetiu-se o0 processo de
centrifugacéo, a 3500 rpm, ou 2200 rcf, por 15 minutos e submissao ao vortex e apoés
a homogeneizacdo foi padronizado a amostra em 108 células/mL no

Espectrofotdmetro Varian Cary 50 Bio UV-VIS.
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Em seguida a padronizacao, em uma placa de pocos, foi acrescentado 225 puL.
da bactéria em 2 mL caldo BHI, logo apds incubou-se a placa durante 24 horas em
uma estufa a 37°C.

Ao término da incubacgéo, o caldo BHI presente na placa foi descartado e foi
adicionado 1 mL PBS, o qual foi retirado com o auxilio da pipeta para remover as
células fracamente aderidas. O processo foi repetido e no final adicionou-se 2 mL de

caldo BHI na placa e a incubou por mais 24 horas.

5.4 Grupos experimentais

Os grupos experimentais utilizados estdo exemplificados na tabela 1 e séo
divididos em grupo controle escuro formado por amostras sem irradiacdo e sem
adicdo do fotossensibilizador, as amostras FS com adicdo de curcumina e sem
irradiacdo. E o grupo irradiado que compreende as amostras LED, com adicdo de

solucéo tampao fosfato-salina (PBS) e as amostras TFD com o fotossensibilizador.

Tabela 1 - Grupos Experimentais.

Divisdo dos grupos experimentais

Irradiacéo Adicdo de curcumina
Sim Nao Sim NER
Grupo escuro Controle escuro « :
i FS « y
i LED X )
Grupo Irradiado LeD . X

5.5 Internalizacdo da curcumina pelas células de S. aureus por Microscopia

Confocal

Para avaliar a internalizacdo do fotossensibilizador pelas células bacterianas,
formou-se o biofilme, em laminulas circulares, conforme o protocolo descrito em 5.3.
Apos a formacéo adicionou-se 300 pL de curcumina na concentracédo de 80 pg.mL*
com posterior incubagao de 20 minutos a 37°C, as amostras ndo foram submetidas a

irradiacao.
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Ao final do periodo de incubacgéo, retirou-se a curcumina e adicionou-se 300 pL
de paraformaldeido a 4% durante 30 minutos. Ao término do tempo, o paraformaldeido
foi removido e ocorreu a montagem da lamina.

Para montagem da lamina utilizou-se uma gota de Entellan® (Merck) para cada
lamina de amostra, todo o procedimento foi realizado na auséncia de luz e as amostras
foram examinadas em microscépio Confocal LSM 700 Zeiss, com excitacdo em 405

nm.

5.6 Aplicacao da terapia fotodinamica

Para a aplicacéo da terapia o caldo presente na placa de pocos foi descartado
e em seguida foi adicionado o FS na concentracéo de trabalho de 80 pg.mL™t. Ap6s
esse processo incubou-se o FS durante 20 minutos, em estufa, ao esgotar o tempo
aplicou-se o protocolo da TFD, com a luz LED em comprimento de onda de 450 nm,

densidade de poténcia de 110 mW/cm? e dose de 50 J/cm?.

5.7 Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia

Apés a aplicacdo da terapia, o biofilme foi desprendido por meio de acédo
mecanica, com auxilio de alcas descartaveis, e em seguida realizou-se a diluicdo
seriada em placa de 96 pocos. Posteriormente a este processo, a diluicdo foi
plagueada em técnica de gota em placas de petri com meio agar BHI e incubado em
estufa, durante 24 horas, para posterior contagem das Unidades Formadoras de
Colonia (UFC).

5.8 Avaliacéo da atividade metabdlica pelo teste de Resazurin

Para a aplicacdo do teste avaliacdo da atividade metabdlica utilizou-se o
corante resazurin, preparado na auséncia da luz, sendo diluido a 0,66%, em seguida
a solucao foi homogeneizada, filtrada e armazenada em ambiente refrigerado sem
exposicao a luz.

