UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS
ESCOLA DE ENGENHARIA DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

SANDRA REGINA DE SA

INATIVACAO FOTODINAMICA DE MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS EXPLORANDO NANOPARTICULAS DE PRATA
E RIBOFLAVINA

Recife - PE
2015



SANDRA REGINA DE SA

INATIVACAO FOTODINAMICA DE MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS EXPLORANDO NANOPARTICULAS DE PRATA
E RIBOFLAVINA

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia
Biomédica, da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Biomédica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Renato Evangelista de Araujo
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de
Lima Neto

Recife
2015



Catalogagao na fonte
Bibliotecaria Margareth Malta, CRB-4 / 1198

S111i

S4, Sandra Regina de.

Inativagdo fotodindmica de micro-organismos patogénicos explorando

nanoparticulas de prata e riboflavina / Sandra Regina de Sa. - Recife: O Autor,
2015.

79 folhas, il., grafs., tabs.

Orientador: Prof. Dr. Renato Evangelista de Araujo.
Coorientador: Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto.
Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. CTG.
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Biomédica, 2015.
Inclui Referéncias e Apéndice.

1. Engenharia Biomédica. 2. Terapia Fotodinamica Antimicrobiana.
3. Nanoparticulas de Prata. 4. Riboflavina. 5. Pseudomonas aeruginosa. 6.
Streptococcus mutans. 7. Candida albicans. I. Araujo, Renato Evangelista

de. (Orientador). II. Lima Neto, Reginaldo Gongalves de. (Coorientador).
[1l. Titulo.

UFPE

610.28 CDD (22. ed.) BCTG/2015-279




SANDRA REGINA DE SA

INAT[VA(;AO FOTODINAMICA DE MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS EXPLORANDO NANOPARTICULAS DE PRATA
E RIBOFLAVINA

Essa dissertagdo foi julgada adequada para a obtengdo
do titulo de Mestre em Engenharia Biomédica e
aprovada em sua forma final pelo Orientador e pela
Banca Examinadora.

Aprovado em: 10 de Fevereiro de 2015

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Renato Evangelista de Araujo, UFPE
Doutor pela Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Brasil (Orientador).

Profé. Dr2. Adriana Fontes, UFPE
Doutor pela Universidade Estadual de Campinas — Campinas, Brasil (Membro interno).

Prof. Dr. Armando Marsden Lacerda Filho, UFPE
Doutor pela University of St. Andrews — Scotland - UK (Membro externo).

Coordenador do PPGEB:
Prof. Dr. Rosa Amalia Fireman Dutra

Recife, 10 de Fevereiro de 2015



DEDICATORIA

“A vida é uma peca de teatro que nao permite ensaios.
Por isso, cante, chore,dance, ria e viva intensamente,
antes que a cortina se feche e a peca termine sem
aplausos.”

Charles Chaplin



http://pensador.uol.com.br/autor/charles_chaplin/

A minha mae,Gertrudes Maria de Sae aos meus irmaos Sandro, Simone, Samire e Jodo,
por todo amor, carinho e incentivo, dedico.
AGRADECIMENTOS

O escrever desta dissertacdo de mestrado é o culminar de dois anos de estudo arduo.

Apbs a passagem por diversas dificuldades, principalmente ao nivel pessoal, quero agradecer
primeiramente a Deus pela possibilidade de realizacdo desse sonho, em segundo o grande e
incondicional apoio da minha mée, Gertrudes Maria de S, e irmaos.

Agradeco ao Professor Dr. Renato Evangelista de Araujo, meu orientador que me instigou e
proporcionou o desenvolvimento deste trabalho. O Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto,
pela co-orientacdo e acima de tudo, por todas as oportunidades oferecidas ao longo desse
caminho profissional.

Quero, ainda, agradecer a todas as equipes dos locais de realizacdo da pesquisa realizados no
ano de 2013 a 2014, o IPEN, em especial a Marta Simdes, pela oportunidade de colaboracgéo
e realizacdo deste trabalho, a Luciana Meloe Alessandra Baphtista, pela paciéncia e
ensinamento durante o desenvolvimento desse trabalho.

Por Gltimo, mas ndo menos importante, um obrigado a todos 0s amigos e colegas presentes ao
longo destes dois anos, que me ajudaram e apoiaram bastante, em especial as minhas amigas
Doia (segunda mée), e Débora, que foram meu porto seguro e minha fortaleza ao estar longe

de minha familia.



RESUMO

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) tem sido proposta como um método
alternativo para o tratamento de infeccdes causadas por micro-organismos como bactérias e
fungos. Tal técnica baseia-se na agdo simultanea de uma fonte luminosa e um agente
fotossensibilizador, que na presenca de luz, geraa producdo de oxigénio singleto e espécies
reativas de oxigénio que ao interagirem com componentes celulares, promovem a morte
celular desses micro-organismos. Esse estudo teve como objetivo avaliar a acdo da TFDa
explorando nanoparticulas de prata (com tamanho médio de 13 nm) e moléculas de
riboflavina(157 uM) em conjunto com um LED (Light Emitting Diode) com comprimento de
onda no azul (A=455 + 20nm), sobre cepas de Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosae Candida albicans. As cepas de S. mutans foram repicadas em BHI (Brain
Infusion Heart) e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, por
48 he os indculos de P. aeruginosa foram cultivados e estocados em TSA (Tryptic Soy Agar),
em presenca de O,, a 37° C, por 24 horas. Decorrido o tempo de incubagéo, coldnias dos
micro-organismos foram suspensas em Phosphate Buffered Saline (PBS) a uma densidade
de1x10’ Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)/mL.As culturas de Candida albicansforam
cultivadas em meio SAB+Y (Agar Sabouraud Dextroseenriquecido com extrato de levedura).
A incubacdo foi realizada a temperaturade 37°C, durante periodo de 24 horas. Em
sequida,foram preparadassuspensées com concentracdo de 5x10° células/mL,correspondente &
turbidez de 0,5 na escala McFarland.O experimento foi dividido em doze grupos—o grupo
controle, o grupo apenas com o tratamento com a luz (L), tratamento com a riboflavina (Rb),
utilizacdo da prata (Ag) e o sistema NPsAgRDb+L. Posterior aotratamento, foi realizado
diluicdo seriada e as placasincubadas a 37 °C por 24 horas para bactérias e 48 hs para Candida
sp. Ao final foi realizada a contagem de UFC/mLde ambos os micro-organismos. Os
resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva. Na reducdo de UFC/mL foi
estatisticamente significante em culturas de S. mutans com reducdo de 3 logs no nimero de
células viadveis ap6s 6 minutos de irradiacdo (p <0,05).A inativacdo fotodindmica contra P.
aeruginosa ndo foi observada estatistica significativa ap6s tratamento (p > 0,05). O mesmo
foi observado nas culturas de C. albicans(p > 0,05), concluindo-se que a utilizacdo de
nanoparticulas préximas ao fotossensibilizador foi eficiente contra bactérias Gram-positivas.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, Nanoparticulas de Prata, Riboflavina,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Candida albicans.



ABSTRACT

Antimicrobial Photodynamic Therapy (TFDA) has been proposed as an alternative method for
treating infections caused by microrganisms such as bacteria and fungi. This technique is
based on the simultaneous action of a light source and a photosensitizing agent, in the
presence of light, generates the singlet oxygen and reactive oxygen species to interact with
cellular components and promote cell death of these microrganisms. This study aimed to
evaluate the action of TFDa exploring silver nanoparticles (with an average size of 13 nm)
and riboflavin molecules (157 mM) in conjunction with an LED (Light Emitting Diode) with
a wavelength in the blue (A = 455 + 20nm) on Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans. The strains of S. mutans were subcultured in BHI (Brain
Heart Infusion) and incubated in bacteriological incubator at 37 ° C in an atmosphere of 5%
CO2 for 48 h and the inocula of P. aeruginosa were grown and stored in TSA (Tryptic Soy
Agar) in the presence of O, at 37°C for 24 hours. After the incubation time, colonies of
microrganisms were suspended in Phosphate Buffered Saline (PBS) at a density of 1x10’
colony forming units (CFU)/mL. The Candida albicans cultures were grown in SAB + Y
(Sabouraud Dextrose Agar enriched with yeast extract). Incubation was carried out at 37°C
temperature for 24 hours. Then, suspensions were prepared with a concentration of 5x10°
cells/mL, corresponding to 0.5 on the McFarland turbidity scale. The experiment was divided
into twelve groups - a control group, the only group with treatment with light (L), treatment
with riboflavin (Rb), use of silver (Ag) and NPSAgRb + L system. After the treatment was
carried out serial dilutions and the plates incubated at 37°C for 24 hours for bacteria and 48
hours for Candida sp. At the end it was performed CFU counts / ml of both microrganisms.
The results were submitted to descriptive statistical analysis. The reduction of CFU/mL was
statistically significant in cultures of S. mutans to 3 logs reduction in the number of viable
cells after 6 minutes of irradiation (p < 0.05). The photodynamic inactivation against P.
aeruginosa was no statistically significant after treatment (p> 0.05). The same was observed
in cultures of C. albicans (p> 0.05), it was concluded that the use of nanoparticles next to the
photosensitizer was effective against Gram-positive bacteria.

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy, Silver Nanoparticles, Riboflavin,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes tém sido uma das principais causas de morbidade e mortalidade ao longo
da historia da humanidade promovida principalmente por bactérias e fungos. Encontram-se
por toda parte, na agua, no solo e, inclusive, em nossos corpos. Contudo, 0 uso de proéteses,
pacientes imunodeprimidos, usos de antibidticos de largo espectro, pode alterar a relacdo
parasito/hospedeiro, passando a serem patogénicos (Tabah et al., 2012).

A cavidade oral humana é colonizada por uma variedade de micro-organismos, dentre
eles o Streptococcus mutans, uma bactéria Gram-positiva, que tem uma forte associacdo com
a carie dentaria. A carie dentaria pode ser definida como uma doenca infectocontagiosa, que
determina, inicialmente, uma dissolucdo localizada dos componentes inorganicos dos dentes,
devido aos acidos organicos provenientes do metabolismo bacteriano dos carboidratos
fermentéaveis da dieta. Com a progressao do processo, ocorre a dissolucdo dos minerais da
dentina e desgaste total da polpa dentaria. A reducdo de micro-organismos patogénicos da
superficie dental é um dos principais fatores envolvidos na prevencéo e controle das lesGes de
carie (DeRosa; Crutchley, 2002).

Outro micro-organismo que faz parte da microbiota da cavidade oral é a Canida sp.
com maior prevaléncia da Candida albicans. Esses micro-organismos na presenca de fatores
predisponentes como proteses removiveis mal-adaptadas e mal higienizadas, mudancas na
microbiota bucal, feridas cronicas de mucosa, uso sistémico prolongado de antibi6ticos,
corticoterapia, uso de imunossupressores e doencas que causam imunodeficiéncia, como a
AIDS, ocasiona o desenvolvimento de infecgdes na mucosa oral, chamada de candidiase oral
ou ainda candidose, uma infeccéo altamente dolorosa que pode comprometer o individuo ao
fazer a ingestéo de alimentos por exemplo(PAZ-CRISTOBAL et al., 2014).

A Pseudomonas aeruginosa, € uma bactéria muito relacionada ao ambiente hospitalar
que frequentemente coloniza pacientes queimados. Sua patogenicidade deve-se
principalmente & resisténcia adquirida em relacdo aos antibioticos tornando dificil sua
erradicacdo(Hazrati e col, 2010).

Com a descoberta dos antibidticos na década de 40 e sua introdugdo no tratamento
dessas infecgdes, este problema tendeu a desaparecer. No entanto, 0s micro-organismos tém

se adaptado a esses medicamentos — gentamicina, tobramicina, neomicina, bacitracina entre



outros -contrariando os avancos alcangados no tratamento de infecgdes (Tavares, 2000,
Onaolapo J, 1994).

Diante deste cenario, novas modalidades de tratamento necessitam ser incorporadas no
mercado como coadjuvante, sendo assim, a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana € uma
alternativa promissora no mercado(Denis et al., 2011).

Essa técnica consiste na associacdo de um fotossensibilizador, e uma fonte de luz em
comprimento de onda adequado, tendo como objetivo provocar morte celular através da
producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de oxigénio que sdo altamente citotdxicos as
células bacterianas e fngicas (Caminos; Durantini, 2006).

A mesma vem se tornando uma ferramenta importantepor oferecer algumas vantagens
em relacdo a agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte microbiana é
rapida, diminuindo a necessidade de manutencdo de altas concentracdes de substancias
quimicas por longos periodos, como no caso do uso de agentes antimicrobianos. Em segundo
lugar, pode ser seletiva, ou seja, nem o fotossensibilizador nem a luz empregados
isoladamente possuem acdo antimicrobiana. Finalmente, a resisténcia bacteriana também é
improvavel, porque a morte bacteriana ndo esta ligada a mediacao de radicais quimicos. Outro
aspecto importante é o carater traumatico da terapia fotodindmica, pois ndo ha necessidade de
movimentacdo no local a ser administrado o tratamento e ndo causa dor nem efeitos
colaterais. Além disso, ndo apresenta efeito citotdxico, diferentemente do que é observado em
antibidticos e antifungicos (Johnson, 2006).

Por estas raz0es, a terapia fotodindmica antimicrobiana pode ser uma alternativa
interessante na reducdo microbiana e, consequentemente, importante na prevencao e
tratamento das lesGes cariosas, infeccbes por bactérias e leveduras. Sendo assim,
contribuicdes tedrico-praticas nesta linha de pesquisa sdo importantes, ndo sé para aumentar o
acervo de conhecimentos cientificos, mas também para fornecer respaldo cientifico a
democratizacdo do acesso aos usuarios da terapia com laser (Baptista et al., 2012).

Como a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana necessita de um fotossensibilizador
para producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de oxigénio, diversos
fotossensibilizadores com finalidade antimicrobiana sdoestudados e testados (Zhang et. al.,
2008). A riboflavina (vitamina do complexo B2), possui caracteristicas propicias ao seu uso,
pois apresentam estabilidadebioldgica, eficiéncia fotoquimica, seletividade pela célula alvo e
minimo efeitotoxico as células normais (Rivlin et al., 2009). Outra caracteristica importantedo

fotossensibilizador estd a banda e intensidade de absorcdo, bem como suaeficiéncia na



producdo de espécies reativas de oxigénio, e o tempo de vida noestado tripleto(Ahmad et al.,
2004).

Além disso, nanoparticulas de prata podem ser associadas ao fotossensibilizador em
terapia fotodinamica, pois essas nanoparticulas em interacdo com moléculas do agente
fotossensivelaumentam a producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de oxigénio, por
um mecanismo conhecido como ressonancia localizada de plasmons(Melo et al., 2012).Nesse
processo as nanoparticulas metalicas irradiadas gera uma oscilacdo coletiva dos elétrons do
metal, o qual chamamos de ressonancia localizada de plasmons, induzindo alteragdes no
campo elétrico proximo a nanoestrutura (Haes; Duyne, 2002).

Neste trabalho, foi utilizado um protocolo de inativagdo fotodindmica explorando
nanoparticulas de prata em associacdo com moléculas de riboflavina sobre micro-organismos
cariogénicos (Streptococcus mutans), bactéria do grupo das Gram- negativas (Pseudomonas
aeruginosa) e leveduras do género Candida albicansassociando e fonte luminosa, um LED de
emisséo azul.

Este trabalho consiste de cinco capitulos. O capitulo 1 descreve o estado da arte em
relacdo a TFDa e seus mecanismos de acdo, nanoparticulas de prata, fotossensibilizadores e
micro-organismos patogénicos aos seres humanos.

O capitulo 2 refere-se ao objetivo geral e especificos desta dissertacéo.

As técnicas utilizadas na metodologia — como sintese das nanoparticulas de prata e sua
caracterizacdo, fotossensibilizador utilizado, desenho do experimento e desenvolvimento do
tratamento aos micro-organismos testados (Capitulo 3 — Materiais e Métodos).

O capitulo 4 refere-se a apresentacdo e discussdo dos resultados.

Conclusdo (Capitulo 5).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (TFDa)

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, também conhecida como TFDa, do termo
em inglés AntimicrobialPhotodynamic Therapy, constitui-se uma modalidade de tratamento
para infeccbes fangicas, bacterianas, virais. Tal técnica se baseia por um principio de
funcionamento, que envolve a acdo conjunta de um fotossensibilizador, o qual absorve luz em
comprimento de onda adequado e com certa eficiéncia, luz e oxigénio em seu estado
fundamental (*0,), como mostrado esquematicamente na Figura 1, induzindo a inviabilizacdo
do micro-organismo por dois mecanismos, apoptose e necrose. A combinacdo desses trés
elementos induz a producéo de oxigénio singleto (*O.) e espécies reativas de oxigénio, como
o0 peroxido de hidrogénio (H,05), superdxido (O,) e radicais hidroxila (OH"), induzindo assim
a morte celular via necrose (por inviabilizacdo direta do tecido ou por danos causados a sua
vasculatura) e/ou apoptose (processo de morte celular programada) (Machado, 2000). Tal
principio foi reportado pela primeira vez por Oscar Raab em 1900. Ele observou a morte de

micro-organismos quando expostos a luz solar, na presenca do corante acridina (Caminos;
Durantini, 2006).

OXIGENIO
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Figura 1.Representagdo esquematica do principio que norteia a Terapia Fotodindmica (TFD). O efeito
terapéutico (necrose e/ou apoptose causadas pela acdo de oxigénio singleto formado) somente se pronunciard
caso haja agdo conjunta de luz de comprimento de onda adequado, de um croméforo (fotossensibilizador) e de
oxigénio em seu estado fundamental (30,).
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Esta forma de tratamento teve inicio a mais de 4.000 anos, quando 0s egipcios
ingeriam plantas contendo psoralenos e se expunham a luz solar para tratar doengas como o
vitiligo (Simplicio et al., 2002). No inicio do século XX, Raab e Von Tappeiner (1900),
constataram acidentalmente, durante um estudo da acdo da acridina sobre culturas de
parameécios, expostos a luz intensa (neste caso a luz solar), que estes organismos morriam sob
essas condigdes.

Von Tappeiner e Jesionek na década de 1910 utilizaram a aplicacédo topica do corante
eosina e exposi¢do de uma luz branca para o tratamento de tumores de pele. Juntamente com
Jodlbauer, Von Tappeiner demonstrou a presenca de oxigénio nestas reacOes de
fotossensibilizagdo onde introduziram o termo “Ag¢do Fotodindmica” para descrever este
fendbmeno. Em 1924, Policard relata a fluorescéncia de tumores, induzidos
experimentalmente, com o auxilio de uma lampada de Wood e profirina. Em 1942, Auler e
Benzer, demonstram a formacao de necrose tumoral apés uso de porfirina e luz. Na década de
70, os estudos se voltaram para a utilizacdo desta terapia para bactérias e fungos (Schackley,
1999).

Nos anos 90, a microbiologia passou a utilizar-se da terapia fotodindmica, a qual ficou
conhecida como Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, como alternativa de tratamento para
bactérias que ocasionalmente adquirem resisténcia aos antibiéticos tradicionalmente
utilizados, e a partir de 1992, Wilson e colaboradores, utilizaram a terapia fotodindmica em

bactérias que compdem a microbiota da cavidade oral (Johnson, 2006).
2.1.1 Mecanismos de acdo da terapia fotodinamica

A molécula do fotossensibilizador ao absorver energia pela irradiacdo de uma fonte de
luz em comprimento de onda adequado, essas moléculas sairdo do seu estado fundamental
passando a um estado de maior energia, 0 estado excitado. Em seguida, estas moléculas
podem retornar ao seu estado fundamental, perdendo energia em um processo conhecido pela
emissdo de fluorescéncia, ou passar por um sistema e chegar a um estado intermediario de
energia, doando energia ou carga. Nesse estado intermediario, as moléculas podem interagir
com 0 oxigénio, resultando em espécies altamente reativas de oxigénio, como é o caso do
oxigénio singleto (*O), e os radicais livres, hidroxilas e &nions superdxidos (Calzavara-
Pinton, 2006).

H& dois mecanismos principais de atuagdo da TFDa; o tipo | e o tipo Il, de interacdo

com as biomoléculas, como evidenciado na Figura 2.
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Figura 2 — Diagrama de Jablonski — Esquema de transferéncia de elétrons pelos mecanismos tipo | e

tipo Il com produgdo de oxigénio singleto, anions superoxidos e hidroxilas.

O mecanismo tipo | envolve a transferéncia de elétrons ou captacdo de &tomos de
hidrogénio entre o fotossensibilizador no estado de maior energia e 0 O, gerando radicais
livres altamente reativos (ROS) tais como peroxidos, anion superéxido, radicais hidroxila e
peréxido de hidrogénio, que agem na membrana celular desses micro-organismos (Amaral et
al., 2010).

Ja o mecanismo tipo Il ocorre transferéncia de energia. Ou seja, o fotossensibilizador
no estado excitado de energia (T3), transfere energia para a molécula de oxigénio, cujo estado
fundamental (30,), gerando uma espécie de oxigénio altamente reativa, conhecido como
oxigénio singleto (*O,), que pode interagir com um grande nimero de substratos biolégicos,
induzindo danos a parede celular de bactérias, fungos, etc (Rezusta et al., 2012).