ApoGs a aplicacdo da TFD, o caldo BHI presente na placa foi removido e

adicionou-se 100 pL de PBS e 2 pyL do reagente resazurin (Sigma), posteriormente
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incubou-se em estufa durante 4 horas para a leitura dos resultados, em
espectroscopia de fluorescéncia, realizada no leitor de microplacas por multideteccéo
da marca Synergy™, na excitagdo 528/20nm e emissao 645/40nm.

Outra leitura realizada para o resultado desse experimento é a leitura visual que
se baseia na alteracéo da coloracado azul original do corante resazurin para a cor rosa,

proveniente da reacdo quimica de oxirreducéo do resazurin em resorfurina.

5.9 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a realizacdo da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), fixou-se a
amostra em 2 mL de uma solucdo composta de paraformaldeido a 4% (Dinamica),
glutaraldeido a 2,5% (Dinamica), tampao cacodilato a 0,1 mM (Electron Microscopy
Sciences), cloreto de calcio a 1 mM e H20 de osmose reversa durante 1 hora, com
posterior processo de desidratacdo realizado com a adicdo de 1 mL de solugéo
crescente de alcool (10, 25, 50, 75 e 90%) durante 20 minutos e 1 hora com alcool
absoluto. Em seguida as placas foram submetidas a um processo de secagem em
estufa a 37°C durante 24 horas.

AplOs a secagem completa, as amostras foram metalizadas e levadas ao
Microscoépio Eletrénico de Varredura, MEV EVO MA 10 Acoplado EDX, da Central de
Laboratorios Multiusuario no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraiba para obtencéo das fotomicrografias.

5.10 Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio

A producéo de espécies reativas de oxigénio foi determinada utilizando a sonda
reagente 2,7 diacetato de diclorofluoresceina (DCFH2-DA - Thermo Fisher Scientific),
diluido em PBS estéril a partir de uma solucdo estoque de 1,5 mM de DCFH2-DA até
uma concentracao de trabalho de 20 pM.

O biofilme foi incubado com a curcumina durante 20 minutos com posterior
lavagem com PBS. ApGs esse processo adicionou-se as amostras 100 pL do reagente
DCFH2-DA, e as amostras foram incubadas durante 30 minutos a 37°C. Em seguida
prosseguiu-se com a irradiacdo. Posteriormente, as amostras foram submetidas ao
leitor de microplacas por multideteccdo (Synergy™) para leitura dos resultados com

excitacao a 485 nm e emissédo a 530 nm.
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5.11 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos ANOVA One Way,
tukey, por meio do software Bioestat 5.0 considerando valor de p< 0,01.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise da internalizacdo do fotossensibilizador por microscopia confocal

A figura 8 representa as imagens obtidas por meio da microscopia confocal de
biofilme de cepa MRSA, com o objetivo de avaliar a internalizacdo da curcumina na
célula bacteriana.

Por meio das imagens, nota-se que a cepa MRSA internalizou o FS, sendo
possivel observar a fluorescéncia emitida pela curcumina, associada a morfologia de
arranjos em cocos, caracteristico dos Staphylococcus, confirmando assim a interacéo

entre a curcumina e a célula bacteriana.

Figura 8 - Imagens de Microscopia Confocal de biofilme de MRSA, com incubacdo de
curcumina no escuro, onde (A) apresenta a internalizacdo da curcumina pela célula bacteriana
e (B) apresenta a intensidade da fluorescéncia com imagem em 2,5 D.

Fonte: Préprio autor.