O oxigénio singleto é o fator intermediario no processo fotodindmico, apresentando
um papael importante nainativacdo celular. Em sistemas biolégicos, o oxigénio singleto
possui tempo de vida extremamente baixo, cerca de aproximadamente 0,3 us, em fungio
disso, seu raio de agdo é muito reduzido. Apesar disso, 0 'O, exerce fortes efeitos citotoxicos
aos componentes moleculares da célula, tais como as suas organelas, proteinas, fosfolipidios
da membrana celular, DNA, mitocondrias, tendo como resultado a morte celular. Por causa da
difusdo limitada de 'O, em decorréncia da meia vida curta, a reacdo leva a uma resposta
localizada, o qual a torna ideal para aplicacdo em infeccdes localizadas, sem afetar outras
moléculas ou células. Além disso, a reacdo para imediatamente apds a luz ser desligada (Biel
etal., 2011).



O oxigénio singleto é o principal agente citotdxico responsavel pelos efeitos
biolégicos do processo de foto-oxidacdo. Entdo o processo da terapia fotodindmica
antimicrobiana é, geralmente, mediada pela reacdo tipo Il, principal via de danos as células
microbianas (Chen et al., 2007).

Durante o processo de fotossensibilizagéo, pode ocorrer apoptose ou necrose celular,
ou os dois, sendo que na maioria dos casos ocorre apoptose. A morte celular pode ser causada
por dano a membrana, liberacdo de enzimas lisossomais, dano ao DNA e inibicdo do
metabolismo energético. O alvo critico pode ser distinto em diferentes células, ainda que seja
empregado o mesmo fotossensibilizador (Issa M C A, Manela-Azulay M., 2010).

Em decorréncia do estresse sofrido pela célula na TFD, ha altera¢cdes no metabolismo
de calcio e lipideos. Muitas das respostas celulares estdo centradas na mitocéndria. Esses
efeitos levam a inducdo de apoptose via mitocondria envolvendo caspases e liberacdo de
citocromo C (Paz-Cristobal, 2014). A liberacdo de citocromo C estd associada a perda do
potencial de membrana mitocondrial, e a ativacdo de caspases € necessaria para 0
aparecimento da morfologia apoptética, mas ndo para a perda do potencial de membrana.

Porém, apenas a liberacdo de citocromo C ja é suficiente para iniciar uma resposta
apoptdética. Apo6s a liberacdo do citocromo C pela mitocondria, hé a ativacdo das caspases e
subsequente ativacdo de vias para estagios finais de apoptose. Na cascata apoptdtica, 0 passo
apos ativacdo da caspase é a clivagem de numerosos fatores protéicos, os quais sao,
normalmente, envolvidos na manutencdo da estrutura celular, incluindo reparo do DNA (Paz-
Cristobal, 2014).

Ball et al. (1998) avaliaram, in vitro, o dano ocasionado pela TFD utilizando um
derivado catidnico do azul de metileno e luz proveniente de ld&mpada halégena em células
leucémicas P388. O comprimento de onda de 610 e 700 nm, a 5 mW/cm? e 1,5 Jicm?,
associado ao uso da concentracdo de 0,02 UM e 0,05 uM do fotossensibilizador, seguido pela
aplicacdo de luz por trés minutos, resultou em 50% e 90% de diminuicdo das células
sobreviventes, respectivamente, em relacdo aos controles.

Os diferentes tipos de laser também acarretam diferentes tipos de morte celular.
Miyamoto, Umebayashi e Nishisaka (1999) avaliaram a acdo da TFD em ceélulas Hela,
utilizando HpD por uma hora, na concentragdo de 1 pg/mL e lasers continuo e pulsado, na
dosimetria de 1 a 10 J/cm?. Ao utilizarem o laser pulsado, a viabilidade das células foi maior,
e a morte ocorreu por apoptose trés a seis horas ap6s o tratamento. Ja& o laser continuo

apresentou acéo citotoxica maior que o pulsado, levando as células & necrose.



O tempo de interagdo do fotossensibilizador com o micro-organismo também deve ser
considerado. Um fotossensibilizador que é absorvido lentamente deve primeiro, causar dano
na parede celular, enquanto efeitos como quebra de cadeia de acidos nucléicos ocorrerao,
aparentemente, em tempos de incubacdo mais longos (Wainwright, 1998).

Rovaldi et al. (2000) investigaram, in vitro, a acdo da TFDa sobre bactérias da
cavidade oral. Utilizando um laser com comprimento de onda de 662 nm, 100 mW/cm?
durante 150 minutos e dois derivados da clorina, 0 Ce6 e Ce6-5K, este ultimo conjugado,
verificaram que o tratamento das células com luz ou com o fotossensibilizador de forma
isolada ndo afetou a viabilidade das mesmas. Quando empregados em conjunto, ocorria
atividade bactericida. Segundo os autores, o Ce6 tem atividade contra bactérias Gram-
positivas e 0 Ce6- 5K, em combinagdo com a luz, eliminou tanto bactérias Gram-positivas,
quanto Gram-negativas.

Embleton et al. (2002) verificaram, in vitro, a seletividade da TFDa na inativagédo de
dois micro-organismos Gram-positivos. O fotossensibilizador utilizado foi uma clorina, e o
laser He-Ne, 35 mW, 632,8 nm. A TFDa foi capaz de inativar o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina com inativacdo de 99,1% deste, mas ndo afetou o Streptococcus
sanguinis. Observaram, também, que o fotossensibilizador conjugado a uma imunoglobulina
G (1gG), mostrou-se mais eficaz contra o Staphylococcus aureus meticilino-resistente do que
o fotossensibilizador ndo-conjugado. A exposicdo a 8,4 Jicm? e 25 pg/mL eliminou 99,7%
dos isolados de Staphylococcus aureus. Ja a dosimetria de 21 J/cm? em cinco minutos de
exposicdo e 6,9 pg/mL de IgG-SnCe6, acarretou inativacdo de 99,99% dos Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.

Lee et al. (2004), ao estudarem a TFDa com LED na taxa de fluéncia de 100 mW/cm?
e ALA (5-4cido aminolevulinico), verificaram que nenhuma célula viavel de Pseudomonas
aeruginosa foi detectada ap6s o tratamento com ALA a 20 mM seguido por aplicacdo do LED
a 120 J/em?.

Krespi et al. (2005) avaliaram a agdo da TFDa, in vitro, sobre as bactérias orais
Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis, associadas a periodontite. Como material
utilizaram uma lampada de luz hal6gena, poténcia de 250 W e comprimento de onda de 650
nm, cuja taxa de fluéncia foi de 50 mW/cm?, o azul de metileno como FS e com exposicdo de
um minuto. Como resultado, foi observado uma taxa de inativacdo de 50% na concentracao
de 0,075% e de 0,1% de azul de metileno com exposicao a luz por um minuto.

Lambrechts, Aalders e Van Marle (2005) avaliaram a a¢do da TFDa utilizando uma

porfirina catidnica, a TriP e lampada halégena (luz branca) 30 mW/cm? sobre cultura de C.



albicans. A organela-alvo era a membrana citoplasméatica. Os seguintes eventos foram
observados: antes da irradiacdo, a TriP liga-se a parede da C. albicans e, apds irradiacdo, a
membrana celular é danificada e torna-se permeavel a ela. Com o dano letal & membrana
instalado, grande quantidade de TriP penetra na célula. De acordo com os autores, apds a
aplicacéo de uma dosimetria de 5,4 J/cm?, 99,8% das células foram foto-inativadas.

Bastos et al., 2013, analisaram a acdo da quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana(PACT) com Ftalocianina cloro-aluminio (FC-CIAI) sobre osmicrorganismos
Pseudomonas aeruginosa (Gram —) e Staphylococcus aureus (Gram +). As aplicacdes foram
realizadas com laser de comprimentode onda de 670 nm (vermelho), com doses de 35 J/cm?,P
= 100 mW. Os testes observaram que ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os
grupos experimentais com S. aureuse P. aeruginosa. Foi possivel também observar umaacéo
bactericida das substancias testadas, encorajando a realizacdo de analises mais detalhadas para
averiguarse esse resultado se mantém com biofilmes mais maduros e se é mais eficaz com

substancias outras associadasa Ftalocianina Cloro-Aluminio.

2.2 NANOPARTICULAS DE PRATA

Com osavancos na area da tecnologia e desenvolvimento de novos nanomateriais, tém-
se descoberto novas propriedades eletrénicas, Opticas e cataliticas Unicas para aplicacGes
nanotecnoldgicas de materiais em escalas nanométricas (Santos, 2011).

O estudo em nanotecnologia permite a construcdo e manipulacdo de particulas em
tamanhos nanométricos. O nandmetro, a unidade de medida utilizada, equivale a 1
bilionésimo do metro (1,0x10°m). O termo nanotecnologia foi usado pela primeira vez em
1959, pelo fisico Richard Feynman (vencedor do prémio Nobel de fisica em 1965) em uma
palestra proferida durante a reunido anual da Sociedade Americana de Fisica no Instituto de
Tecnologia da California (Caltech). O referido pesquisador descreveu um campo sobre o qual
poucos estudiosos tinham pensado, e muito menos investigado. Feynman apresentou a ideia
de manipular e controlar coisas numa escala extremamente pequena através da construcdo e
modelagem da matéria atomo a atomo.

Porém, o termo "nanotecnologia™ foi definido pelo Professor Norio Taniguchi da
Universidade de Ciéncia de Téquio, num artigo de 1974 intitulado "Sobre o conceito basico
de Nano-tecnologia” da seguinte forma: "Nanotecnologia consiste principalmente em
processamento, separacdo, consolidacdo e deformacgdo de materiais por um atomo ou uma

molécula”. No seu artigo, Taniguchi desenvolveu as ideias de Feynman em mais detalhe
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afirmando que “nanotecnologia é a tecnologia de producdo de materiais em escala
nanométrica a partir de um material de maior tamanho. As ideias basicas neste campo foram
popularizadas e exploradas em maior profundidade na década de 1980, quando K. Eric
Drexler promoveu o significado tecnoldgico de fendmeno e dispositivos a nanoescala atraves
de discursos e dos livros Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology (1986) e
Nanosystems: Molecular Machinery, Manufacturing, and Computation. (Choi; Mody, 2009).

Na antiguidade, os romanos se tornaram nanotecnologistas sem saber, quando eles
misturavam o cloreto de ouro com vidro derretido para fazer vitrais. Esse processo resultava
em particulas de ouro em tamanhos nanométricos os quais, em funcdo do tamanho, quando
expostos a luz, refletia cores diferentes de outras vidrarias. Evidentemente que naquela época
0s romanos ndo tinham ideia que se tratava de particulas nanométricas. O mais conhecido
deles é a taca de Lycurgo, cuja a presenca de nanoparticulas de ouro e prata com didmetro
médio de 40 nm, quando excitadas pela luz, atribui a tagca mudancas de coloragdo. Essas
nanoparticulas absorvem e espalham luz verde ou azul, sendo assim, quando a luz ¢ refletida
na taca ela apresenta uma coloracdo esverdeada, enquanto se colocada dentro da taca,
apresentara uma coloracdo avermelhada (Clement; Jarrett, 1994).

No final da década de 80 descobriu-se que nanoparticulas metélicas, como as de prata,
tém propriedades diversas - Opticas e cataliticas, por exemplo - com campo de aplicagcGes em
sensores, conversores de energia e chips eletrdnicos, entre outros, exibindo propriedades
importantes ndo observadas em materiais em sua forma volumétrica. As propriedades fisicas
passaram a ser influenciadas pela relacdo superficie/volume.Sendo assim, diante do interesse
cientifico referentes as nanoparticulas, novos estudos foram feitos, e observaram que as
nanoparticulas de prata tinham agdo antimicrobiana (Zang et al., 2008).

O emprego da prata e de seus compostos na medicina se deve a atividade
antibacteriana e antifungica dos ions Ag’. O farmaco denominado sulfadiazina de prata
(Figura 3), € muito utilizado em pacientes queimados para evitar e tratar infecces. Este
composto possui amplo espectro de atividade, sendo muito eficiente contraPseudomonas
aeruginosa, sendo um dos principais organismos responsaveis pelas infeccGes decorrentes de

gueimaduras (Sousa, et al.; 2013).

Figura 3. Estrutura da sulfadiazina de prata.



11

Dentre as nanoparticulas, as de prata sdo de fundamental importancia, pois apresentam
um amplo espectro de atuacdo que inclui atividade antimicrobiana frente micro-organismos
em geral, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos, leveduras e
virus. A atividade antifingica e antibacteriana das nanoparticulas de prata ja foi relatada por
diversos pesquisadores (Kim et al., 2009; Falkiewicz-Dulik & Macura, 2008;Akhavan &
Ghaderi, 2009).

A acdo das nanoparticulas de prata podem ser bem observadas na Figura 4 de acordo
com os autores Morones, J.R. et al. (2005), Shrivastava, S. (2007), Yang, W.J. et al. (2009),
Lok, C.N. et al. (2007), Yamanaka, M. et al. (2005), Jung, W.K. et al. (2008).
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Figura 4: Mecanismos de acdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata. As nanoparticulas podem
interagir com a parede celular bacteriana proporcionando lise, podem interagir com a fita de DNA inibindo a sua

replicagdo, bem como interagir com os ribossomos inibindo a sintese de proteinas.

Sua interagdo ocorre com a membrana celular causando danos a parede celular e, no
interior destas células, interagem com o DNA provocando a sua desnaturacdo e impedindo a
divisdo celular (NETO et al., 2008). Agem tambem na superficie da membrana celular e
interferem de forma negativa em suas funcbes de permeabilidade. Pode-se afirmar que a
ligagdo destas particulas na célula depende da &rea superficial disponivel para a interacdo
(Marcato, et al., 2012, Morones et al., 2005).
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Em alguns paises é determinada por lei a necessidade de administrar nos olhos de
criangas recém-nascidas solugdes aquosas contendo sais de prata para evitar infeccbes
oculares neonatais. A administracdo de ions de prata como medicamento € vantajosa, pois
esses ions, geralmente, ndo apresentam efeitos adversos em seres humanos. De fato, o uso de
compostos de prata como medicamento € muito antigo e vale destacar que seus sais, como 0
AgNO;3, tem sido utilizados durante séculos como agentes antimicrobianos e que 0 uso destes,
diminuiu drasticamente quando os antibidticos foram introduzidos nas praticas médicas.
Entretanto, em decorréncia do aumento de casos envolvendo resisténcia aos antibidticos, 0s
compostos de prata tém ganhado espago. Outra importante aplicacdo de compostos de prata
na medicina é no revestimento de cateteres, valvulas cardiacas e outros dispositivos médicos
com polimeros impregnados de prata a fim de retardar o desenvolvimento de biofilme
microbiano (Silver, 2003).

Em 2008, Hernandez-Sierra et al., estava observando culturas de Streptococcus
mutans frente a nanoparticulas de prata, ouro e zinco. Durante o estudo, foi possivel observar
que o ouro e 0 zinco nao foram capazes de inativar cepas de S. mutans, porém as
nanoparticulas de prata apresentaram uma diferenca estatistica significante apresentando um
MIC de 4.86 + 2.71 ug/m a esse micro-0rganismo.

O unico efeito negativo conhecido para o ser humano por uso da prata é a Argyria, um
irreversivel escurecimento da pele causado por uso continuo e prolongado tratamento com
prata. Este envenenamento pela prata, porém, sO ocorre com particulas em escala
micromeétrica e uso prolongado ao longo de anos, pois estas obstruem as membranas celulares.
Por outro lado, as nanoparticulas em tdo baixa concentracdo podem circular pelas membranas
celulares sem ocasionar danos a organismos superiores, haja vista que a concentracao efetiva
para atuacdo contra micro-organismos é de 0,1 pg.L™ e a concentracdo tdxica a seres
humanos é de 10 mg.L™ (Berni; Ribeiro; Zucolotto, 2008).

Melo et al, (2012), analisando o wuso das nanoparticulas de prata e
fotossensibilizadores, observou que essas nanoparticulas quando préxima a um agente
fotossensivel induzia a uma maior geracdo de oxigénio singleto. Essa descoberta possibilitou
uma nova modalidade no uso das nanoparticulas de prata, ampliando a exploracdo suas
utilidades.

A sintese das nanoparticulas de prata foi através do método de revestimento com
pectina. Como agente fotossensivel, foi utilizado a riboflavina — uma vitamina do complexo
B2. As NPsAg possuiam tamanho em torno de 13 nm e a riboflavina em uma concentragéo de

157 uM. Durante os experimentos realizados, observaram uma geracdo de oxigénio singleto
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com aumento em 28.5%. Esse fato também é em decorréncia que fluor6foros perto de
nanoparticulas metélicas gera uma oscilacdo coletiva dos elétrons das nanoparticulas,

caracteristica conhecida como ressonancia localizada de plasmons. observado na Figura 5.
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Figura 5: Emisséo de fluorescéncia espectral, A.,= 502 nm para sensor de oxigénio singleto. Riboflavina em agua
(), Prata sem revestimento com pectina (---) e prata com revestimento com pectina e riboflavina (—)
(Adaptado de Melo et al., 2012).

2.3 RESSONANCIA LOCALIZADA DE PLASMONS

Podemos entender um plasmon como onda referente a oscilacdo coletiva de elétrons
de nanoparticulas (Plasmons localizados) presentes em um meio(Xia.; Halas, 2005).

Na condicdo de ressonancia associada a excitacdo de plamons localizados, grande
parte da energia do feixe de luz incidente na NP metélica é transferida para a oscilacdo dos
elétrons. Sendo essa uma onda confinada a NP.(Prado et al., 2014).

Quando plasmon ¢ formado, acontece uma separacdo de cargas elétricas na particula,
em funcdo da oscilacdo coletiva dos elétrons. Em outras palavras, por periodos muito curtos
de tempo, os elétrons acumulam-se mais em uma regido da particula do que em outra,
conforme € ilustrado pela Figura 6 (Rycenga et al., 2011). O que induz mudangas
significativas no campo externo proximo as particulas possibilitando o aumento da absorgao
por moléculas préximas as NPs, resultando em aumento de absorcdo (Zang et al,. 2007),
alteracdo de emissdo fluorescente (Tang et a., 2005) e geracdo de oxigénio singleto (Melo et
al., 2012).
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Para se obter a condicdo de geracdo de plasmons localizados, pardmetros como
material e tamanho das nanoparticulas, composicdo do meio externo e comprimento de onda

da radiacdo incidente sdo essenciais.
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Figura 6: Esquema de excitacdo dos elétrons por uma onda eletromagnética em nanoparticulas, gerando uma
nuvem de elétrons na conducdo da nanoparticula, a qual é conhecida como oscilagdo dos plasmons em uma

esfera.
2.4 FOTOSSISIBILIZADORES

Fotossensibilizadores sdo moléculas com capacidade de absorver luz numa
determinada regido do espectro e transferir energia para outras moléculas. O interesse por
sensibilizador vem sendo desenvolvidos em virtude do uso destas substancias no tratamento
de tumores e na fotoinativagdo de micro-organismos em diversos sistemas biologicos, tanto
“in vitro” como “in vivo” (Babtista et al., 2012).

As propriedades fisico-quimicas dos fotossensibilizadores e dos sistemas biolégicos
em que irdo atuar sdo extremamente importantes para a eficiéncia do processo de
fotossensibilizacdo. A habilidade de um componente em absorver luz incidente ndo significa
necessariamente que ele possa atuar como um fotossensibilizador. Outros requisitos séo
importantes para ser considerado ideal, dentre elas, ndo apresentar caracteristicas toxicas para
as células do hospedeiro, apresentar toxicidade local apenas apds a ativacdo da luz,

permanecer em estado excitado por tempo suficiente para permitir a sua interacdo com as
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moléculas vizinhas e produzir espécies citotdxicas capazes de causar mortecelular (Correa;
Rettore Junior; De Sousa, 2012).

Didaticamente os fotossensibilizadores sdo classificados em trés geracbes — primeira
geracdo, segunda geracdo e terceira geracdo. Foram classificados assim, em relagcdo a ordem
de descoberta, bem como as alteracbes a que foram submetidos ao longo do tempo. Os
fotossensibilizadores de primeira geracéo incluem as hematoporfirinas (Hp) e os derivados de
hematoporfirinas (HpD) sendo os fotossensibilizadores mais utilizados na década de 70
através da terapia fotodinamica. Os mais conhecidos sdo Photogem® (Timtec Corp., Newark,
USA) e o Photofrin® (Dahl et al., 1989).

Os fotossensibilizadores de segunda geracdo s@o as ftalocianinas, naftalocianinas,
clorinas, bacterioclorinas e as purpurinas, desenvolvidos em laboratorio em decorréncia das
limitaces das drogas de primeira geracdo. Esses fotossensibilizadores sdo sintetizados
quimicamente e apresentam caracteristicas que se assemelham a mais de um
fotossensibilizador ideal, como por exemplo, o deslocamento do pico de absorcdoem
comprimentos de onda maiores (650nm — 850nm), alta producdo de oxigénio singleto, baixa
acumulacdo tecidual, etc. (Honigsmann et al., 2013).