6.2 Avaliacdo do crescimento bacteriano apds aplicacdo da Terapia

Fotodinamica

A figura 9 representa as médias dos valores em numero de unidades
formadoras de coldnias apresentadas em logio, dos grupos controle escuro, FS, LED

e o0 grupo TFD, com aplicacao da terapia.
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Figura 9 - Valores médios de UFC/mL para cepa MRSA, constando os grupos Controle
escuro, FS, LED e TFD. Sendo os simbolos * identificando a diferenca estatistica de p< 0,01

Avaliacao da viabilidade por contagem UFC

11,00 *

10,00 I
9,00 =
8,00 *

7,00 =
6,00
5,00
4,00

UFC/mL (Log10)

3,00
2,00
1,00

0,00
Controle escuro FS LED TFD

Fonte: Préprio autor.

Com base na analise dos resultados estatisticos, foi possivel observar que o
grupo FS, com concentracdo de 80 pug.mL%, ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,01) em relacdo ao grupo controle escuro, demonstrando que o0
fotossensibilizador utilizado ndo causou citotoxicidade nas células bacterianas.

No grupo LED, em 50 J/cmz?, também n&o foi observada reducéo significativa
guando comparado ao grupo controle escuro e ao grupo FS, evidenciando que a
fluéncia de luz e a densidade de poténcia utilizadas ndo séo citotdxicas.

Analisando os resultados do grupo TFD, quando comparado aos demais
grupos, houve diferenca significativa (p<0,01) de UFC com os demais grupos,
indicando que a TFD aplicada nos parametros testados foi capaz de reduzir a

viabilidade bacteriana. Os dados podem ser observados na figura 9.

6.3 Avaliacdo da atividade metabdlica com Resazurin

Os resultados da avaliacdo da atividade metabdlica bacteriana pela oxirredugéo
do corante resazurin estdo representados por valores de fluorescéncia que se

encontram na figura 10 e por meio de leitura visual esquematizada na figura 11.
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Figura 10 - Atividade metabdlica por metabolizacdo do resazurin em fluorescéncia, sendo os
simbolos * e A equivalentes a p< 0,01, representando a diferenga estatistica entre os grupos

Avaliacao da atividade metabdlica por meio do Resazurin

1200

* A
1000 {

800
600

400 * A

200

Fluourescencia (unidades arbitrarias)

Controle escuro FS LED TFD

Fonte: Préprio autor.

Com base na analise estatistica, foi possivel perceber que ndo houve diferenca
significativa na atividade metabdlica entre os grupos controle escuro e FS.
Comparando o grupo controle escuro aos grupos LED e TFD, notou-se a reducéo
significativa (p<0,01) da atividade metabdlica.

Ao analisar os resultados apresentados na figura 10, € possivel observar que o
grupo TFD, comparado aos demais grupos, apresentou diferenca significativa
(p<0,01), indicando reducéo da atividade metabdlica bacteriana apés a aplicacdo da
TFD.

O grupo LED também apresentou diferenca significativa ao ser comparado com
0 grupo controle escuro e FS, demonstrando a influéncia da luz na atividade
metabdlica bacteriana, visto a diminui¢do da fluorescéncia.

Ao analisar visualmente os grupos experimentais, nao irradiados (controle
escuro e FS), observou-se a ocorréncia de alteracdo da cor do corante resazurin de
azul para rosa, indicando presenca de células viaveis. JA em relacdo aos grupos
irradiados em 50 J/cm? (LED e TFD), notou-se que ambos foram capazes de reduzir
a metabolizacdo do corante pelas células bacterianas, principalmente o grupo LED
gue manteve a coloracdo mais proxima a original do resazurin, indicando auséncia

e/ou diminuicdo da quantidade de células viaveis.
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Ja o grupo LED apesar de apresentar reducéo na metabolizac&o, sua coloracao
diferiu-se mais quando comparada ao grupo TFD, tornando-se mais arroxeada. Em
comparacao, os grupos sem irradiagéo alteraram nitidamente a coloragao do corante
evidenciando a cor rosa resultante da metabolizagéo do resazurin, esquematizada na

figura 11.

Figura 11 - Leitura visual da metabolizacdo do corante resazurin, identificada pela alteragéo
da coloracéo original azul do corante para coloracéo rosa proveniente da metabolizacdo do
corante

Controle escuro FS LED TFD

e 0 B .

Fonte: Proprio autor.

6.4 Analise da morfologia bacteriana por Microscopia Eletrénica de Varredura

A figura 12 apresenta as micrografias obtidas por MEV dos grupos
experimentais, onde é possivel observar a formacédo de biofilme, caracterizado pela
presenca de matriz de polimeros extracelulares presente no controle escuro.
Observou-se a alteracdo do biofilme apés a TFD, corroborando com os resultados da
reducdo de viabilidade bacteriana e da atividade metabdlica.

Evidenciou-se que a luz e o FS, quando isolados, ndo alteraram a morfologia
bacteriana apresentando auséncia de citotoxicidade, também observada na contagem
de UFC. Além disso, por meio das micrografias, demonstra-se que a TFD é capaz de

afetar o biofilme de cepa MRSA, levando a reducéo bacteriana.



Figura 12 - Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura de biofilme de cepa MRSA,
dos grupos Controle escuro, FS, LED e TFD.
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Fonte: Préprio autor.




46

6.5 Andlise da producéo de Espécies reativas de oxigénio

A avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio apo6s a TFD nos
parametros estabelecidos pode ser observada na figura 13. Os valores em
porcentagem foram realizados adotando o valor do grupo controle escuro como 100%,
para os demais grupos os valores foram definidos por meio da técnica matematica
regra de trés simples.

Observa-se que a TFD proporcionou aumento na quantidade de ERO, quando
comparou-se o grupo TFD com o grupo controle foi possivel notar um aumento de
10.933% de fluorescéncia, apresentando diferenca significativa (p<0,01). J& ao
comparar o grupo FS e LED com o grupo controle, notou-se um aumento de 267% e
6500%, respectivamente, demonstrando diferenga significativa para ambos os grupos.

Ao avaliar os resultados do grupo LED e FS em relacdo ao grupo TFD,
observa-se que o grupo TFD exibe diferenca significativa com aumento de 168,2% em
comparacao ao LED e 4.094,75% em relagéao ao FS.

Em relacdo ao aumento na producdo de ERO pelo grupo LED observado
guando comparado aos grupos controle escuro e PS, esse fato pode ser atribuido ao
efeito da luz azul, altamente energética, que pode causar maior formacédo de ERO, se

comparada a outros comprimentos de onda.

Figura 13 - Producédo de espécies reativas de oxigénio apds aplicacdo da terapia, dado em
porcentagem da média.
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Fonte: Proprio autor.
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7 DISCUSSAO

No atual cenario de resisténcia bacteriana aos farmacos existentes, a terapia
fotodinamica apresenta-se como uma opg¢ao promissora que vem demonstrando ser
eficaz no controle microbiolégico por promover a morte de microrganismos (PRAZMO
et al., 2016; CAFACE, 2020).

Os biofilmes bacterianos apresentam, de acordo com Saxena et al. (2019), um
aumento na resisténcia aos antibidticos de até 1.000 vezes comparando com as
bactérias planctonicas. Em complemento, o biofilme apresenta um mecanismo capaz
de modificar a expressdo genética levando a producdo de bombas de efluxo para
antibiéticos que age contra o agente bactericida fazendo com que a célula bacteriana
devolva o farmaco para o meio extracelular impedindo o mesmo de realizar sua fungéo
(ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018).

Diferentemente do problema que o biofilme pode acarretar com efluxo de
farmacos, como dito anteriormente por Alav et al. (2018), impedindo o acumulo dos
mesmos no meio intracelular bacteriano, por meio da Microscopia Confocal foi
possivel perceber que a curcumina ndo apresenta essa desvantagem visto que a
mesma consegue ser internalizada pelas células bacterianas.