Os farmacos de terceira geracdo correspondem aos farmacos de primeira e segunda
geracdo, porém estdo associados a sistemas como lipossomas, nanoparticulas, micelas, e

anticorpos conjugados (Maftoum-Costa et., 2008).

2.4.1 Riboflavina

A riboflavina (Rb) é uma vitamina do complexo B2, que foi isolada pela primeira vez
pelo quimico inglés Wynter Blyth no ano de 1879, porém néo foi purificada. Esse estudo foi
realizado no leite da vaca, onde era observado um pigmento amarelado o qual na época foi
denominado lactocromo(Massey, 2000). Cinquenta anos se passaram e nenhuma mudanca
aconteceu ao estudo sobre aquele pigmentoe entdo na década de 30 é que foi descoberta que
essa vitamina era constituinte do complexo B, sendo a purificacdo da prdpria vitamina
amplamente facilitada (Massey, 2000).

Os quimicos da época, como Richard Kuhn, em Heidelberg, e Paul Karrer, em Zurich,
entraram em uma corrida acirrada para determinar a estrutura, sendo que ambos obtiveram
sucesso quase que concomitantemente. Varios nomes foram propostos para a ‘“nova”

vitamina, dentre eles lactoflavina e ovoflavina, mas o prefixo ribo ficou consagrado entre a
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area académica. Apresenta coloracdo amarela e possui em sua estrutura uma cadeia ribitil e

um sistema de anéis isoaloxazina, como observado na figura 7 (Souza et al., 2005).

CH
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Figura 7: Estrutura quimica da riboflavina

Hoje, sabe-se que essa vitamina €é componente das coenzimas flavina
mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD), as quais participam de
diversas reacbes de Oxido-redugdo importantes no metabolismo (Hustad et al., 1999).
Coenzimas derivadas da Rb sdo requeridas para o metabolismo do acido félico, piridoxina e
niacina, além de serem utilizadas por enzimas de eritrdcitos, como a glutationa redutase que é
uma enzima importante pertencente ao sistema de protecdo contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS) geradas nessas células (Rivlin et al., 2009). Curiosamente, a Rb pode tanto
contribuir quanto inibir o estresse oxidativo, através da sua dupla habilidade de produzir
superdxido e, ao mesmo tempo, poder estar envolvida na reducéo de hidroperdxidos (Massey,
2000).

Na literatura ha relatos que a Rb apresenta outras fungdes bioldgicas podendo atuar
como quimioprotetor (Webster et al., 1996), modulador do estado redox (Massey, 2000) e
agente citotdxico/antitumoral (Souza et al., 2006; de Souza Queiroz et al., 2007). Tal vitamina
também ¢ fotossensibilizador enddgeno, apresentando sensibilidade a radiacdo ultravioleta
(UV) e visivel (La Rochette et al., 2000). A Rb ao absorver luz atinge o estado excitado e
atraveés de transferéncia de energia (cruzamento intersistemas), passa ao estado tripleto, que
pode ser desativado seguindo mecanismos do tipo | ou Il. No mecanismo do tipo I, a Rb no
estado tripleto excitado age diretamente sobre um substrato levando a fotoxidagédo do mesmo
e, como consequiéncia, ocorre a geracao de radicais intermediarios, além de espécies reativas
de oxigénio, tais como anion superoxido, radical hidroxil e perdxido de hidrogénio (H,0,) (La
Rochette et al., 2000; Edwards; Silva, 2001). No mecanismo do tipo I, a Rb no estado

excitado interage com oxigénio molecular gerando oxigénio singleto.
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Kashiwabuch et al., 2012, observaram a inativacdo de Staphylococcus auerus
utilizando a riboflavina como agente fotossensivel em exposicdo a luz ultravioleta (UVA). A
riboflavina estava na concentracdo de 1% e o comprimento de onda de aproximadamente 365
nm. Neste trabalho, ndo observou-se acéo da atividade antimicrobiana contra S. aureus.

Arboleda et al 2014, avaliaram o uso do rosa de bengala e riboflavina na terapia
fotodindmica contra isolados de Fusarium solani, Aspergillus fumigatus e Candida
albicanscomo agentes causadoresde ceratite fungica. Em um grupo foi utilizado a riboflavina
+ irradiacdo de 375 nm; e em outro grupo o rosa bengala + 518 irradiacdo nm. A irradiacédo
foi realizada usando um diodo (LED) matriz verde emissor de luz (comprimento de onda de
pico: 518 nm) e um LED em comprimento de onda de 375 nm). As placas testes foram
irradiadas com uma densidade de energia de 5,4 J/cm?. O rosa de bengala apresentou agdo
inibitéria em todas as trés culturas, porém a riboflavina nao foi capaz de apresentar inativacdo

fotodindmica diante dos isolados.

2.5 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS

A maioria das bactérias apresenta parede celular, exceto micoplasmas, que sao
intracelulares. A parede celular é variavel em sua composi¢do quimica o que determina a
existéncia de grupos de bactérias, denominadas de Gram-positivas e Gram-negativas (Jawetz,
2009).

A parede celular € um revestimento rigido que confere forma a célula, maior
resisténcia as adversidades da pressdo osmética, mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
e constitui-se uma estrutura antigénica (antigeno O), que caracterizam e diferenciam tais
bactérias (Mimset al., 2005).

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede com varias camadas de
peptideoglicano (mureina), composta por subunidades alternadas de N-acetilglicosamina
(NAG) e N-acetilmuramico (NAM). Estas moléculas sdo ligadas de forma cruzada por
tetrapeptideos conferindo maior rigidez a parede. Encontra-se ainda na parede o acido teicéico
constituido por um carboidrato, fosfato e alcool (Trabulsi; Alterthum, 2005).

A estrutura da parede celular das bactérias Gram-negativas € mais complexa.
Apresenta uma camada mais estreita de peptideoglicano, além da membrana externa,
diferentemente das bactérias Gram-positivas, onde sua parede apresenta apenas

peptideoglicanos, como observado na Figura 8 (Tortora, 2012).
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Figura 8: Morfologia da parede celular de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (adaptado de Tortora,
2012).

2.5.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

As infeccbes bacterianas tém sido uma das principais causas de morbidade e
mortalidade ao longo da histéria da humanidade. Com o advento dos antibidticos, este
problema tendeu a desaparecer. No entanto, esses micro-organismos tém vindo a desenvolver
mecanismos de resisténcia que tém contrariado os avancos alcangados no tratamento de
infeccdes (Goll & Faria, 2013).

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos das bactérias ou adquiridos por
transmissao de material genético ou mutacdo (Rice; Bonomo, 2005).

2.5.1.1 Alteracéo de permeabilidade
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A possibilidade de um medicamento passar a barreira da parede celular bacteriana é
chamada de permeabilidade e é essencial para que o antibiotico tenha o efeito desejado, quer
seja bactericida quer bacteriostatico (Goodman & Gilman's, 2008).

Neste tipo de resisténcia, a modificacdo da permeabilidade do antibiotico se deve as
alteracOes estruturais, do nimero, da seletividade ou do tamanho das porinas que estabelecem
canais especificos pelos quais as substancias podem passar para 0 espaco periplasmatico e, em
sequida, para o interior da célula. A permeabilidade limitada é responsavel pela resisténcia
intrinseca dos bacilos Gram-negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina
e pela resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ao trimetoprim. As bactérias utilizam esta
estratégia na aquisicao de resisténcia. Assim, uma alteracdo na porina especifica da membrana
celular externa de P. aeruginosa, pela qual o imipenem geralmente se difunde, pode excluir o
antimicrobiano de seu alvo, tornando P. aeruginosa resistente a este antibiético (Declour,
2009).

2.5.1.2 Alterac&o do sitio de acéo do antimicrobiano

Cada tipo de antibiético atua em um sitio alvo, quando ocorre alteracdo do local-alvo
de modo a impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui um dos
mais importantes mecanismos de resisténcia. Essa alteracdo € em decorréncia da aquisicdo de
um gene a qual induz a bactéria a alteracdo do seu sitio-alvo, ou seja, codificada um novo
produto resistente ao antibidtico, substituindo o alvo original. Um exemplo é o
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e Estafilococos coagulase-negativos que
adquirirem o gene cromossémico Mec A e produzem uma proteina de ligacdo da penicilina
(PBP ou PLP) resistente aos B-lactamicos, que é suficiente para manter a integridade da
parede celular durante o crescimento, quando outras PBPs essenciais sdo inativadas por
antimicrobianos B-lactdmicos. Alternativamente, um gene recém-adquirido pode atuar para
modificar um alvo, tomando-o menos vulneravel a determinado antimicrobiano. Assim, um
gene transportado por plasmideo ou por transposon codifica uma enzima que inativa os alvos
ou altera a ligacdo dos antimicrobianos como ocorre com eritromicina e clindamicina (Rice;
Bonomo, 2005).

2.5.1.3 Bomba de efluxo

As bactérias possuem um sistema chamado de bomba de efluxo. Esse mecanismo é

parte integrante da membrana plasmatica bacteriana e tém sido responsabilizadas por diversos
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casos de resisténcia a antibidticos. O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
intracelular para o extracelular, isto é, o seu efluxo ativo, produz resisténcia bacteriana a
determinados antimicrobianos. A resisténcia as tetraciclinas codificada por plasmideos

em Escherichia coli resulta deste efluxo ativo (Fabris et al., 2014).
2.5.1.4 Mecanismo enzimatico

A resisténcia antimicrobiana mais importante se da através do mecanismos enzimatico
onde o medicamento é degradado através da acdo de enzimas. As B-lactamases hidrolisam a
ligacdo amida do anel beta-lactamico, destruindo, assim, o local onde os antimicrobianos [3-
lactdmicos ligam-se as PBPs bacterianas e através do qual exercem seu efeito antibacteriano.
As bactérias podem apresentar diferentes pB-lactamaseS, sendo codificadas em cromossomos
ou sitios extracromossémicos através de plasmideos ou transposons, podendo ser produzidas
de modo constitutivo ou ser induzido. A resisténcia quase universal de S. aureus a penicilina é
mediada por uma B-lactamase induzivel, codificada por plasmideo. (Rice; Bonomo, 2005).

O uso indiscriminado de antimicrobianos exerce uma enorme pressdo seletiva para a
manutencdo e ampliacdo da resisténcia bacteriana. O uso extenso de antimicrobianos é
seguido proporcionalmente pelo aumento de bactérias resistentes que passam a se disseminar
em consequéncia de medidas insuficientes de prevencdo de infecgdes. Embora ndo se possa
eliminar o uso de antimicrobianos, a administracdo racional desses agentes ndo apenas exige
uma selecdo criteriosa do antimicrobiano e da duracdo da terapia, como também sua indicacéo
apropriada (INSA, 2010).