O estudo de Janior (2019) avaliou as propriedades de curcumina em diferentes
solucdes aquosa referente ao processo de internalizacdo dessas moléculas tanto em
bactérias de cultura planctdnicas quanto de biofilme. O autor utilizou S. aureus, dentre
outras bactérias gram-positivas e gram-negativas. Segundo seus resultados, o tempo
que a curcumina leva para internalizar na célula bacteriana plancténica € menor que
em células em agregados de biofilme, entretanto em ambas culturas bacterianas a
curcumina consegue ser internalizada pelo S. aureus. O estudo ressalta que a partir
de seus resultados a curcumina pode ser eliminada de forma eficiente pelo organismo,
sendo um fator importante para a substancia ser considerada um bom FS.

Ainda de acordo com Junior (2019), uma dose de luz de 9 J/cm? ocasiona danos
irreversiveis a parede celular bacteriana induzindo a maior internalizacdo de
curcumina ativada pela luz, que segundo o autor aumenta a quantidade de curcumina
no interior das células de forma a gerar mais espécies reativas de oxigénio causando
uma inativacdo mais eficiente de biofilmes. Visto que o presente estudo utiliza dose
de 50 J/cm?, acredita-se que evidenciando a internalizacdo da curcumina pelas células

bacterianas por meio dos resultados das imagens de microscopia confocal esse fato
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pode ter ocorrido.

Neste estudo, a aplicacdo da terapia fotodinamica em 50 J/cm? com a
curcumina como fotossensibilizador em concentracdo de 80 pg.mL? foi capaz de inibir
o crescimento, em média de 2,03 logs do biofilme de cepa MRSA.

Em relacdo a reducao em Log obtidas pela avaliacdo do crescimento bacteriano
apos a terapia contidas no presente estudo, ao comparar com os resultados de Penha
et al., (2017), que também avaliaram a eficicia da terapia fotodindmica mediada pela
curcumina contra cepas de S. aureus, nota-se que a reducao encontrada de 3,5 Logs
sobressai a obtida neste estudo. Associa-se esse fato a diferenca na fluéncia, onde
os autores utilizaram fluéncias de 139, 278 e 417 J/cm 2, ocorrendo na Ultima fluéncia
a erradicacao das células bacterianas. Essa erradicacéo pode estar associada ndo sé
ao efeito fotodinamico da terapia, mas também ao efeito térmico, devido a alta fluéncia
e ao fato da luz azul ser muito energética, visto o tempo de irradiacdo de 10, 20 e 30
minutos respectivo de cada fluéncia.

Entretanto, o estudo de Penha et al. (2017) foi realizado em cultura de células
planctbnicas, jA o presente estudo utiliza células bacterianas em agregados de
biofilme, podendo esse fator influenciar na reducdo em Log apos aplicacdo da TFD,
visto que quando em biofilme as bactérias sdo mais resistentes. Contudo, por mais
gue os protocolos sejam diferentes, o estudo realizado por Penha et al. (2017) reforca
a susceptibilidade das cepas de S. aureus a terapia fotodinamica com curcumina.

Em comparacao, um estudo conduzido por Sampaio et al. (2016) em cepas de
P. aeruginosa e S. aureus, avaliou o efeito da TFDa utilizando parametros
semelhantes ao deste estudo, com a luz azul e a curcumina, em cinco concentracdes
diferentes. O estudo demonstrou que a maior reducao bacteriana, de 81%, ocorreu na
concentracéo de 75 ug/ml com fluéncia de 50 J/cm 2, entretanto o método de andlise
diferiu, sendo utilizado a leitura de absorbancia ao invés de contagem de unidade
formadora de colbnia, de qualquer forma os resultados encontrados no estudo de
Sampaio corroboram com os deste estudo e com parametros de irradiacao
estabelecidos.

J& uma pesquisa mais recente, realizada por Freitas et al. (2019), em cepas de
S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e MRSA, avaliou in vitro o potencial da
curcumina como FS na TFDa. O estudo obteve resultados promissores, 0s quais
demonstraram que a TFDa com curcumina é capaz de reduzir o crescimento das

cepas MSSA e MRSA, nao tendo sua eficacia afetada pelo padréo de resisténcia da
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bactéria.