2.5.2STREPTOCOCCUS MUTANS

A cavidade oral humana comporta uma gama de micro-organismos, desde bactérias
gram-positivas, bactérias gram-negativas, fungos dentre outros organismos que se inter-
relacionam de acordo com as condices fisiologicas e/ou patologicas do hospedeiro. Através
de diversos estudos ficou constatado que mais de 19.000 tipos de micro-organismos estdo
presentes na cavidade oral,e que o desequilibrio parasito/hospedeiro conduz ao processo de
doenca (Keijser et al., 2008).

Fatores que promovem a infeccdo desses micro-organismos como a competicdo por
nutrientes, sitios de adesdo, producdo de agentes antimicrobianos como peroxido de

hidrogénio e as bacteriocinas podem ser fatores determinantes para o estabelecimento de
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relagbes comensais dos micro-organismos com o hospedeiro (Vam Hoogmoed et al, 2008).
Um dos estagios para ocorrer a infeccdo é a producdo de biofilme por estes organismos,
considerado um promotor da alteracdo da composicdo microbiologica local, e
consequentemente, conduz ao estabelecimento da doenca como a cérie dentéaria, gengivite e
periodontite (Bhatti, Takeuchi, 2003).

Estudos realizados em 1987 por Nyvad e Kilian, observaram que as bactérias
primarias de colonizacdo de superficies dentarias recém-higienizadas sdo constituidas
principalmente porStreptococcus mitis, S. oralis e S. sanguinis, todos Streptococcus do grupo
mutans (SGM). Nessa fase, apenas 2% dos micro-organismos sdo classificados como SGM.
Ja quando h& colonizacdo com formacdo de biofilme dentario,o nimero de S. mutans é de
aproximadamente 30% do total da microbiota. Essa modificacdo em relacdo a percentagem é
explicada devido a baixa adesividade que o0 SGM tem a pelicula da dentina. Em contrapartida,
quando ndo ha higienizacdo adequada, tais bactérias tem capacidade de formar glucanos
eficientes e insollveis em agua, corroborando para um acelerado acimulo de bactérias no
biofilme dentério.

Em 2000, Rovaldi e colaboradores, usando um derivado de porfirina (clorina ce6-5k)
associado a um laser de diodo (10mW, 632nm, 15J/cm?), observaram que a eficacia
antimicrobiana do método foi melhorada em decorréncia do aumento da concentragdo do
fotossensibilizador, inibindo significativamente o crescimento de S. mutans e outras cepas de
bactérias.

Zanin et al. (2006), utilizaram cepas de S. mutans, S. sobrinus e S. sanguinis
organizados em biofilme sobre blocos de dentina, crescidos durante 5 dias. Nesse
experimento um LED vermelho com 620-660 nm e 85,7J/cm? o fotossensibilizador azul de
orto-toluidina foram utilizados para irradiar os mesmos. Ao final do experimento observaram
reducdo de 95% das células viaveis de S. mutans e S. sobrinus e de 99% das células viaveis S.
sanguinis.

Paschoal (2009) utilizando o azul de orto-toluidina (TBO) e LED no comprimento de
onda vermelho demonstrou que a efetividade da TFD contra cepas de S. mutans dependia de
uma concentragdo minima do corante fotossensibilizador(2,5ug/mL), associada a uma
densidade de energia minima da fonte luminosa (24J/cm?).

Leles et al. (2013) utilizando trés corantes diferentes, o TBO, verde malaquita, o azul
de tripan e como luz excitante um feixe de luz vermelha na dose de 95J/cm?. Os resultados
observados foi que diminuindo a quantidade do corante aplicada e aumentando a densidade de

energia mais cepas do micro-organismo se tornavam inviaveis. Além disso, o verde malaquita
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utilizado na terapia fotodinamica apresentou o melhor efeito antimicrobiano em biofilme de S.
mutans.

Aurélio et al. (2014), utilizando os corantes curcumina e azul de toluidina expostos a
42J/cm? de uma luz branca frente a Streptococcus mutans, observaram que houve um
decaimento de 5log para ambos os fotossensibilizadores utilizados ap6s o tratamento,
concluindo que a combinacdo de uma luz ndo-coerente a iluminagdo com baixas
concentracdes de fotossensibilizador vem alcancado bons resultados na fotoinativacao
de S. mutans, e pode ser considerada um agente antimicrobiano eficaz in vitro para reduzir o

namero de micro-organismos pertencentes a classe das bactérias Gram-positivas.
2.5.3PSEUDOMONAS AERUGINOSA

As bactérias pertencentes a esse género sdo bacilos Gram-negativos, nao
fermentadores e considerados oportunistas causando infeccbes em  pacientes
imunodeprimidos.

P. aeruginosa é encontrada em diversos ambientes principalmente em hospitais, sendo
considerado um patdgeno de grande relevancia no que se diz respeito as infeccGes
hospitalares. Esta bactéria cresce em meios de cultura simples devido a sua versatilidade nos
requerimentos energéticos e nutricionais. Sua patogenicidade deve-se principalmente a
resisténcia adquirida em relacdo aos antibioticos tornando dificil sua erradicacdo (Sharma et
al., 2014).

Inicialmente, a infeccdo por Pseudomonas aeruginosa requer alteragdo no sistema de
primeira linha, sendo resultado geralmente de interrupcdo das barreiras cutaneas ou das
mucosas, por exemplo: traumas, queimaduras, o uso de cateteres, imunodepressdo de ordem
terapéutica, clinica ou fisioldgica (Dean, 2011).

De modo geral, conforme pode ser visto 0s antimicrobianos tem se tornado
progressivamente incapaz de atuar no sitio de acdo das bactérias, ou seja, 0S micro-
organismos tém desenvolvido mecanismos cada vez mais complexos adquirindo e
transmitindo aos demais descendentes mutagdes e com isso conferindo resisténcia aos
quimioterapicos antimicrobianos. Salientando-se que a automedicacdo, gera aumento da
resisténcia bacterianaque conduz a um problema de satde publica (ANVISA, 2007).

De acordo com Gongalves (2010) as bactérias se utilizam de varios mecanismos de
resisténcia aos antibioticos, dentre eles a destrui¢do ou inativagdo da droga, destruigcdo do anel

beta-lactdmico, ou peniciliase produzida pelo micro-organismo, incapacidade do antibidtico
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de penetrar na superficie das células bacterianas, alteracdo dos sitios-alvo da das drogas, como
pela troca de um aminoacido. A bactéria pode ainda possuir uma via bioquimica alternativa,a
qual desvia da reacdo que é inibida pelo antibidtico na célula, além do efluxo rapido onde a
droga € ejetada para fora antes que possa se tornar efetiva.

Os bacilos Gram-negativos fermentadores de glicose estdo envolvidos em muitas das
infeccdes em Unidades de Terapia Intensiva UTI’s, sendo representados principalmente por
Pseudomonas aeruginosa (ANVISA 2007). Tem sido mostrado que a humidade é um fator de
risco para essas infeccdes, sendo a contaminacdo proveniente de equipamentos como
respiradores, umidificadores, reservatorios de agua e transmissao pessoa-pessoa através das
maos (Machado, 2009).

Para os micro-organismos deste grupo sdo relatadas elevadas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos do grupo das quinolonas, aos beta-lactdmicos e aminoglicosideos,
principalmente devido a producdo de beta-lactamases (Sader et al., 2001, ANVISA,
2007).Menezes et al. (2004) relata ainda resisténcia total da P. aeruginosa a cefotaxima,
ampicilina e tetraciclinas.

Nussbaum et al. (2003) utilizaram laser de 810 nm, com variacdo na irradiancia de
0,015 W/cm? (0-50 J/icm?) e 0,03 W/cm?® (0-80 J/cm?), em uma Unica sessdo frente a
Pseudomonas aeruginosa. Ap0s tratamento, houve aumento no crescimento bacteriano
(p=0,01), similar nas duas irradiancias (p=0,36), observando assim, que a variacdo da
irradiancia néo influencia no resultado.

Em um estudo realizado por Sharma et al., em 2005, obtiveram uma reducéo de P.
aeruginosa de 3log utilizando (TBO), um fotossensibilizador também pertencente a familia
das fenotiazinas, na concentragdo de 150 M com 36 J/cm?.

Tseng et al., em 2009, demonstraram efeitos similares em quatro cepas distintas de P.
aeruginosa, apos a TFD. Trés cepas sdo multirresistentes e uma susceptivel a antibioticos,
ApoOs 0s experimentos observaram que essas cepas, resistentes e néo-resistentes, eram
susceptiveis ao tratamento da mesma maneira.

Wardlaw et al., (2011) avaliaram a eficiéncia da TFD na inativacdo da P. aeruginosa
de infecgdes de feridas. O fotossensibilizador utilizado foi o &cido aminolevulinico (ALA) em
exposicoes de 15 segundos até duas horas e variando a concentragdo também do
fotossensibilizador de 1 M a 0,1 mM. com comprimento de onda de 635 nm e uma dose entre
54 a 324 Jlcm®. Apbs o experimento observaram que ndo ocorreu reducdo significativa das
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).
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Orlandi et al., (2014), utilizando um fotossensibilizador sintetizado, o GD11, que
pertence a classe de boro-dipirrometeno (BODIPY) e um laser observou que o tratamento foi
eficaz permitindo um decaindo de 7log, sendo uma nova alternativa na terapéutica. Sendo
assim, a TFD associada a um fotossensibilizador ha uma grande perspectiva no tratamento das

infeccBes causadas tanto por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

2.6 LEVEDURAS DECANDIDA SP.

Leveduras do género Candida sdo fungos comuns a microbiota do hospedeiro humano
e constituem a principal causa de infeccdo fungica da cavidade oral. Pelo menos 167 espécies
desses microrganismos foram isolados do homem, mas apenas 40 espécies causam
manifestacdo clinica nesse hospedeiro. O género Candida é, freqlentemente, encontrado
como comensal nos tratos gastro-intestinal e genito-urinario (de Oliveira, 2010). A C.
albicans é a espécie mais comumente encontrada na cavidade oral, seguida pela C. glabrata,
C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis (Kabawat, 2014).

O isolamento de leveduras da cavidade oral de pacientes sem manifestacdo clinica
revela freqiiéncia média de 34,4% de portadores para as espécies de Candida sp. em geral e
de 17% para a C. albicans (Salerno et al., 2011). De acordo com Calcaterra et al., (2013), a
lingua, o palato e a mucosa séo os locais mais afetados pela candidiase, ja que sdo o0s sitios
mais freqliente e densamente colonizados, sendo que, na presenca de fatores predisponentes,
sdo os primeiros locais a alcancar uma concentracdo de organismos suficiente para causar
manifestacao clinica.

Segundo Fotos, Vincent e Hellstein (2006), o eritema da mucosa constitui a
apresentacdo clinica mais prevalente da candidiase oral. Os autores verificaram que 60% dos
pacientes apresentavam candidiase eritematosa, 36% apresentavam  candidiase
pseudomembranosa e 24%, a forma hiperplasica.

Os fatores que predispdem o individuo a candidose oral sdo: idade avancada; infancia;
gravidez; diabetes melito; hipotireoidismo; deficiéncia de ferro, folato e vitamina B12;
leucemia aguda; AIDS; aplasia do timo; uso de corticoides ou antibidticos de amplo espectro;
xerostomia; leucoplasia; cancer de boca; tabaco e préteses dentarias removiveis,
imunodepressdo, tratamentos medicamentosos para AIDS, radio e quimioterapia, transplantes

de Orgdos e de medula 0ssea e neutropenia, também sédo fatores predisponentes importantes .
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Ruhnke et al. (2007) analizaram 305 amostras da cavidade oral de 65 individuos HIV-
positivos, obtidas antes e apos terapia com fluconazol, sendo 201 (66%) C. albicans, 50
(16,5%) C. glabrata, 35 (12%) C. krusei, 11 (4%) C. tropicalis, trés (1,0%) Geotrichum
candidum e dois (0,5%) Saccharomyces cerevisiae. A C. albicans foi isolada de todos os
pacientes com candidiase orofaringea antes da terapia com fluconazol e em mais de 75% de
todos os pacientes ap0s cura clinica da mesma. No minimo duas espécies de Candida foram
isoladas de 38 amostras.

Cross et al. (2004) verificaram que a C. albicans foi a Unica espécie isolada de
amostras de 12 pacientes em um total de 22 portadores de estomatite protética, uma forma de
candidose eritematosa. Nos dez restantes, havia associagdo da C. albicans com outras espécies
do fungo como C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. krusei.

Al-Abeid et al. (2004) avaliaram 95 pacientes portadores de cancer submetidos a
quimioterapia, radioterapia e/ou tratamento cirurgico, e 65 individuos saudaveis. Os autores
coletaram amostras da cavidade oral e verificaram a prevaléncia de 31,5% de C. albicans,
23,2% de C. glabrata, 12,6% de C. parapsilosis e 5,3% de C. tropicalis nos pacientes
portadores de cancer. Os individuos saudaveis exibiram prevaléncia de 27,7% de C. albicans,
6,2% de C. glabrata e nenhum caso de C. parapsilosis ou C. tropicalis. A C. glabrata e a C.
parapsilosis foram mais freqiientes em pacientes com leucemia do que em pacientes com
tumores sélidos.

Em 2011, Hoshi et al., realizaram um estudo visando observar o principal micro-
organismo de candidiase oral em pacientes com estomatite angular. Os resultados obtidos ao
longo do trabalho, o principal micro-organismo isolado e identificado foi a Candida albicans
representando de 15% a 70%.

Pereira et al., (2013) observaram 100 pacientes visando identificar os agentes
etioldgicos que mais causavam estomatite protéica. Desses 100 pacientes avaliados, o micro-

organismos mais incidente foi a C. albicans (p<0,05).

2.6.1Candida albicans

Candida albicans constitui uma levedura comensal da cavidade bucal sendo a espécie
mais isolada do género. Alterac6es no ambiente do hospedeiro podem resultar em transicéo de
C. albicans da fase comensal para a patogénica provocando infecces superficiais e até
sistémicas (Samaranayake et al., 2009; Wilson et al., 2009). Por se tratar de um micro-

organismo oportunista, para o0 estabelecimento da infeccdo sdo requeridos fatores
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predisponentes sistémicos e ou locais, como o uso de agentes imunossupressores, antibioticos,
estrogénios, uso de prétese e ma higienizacdo bucal (Naglik et al., 2008; de Souza et al.,
2008).

Em pacientes imunodeprimidos, como o0s individuos com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a candidose oral € a manifestacdo fungica mais comum
constituindo um indicador da progresséo da infec¢do por Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), revelando falha imunoldgica dos pacientes, pois a imunidade celular adquirida
desempenha papel importante na prevencdo contra este quadro clinico (Gaitan-Cepeda et al.,
2005). Episddios recorrentes e exposicdo prévia aos antifungicos convencionais sdo as
principais causas de falha terapéutica para o tratamento da candidose oral em pacientes com
AIDS (Wilheim et al., 2009).

O tratamento de escolha para estas infec¢Ges é 0 uso de antifungicos sistémicos, porém
a recorréncia de candidiase é comum, além do risco de resisténcia ao medicamento e
interacbes com outros farmacos (Paz-Cristobal et al., 2014). Além disso, os antiflngicos
sistémicos podem causar efeitos adversos, como nauseas, vomito, cefaléia, além do risco de
desenvolver hepato-toxicidade.

Em virtude do acometimento de inimeros individuos debilitados por infec¢bes por
leveduras do género Candida e a falha terapéutica observada nestas situacdes, sdo propostas
novas opcoes de tratamento para a reducdo destas leveduras na cavidade bucal, como o uso da
TFD. Esta terapia consiste em administrar um agente fotossensivel ndo toxico, por via tépica
ou sistémica, seguida de irradiacdo por uma fonte de luz em comprimento de onda adequado
na presenca ou nao de oxigénio com consequente producdo de espécies reativas de oxigénio
ou radicais livres, os quais provocam danos inespecificos nos micro-organismos podendo
provocar o extravasamento dos constituintes celulares e inativacdo de sistemas de transporte
de membrana e enzimas, porém nao apresentam efeitos mutagénicos(Hamblin, Hasan, 2004;
Maisch, 2007; Konopka, Goslinski, 2007; Donnelly et al., 2008).

A associacdo do laser de baixa potencia com o FS azul de metileno foi testada em
algumas espécies de Candida albicans por Demidova e Hamblin (2005). Esse estudo
demonstrou que 84,8% das coldnias de C. albicans foram reduzidas com essa associacdo e
que os elementos isolados, ou seja, somente o0 azul de metileno, ou somente a exposi¢ao ao
laser, ndo obtiveram reducéo significativas nas colénias das amostras de C. albicans.

Peloi et al. (2008) avaliaram a acéo fotodinamica do azul de metileno na concentracao
de 35,2 uM irradiado por LED (2-12 J.cm™) com comprimento de onda de 663 nm por 10, 20,

30 e 60 minutos em S. aureus, E. coli e C. albicans com reducéo em log10 de 2,34-3,71, 1,61-
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3,41 e 2,77-3,87, respectivamente. Os autores sugeriram que o LED pode ser promissor como
fonte de luz para a TFD por apresentar uma alta eficiéncia e baixo custo, aléem de néo ter
efeito antifungico quando aplicado sozinho ou apresentar pouca sensibilidade.

Junqgueira et al. (2009) utilizaram a TFD, mediada por azul de metileno e laser
Arseneto de Galio Aluminio (AsGaAl), aplicando in vivo para o tratamento de candidose
bucal induzida em ratos demonstrando reduzir as alteracdes epiteliais e resposta inflamatéria
crénica, porém sem reducdo do nimero de leveduras.

Mima et al., (2010) em experimentos realizados com o fotossensibilizador Photogen®
e azul de metileno alcangaram reducéo de leveduras do género Candida, como de 1,04 logyo a
2,74 logye utilizando altas concentracGes de fotossensibilizador, e longos periodos de
irradiacdo por LED azul e vermelho e laser.

Com aplicacéo de LED de emissdo de luz azul (37,5 J.cm™), foi encontrado trabalho
de Dovigo et al. (2011) que avaliaram o efeito antifungico da TFD mediada por Photogen®
na concentracdo de 25 mg/L em cepas padrdo de C. albicans e C. grabrata e cepas resistentes
ao fluconazol. Como resultado do experimento, todos os micro-organismos foram inativados
nestes parametros.

Duarte et al. (2014) avaliaram a eficicia da TFD, utilizando Azul de Toluidina (AT)
como fotosensibilizador e uma fonte de luz (LED) em biofilmes de Enterococcus faecalis e
Candida albicans onde apresentou uma reducdo significativa da massa celular bioativa com

uma percentagem de sobrevivéncia de 24,76% para o E. faecalis e 17,14% para a C. albicans.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro a eficacia da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana utilizando
nanoparticulas de prata (NPsAg) e moléculas de riboflavina (Rb) em bactérias Gram-positiva

e Gram-negativa e leveduras de Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar NPsAg;

e Realizar teste in vitro do potencial antimicrobiano das NPsAg associadas ou ndo a
riboflavina em isolados de Pseudomonas aeruginosae Streptococcus mutans através
da terapia fotodinadmica;

e Verificar in vitroa acdo antimicrobiana das NPsAg em associacdo com a riboflavina

ou ndo em isolados de Candida albicans utilizando um LED.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA REVESTIDAS COM
PECTINA

A metodologia descrita neste trabalho tem como referéncia a utilizada por Melo et al.,
(2012a), respeitando os padrdes de concentracdodo nanomaterial e fotosensibilizador.

Na sintese das nanoparticulas revestidas com pectina, 1 mL pectina citrica (CPKelco
brand) a 0.5% foi adicionado a 25 mL de &4gua e 3 mL de uma solugdo 10° M doprecursor
(AgNOs; da Sigma-Aldrich). O sistema ficou em aquecimento eagitacdo magnética e, ao atingir a
temperatura de 80°C, 1 mL de uma solucdo de citratode sédio (Sima-Aldrich) 0.1 M foi
adicionado. A partir da adi¢do da solucdo de citratode s6dio, manteve-se o0 aquecimento e também
a agitacdo magnética por 30 minutos.Durante este periodo, a solucdo, inicialmente incolor,
tornou-se amarelo claro e, ao finalda sintese, amarelo mais escuro, porém com aspecto

transparente. A sintese estaesquematizada na Figura 9.

' T 80°
ﬁ Aquecimento ﬁii,\_
Agitaciao |

1 ml pectina citrica
0.5%
25 ml H20
3 mlAgNO310-3 M

Adicao de 1ml

30 minutos Inicio da Citrato d
apos reducio -itrato de
Adicao do sodio 0.1M

citrato de so6dio
Figura 9 — Esquema da sintese das nanoparticulas de prata revestidas com pectina. Apresenta a mudangade

coloragdo (do incolor, passando ao amarelo palido, até o amarelo mais forte, porém transparente)observada
durante o processo (Adaptado de Melo et al., 2012).