O padréo de reducéo do crescimento de cepa MRSA encontrado por Freitas et
al., (2019) apds a aplicacao da terapia fotodinamica mediada pela curcumina pode ser
fortalecido pelos resultados obtidos no presente estudo com o experimento de
metabolizacdo de resazurin, aplicado com a finalidade de quantificar a viabilidade
celular do biofilme, sendo um indicador de atividade metabdlica.

A avaliacdo da atividade bacteriana por metabolizacdo do resazurin, um
corante indicador de oxidorreducdo é capaz de identificar alteracdes no pH do meio
proveniente do crescimento bacteriano, por meio da converséao pela acdo de enzimas
microbianas do resazurin em resorfurina, a qual emite fluorescéncia, desta forma é
um parametro relacionado a viabilidade celular (SANDEBERG et al., 2009; SANTOS
et al., 2021).

Com base nos resultados encontrados, foi possivel constatar que por meio da
leitura visual e de fluorescéncia que o grupo Controle escuro, quando comparado ao
grupo TFD, apresentou nitida alteracdo da cor resultante da metabolizag&o do corante
resazurin. O grupo TFD se manteve préxima a coloragdo original azul, indicando a
eficacia da terapia mediada pela curcumina frente ao biofilme de cepa MRSA, também
identificada pela contagem de UFC e visualizada nas micrografias eletrénicas
realizadas pela microscopia eletrénica de varredura.

Ao analisar o resultado da metabolizagdo do resazurin, notou-se que o0 grupo
LED apresentou reducdao significativa do metabolismo bacteriano quando comparado
ao grupo Controle escuro, esse fato pode estar associado a influéncia da luz na
atividade bacteriana, sendo esse achado fortalecido pelo estudo de Rupel et al.
(2019), o qual demonstrou o efeito antibacteriano apresentado pela luz azul, ao aplica-
la em cepa de Pseudomonas aeruginosa, observando a inibicdo do crescimento
bacteriano mesmo sem a adi¢do de substancias fotossensiveis.

Ao mesmo tempo em que a avaliagdo de metabolizacdo do corante resazurin
indicou o efeito antibacteriano da luz azul, a avaliacéo de viabilidade por contagem de
UFC nao apresentou essa diferenca entre o grupo LED e Controle escuro. Associa-se
esse fato ao baixo potencial de penetracdo da luz azul que inibe parcialmente e
transitoriamente o crescimento bacteriano. Além disso, é descrito na literatura que a
eficacia da luz azul em cepa MRSA depende da densidade bacteriana (RUPEL et al.,
2019).

Levando em consideracdo que 0s experimentos possuem tempos de leitura de
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resultados diferentes, sendo o resazurin em 4 horas e a contagem de UFC em 24
horas, supde-se que o efeito antibacteriano da luz azul seja mais evidente na
metabolizacdo do resazurin do que na contagem de UFC, visto que o efeito de reducao
do crescimento pode ter sido transitério no grupo LED.

O estudo de Galo et al. (2020) corrobora para a suposicdo de diferenca na
reducdo bacteriana encontrada nos experimentos deste estudo, visto que o autor ao
empregar a luz LED azul, em 54,32 J/cm?, em culturas de S. aureus demonstrou que
baixas fluéncias de luz LED azul ndo € suficiente para ocasionar supressao eficaz em
S. aureus, sendo possivel que as colonias afetadas sejam capazes de se adaptar e
continuar sua proliferacdo, fato que pode ter ocorrido na contagem de UFC devido ao
maior tempo para leitura do resultado.

Em concordancia com estudo Freitas et al. (2019), que revelou que TFDa foi
capaz de modificar o padréo de adeséo bacteriana evitando a formacé&o de biofilmes,
em ambiente experimental, as micrografias eletrbnicas obtidas pela microscopia
eletrbnica de varredura, fortalecem a evidéncia apresentada pelos autores por
demonstrar por meio de imagens a nitida atividade antibiofilme da TFD mediada pela
curcumina frente ao biofilme, que caracteriza-se pela reducdo das células bacterianas
e desaparecimento da matriz de polimeros extracelular.

Sabe-se que a producdo de ERO é um fator determinante para eficacia da TFD,
as ERO geradas nos meios intracelular e extracelular sdo capazes de reduzir biofilme
bacteriano, demonstrando uma vantagem da TFD em comparagédo aos tratamentos
convencionais, 0s quais diversos farmacos ndo conseguem penetrar nas células,
demonstrando limitacdes desse tratamento (ABDULRAHMAN et al., 2020).

No presente estudo observou-se um aumento da producdo de ERO no grupo
LED quando comparado ao grupo controle escuro, sendo associado esse resultado
ao efeito oxidativo da luz azul e sua alta energia. O estudo de Freitas (2018), também
demonstra aumento no numero de ERO gerado pela aplicacdo da luz azul em seu
grupo irradiado (sem FS) e TFD em relac&o ao grupo controle escuro.

O aumento na producéo de ERO apresentado pelo grupo TFD em comparacgao
ao Controle escuro, pode ser atribuido ao fato de que ao irradiar a curcumina, em
comprimento de onda adequado, ocasiona-se a formacdo de ERO, como oxigénio
singleto e radicais de peroxido de hidrogénio, conferindo a ela fototoxicidade. Ja o
aumento de ERO no grupo FS pode estar associado ao fato da curcumina possuir
efeito oxidativo (PRIYADARSINI, 2014; FREITAS, 2018).
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As espécies reativas de oxigénio oxidam as biomoléculas dos microrganismos
levando a danos biolégicos. Os resultados deste estudo evidenciam o aumento de
ERO no grupo LED e TFD no biofilme de cepa MRSA ao ser comparado ao grupo
controle escuro e FS, demonstrando o efeito fototdxico da curcumina associado a sua
caracteristica oxidativa.

Ao analisar os resultados obtidos no presente estudo como a metabolizacao do
corante resazurin, a avaliagcdo de crescimento bacteriano apos a terapia (UFC/ Log),
as micrografias eletronicas provenientes da microscopia eletronica de varredura e a
producado de ERO, é possivel corroborar os resultados dos experimentos fortalecendo
a afirmacdo da eficacia antibacteriana da terapia mediada pela curcumina frente o
bioflme de S. aureus resistente a meticilina, devido ao fato de que ambos
evidenciaram a reducdo do crescimento bacteriano.

Evidenciou-se por meio deste estudo que a TFD mediada pela curcumina foi
capaz de reduzir o crescimento bacteriano do biofilme de cepa MRSA, fato que
caracteriza a terapia como um promissor método alternativo para o tratamento de

infecgbes bacterianas que contribui para a diminuicdo do uso de antibioticos.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo conclui que o uso da curcumina como fotossensibilizador na
terapia fotodinamica frente ao biofilme de cepa MRSA nos protocolos estabelecidos
foi capaz de ocasionar:
¢ A internalizagdo da curcumina pela célula bacteriana em agregado de biofilme na

concentracéo de trabalho e no tempo de incubacgéo utilizado;

e A diminuicdo do numero de unidades formadoras de coldnias apds a aplicacédo da
terapia, evidenciando a reducao bacteriana;

e A formacéo de biofilme com o protocolo utilizado, bem como a reducéo bacteriana,
com a perda da matriz de polimeros extracelular, evidenciada nas micrografias de
MEV;

e A diminuicdo da metabolizagdo do corante resazurin, indicando a reducdo da
atividade metabdlica apés a terapia;

¢ O aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio apds a terapia.
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