4.2. IRRADIACAO
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O LED utilizado para a realizagdo do experimento com culturas de bactérias, foi um
LED 2=455 + 20nm (MMOptics, Sdo Carlos, Brasil) com densidade de poténcia de
90mW/cm?. Para as células de Candida albicans foi utilizado um Fotopolimerizador Optilight
Max A=455 + 20nm (GNATUS), com densidade de potencia da luz > 1200 mW/cm?.

4.2 FOTOSSENSIBILIZADOR

O fotossensibilizador utilizado na pesquisa foi a riboflavina (Rb), composto organico
que faz parte do complexo vitaminico B2. A mesma foi adquirida da Sigma-Aldrich.A
capacidade fotossensibilizadora da riboflavina em sistemas bioldgicos esta relacionada ao alto
potencial redox de seu estado mais excitado de energia. Embora o potencial redox da
riboflavina seja —0,3 V, em pH 7,0 sua irradiacéo e ativacdo ao estado de maior energia, eleva
o0 potencial redox a 1,7 V que € bem maior que o potencial redox de importantes biomoléculas
como aminoacidos, proteinas, lipidios e acidos nucléicos que, desta forma, podem sofrer

fotodegradacdo em presenca de riboflavina.
4.3 LINHAGENS BACTERIANAS

Foram utilizadas nesse trabalho, cepas padrdo American Type Culture Collection, de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Streptococcus mutans ATCC 25175.0s inoculos de
P. aeruginosa foram cultivados e estocados em TSA (Tryptic Soy Agar), em presenca de O,
a 37°C, por 24 horas. Streptococcus mutansforam cultivados em meio anaer6bio, em meio

Infusdo Cérebro-Coracéo (brain heart infusion — BHI), a 37° C, por 2 dias.
4.4. CANDIDA ALBICANS
Para realizagéo dos testes in vitro de leveduras de Candidas albicans foram utilizadas

cepas da Micoteca URM — UFPE, depositadas desde o ano de 2010, conforme tabela abaixo
(Tabela 1).

Tabela 1: Isolados depositados na Micoteca URM — UFPE utilizados para o experimento in vitrona Terapia

Fotodinamia Antimicrobiana.
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NUdmero
6349
6550
6549
6548
6547
6546
6545
6544
6543
6542
6250

Espécie
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Local

Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral
Cavidade oral

Doenca de base
ATCC
Céncer de pulméo
Cancer de testiculo
Cancer
Cancer
Tumor gastrico
Céancer de mama
Tumor na cavidade oral
Tumor raquimedular
Linfoma ndo-Hodgkin
Leucemia

Ano

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2010

4.4. DESENHO DO EXPERIMENTO

Para a realizacdo do experimento, doze grupos foram criados, como podemos observar

na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Grupos utilizados para avaliagdo da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana frente bactérias Gram-
positiva e Gram-negativa

GRUPOS TRATAMENTOS
Grupo 1 — Controle N&o foi submetido a nenhum tratamento
Grupo 2 — LED Amostras irradiadas por 10 minutos, sem AgNPs
ou Riboflavina.
Grupo 3 - Ag Apenas Ag NPs foi adicionada aos micro-

Grupo 4 - Ag + LED
Grupo 5—-Rb

Grupo 6 - Rb + LED
10 minutos

Grupo 7 — Rb + NPs Ag

Grupo 8 —NPs Ag + Rb + LED

2 minutos

Grupo 9 - NPs Ag + Rb + LED

4 minutos

Grupo 10 - NPs Ag + Rb + LED

6minutos

Grupo 11 - NPs Ag + Rb + LED

8 minutos

Grupo 12 - NPs Ag + Rb + LED

10minutos

organismos.

Ag NPs e irradiacdo com LED por 10 minutos.
Apenas riboflavina foi adicionada aos micro-
organismos.

Depois da adicdo da riboflavina, a amostra foi
irradiada por 10 minutos.

Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos sem irradiacao.
Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos, em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 2 minutos.
Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos, em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 4 minutos.
Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos, em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 6 minutos.
Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos, em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 8 minutos.
Foram adicionadas riboflavina e NPs Ag aos
micro-organismos, em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 10 minutos.

O grupo controle, 350uL da suspensdo do micro-organismo em PBS e 150 pL de agua

destilada esteril foram depositados em tubos Eppendorf totalizando um volume final de 500

uL, que posteriormente foram levados ao vortex e agitados. Depois de agitada a suspensdo
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ficou em repouso por um periodo de 10 minutos (tempo adotadopara todas as amostras). Apos
0s 10 minutos asuspensdo foi levadanovamente ao vortex e agitada. Em seguida uma aliquota
de 20 pL foi adicionada ao poco A-1 marcado em uma placa demicrotitulacdo na qual foi
realizada uma diluicdo seriada. Para isso cada pogo a partir do -1 ja continha 180 pL de PBS
de forma que ao final da diluicdo o volume final do pogo foi de 200 puL e com concentragdo
final de 10,

Nos grupos 2 (LED), 3 (NPsAQ), 4 (Ag+LED), 5 (Rb), 6 (Rb +10 min), e 7 (Rb+Ag),
0 mesmo protocolo definido no grupo controle seré o utilizado neste grupo.

Nos grupos 8, 9, 10, 11 e 12 inicialmente 350 uL da suspensdo do micro-organismo
suspenso em PBS e 150 pL do sistema (Ag, Rb, Ag+Rb), foram depositados em tubo
Eppendorf chegando a um volume final de 500 pL e levados ao vortex e agitado. Depois de
agitada em vortex, essa suspensdo ficou em repouso por um periodo de 10 minutos para todas
as amostras. Ao final desse periodo, a amostra foi novamente agitada em vortex e uma
aliquota de 150 pL foi retirada e colocada em um poco da placa de microtitulacdo e entéo
foram irradiados com LED com A=455+-20nm (MMOptics, Sdo Carlos, Brasil) com taxa de
fluéncia de 90mW/cm? por um periodo de 2, 4, 6, 8 e 10 minutos.

Em seguida foi adotado a dilui¢do seriada e 0 método de Jett, facilitando a contagem
das unidades formadoras de colbnias e fornecendo ndmeros mais exatos dos micro-
organismos inviabilizados pela técnica (Jett et al., 1997). Uma aliquota de 20 puL dos micro-
organismos submetido ao tratamento foi utilizado para a realizacdo da diluicdo seriada. A

diluicdo seriada ocorreu de 1:10, 1:100, 1:10, 1:10, 1:10°°, como observado na Figura 10.
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Figura 10: Esquema representativo da diluicdo seriada. A diluicdo ocorreu de 1:10 & 1:10°
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Apbs o final da dilui¢do, uma aliquota de 10 pL de cada grupo do poco foi retirada e

dispensada em placa de petri (Meio TSH para Pseudomonas aeruginosa e BHI para

Streptococcus mutans) com auxilio de uma micropipeta multicanal, como observado na figura

9 (A e B). Essas placas ficaram em repouso para que 0 meio absorvesse as amostras. Apés este

periodo as placas foram invertidas, para que a agua de condensacdo formada na tampa da

placa ndo entrasse em contato com o meio de cultura, sendo estas devidamente identificadas e

condicionadas em locais especificos onde ficaram por 24h a 37°C.

Apdbs 24h as placas foram entdo retiradas da incubacdo para a contagem das Unidades

Formadoras de Colénia (UFC) utilizando o contador de coldnias, como observado na Figura

11(A e B) e Figura 12 (A e B).
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Figura 11: Esquema do plaqueamento em placa de petri ap6s diluicdo seriada (A-anterior e B-posterior).
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Figura 12: Esquema das placas de petri ap6s as 24h em estufa para contagem das UFCs (A-anterior e B
posterior).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise estatistica dos resultados com o auxilio do programa GraphPad
Prism, considerando-se nivel de significancia de 5%. Para a analise dos dados de UFC/mL,
foram avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguido de teste de t
estudent para amostras pareadas, também com nivel de significancia de 5%.

A andlise estatistica ANOVA, teve por finalidade comparar a variacdo existente
devido aos tratamentos realizados ao acaso, ou seja, foi utilizada para avaliar a igualdade de
varias médias populacionais.

Quando existe mais de dois tratamentos, neste caso, é necessario aplicar um teste de
comparacdo de médias dos tratamentos, dai podendo concluir qual o melhor tratamento.Entéo
ostestes de comparacdo de médiaservem como um complemento para oestudoda analise de
variancia, dentre eles destacamos o teste de Tukey. E um dos testes de comparacio de média
mais utilizado, sendo adotado paratestartoda e qualquer diferenca entre duas médias de

tratamento.


http://www.infoescola.com/estatistica/teste-de-comparacao-de-medias-teste-de-tukey/
http://www.infoescola.com/estatistica/teste-de-comparacao-de-medias-teste-de-tukey/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
REVESTIDAS COM PECTINAE RIBOFLAVINA

Para caracterizacdo das nanoparticulas de prata através do método de revestimento
com pectina, foi empregada a técnica de absor¢do no UV-Vis. Avaliando o gréafico da Figura
13, observa-se a curva referente a absorbancia das nanoparticulas de prata revestidas com
pectina. Pode-se observar ainda, a banda de plasmons correspondente a amostra revestida com

pectina tendo seu maximo em 417 nm.

| + Pico de absorcdo 417 nm

0,6 q
0,5 1 \
0,4+ \

0,3 4 \

Absorbéncia

0,2

0.14 \ / N

0,0

I ¥ I ' I ' I i I
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de Onda (nm)

Figura 13: Espectro de absor¢do no UV-Vis das nanoparticulas de prata revestidas com pectina.

Para confirmar e dar embasamento ao primeiro experimento foi entdo adotado a
técnica de microscopia eletronica de transmissao (MET).

Uma pequena amostra das nanoparticulas de prata revestidas com pectina e sem
revestimento foi levada aoMET, (Tecnai20), no Centro de Tecnologia Estratégicas do
Nordeste (CETENE).Essa tecnica é adequada para a obtencéo de imagens das nanoparticulas,

permitindo a avalia¢do da distribuicdo de tamanho e forma,observado na Figura 14 (A e B).
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| 50 nm

| 200 nm

Figura 14:Micrografia obtida por MET das nanoparticulas de prata obtidas pelo método de sintese com
revestimento com pectina. Em (A), nanoparticulas esféricas, apresentado forma e tamanho quase uniforme e com
didmetro medio de 12 nm. Em (B) amostra sem revestimento com pectina, observando forma e tamanho variados
das nanoparticulas.

O método de sintese com revestimento com pectina apresenta-se como uma técnica
vantajosa, pois apresenta nanoparticulas morfologicamente semelhante (formato esférico), o
que diferentemente € observado sem a adicdo da pectina.

O segundo método, sem o revestimento com pectina, pode observar nanoparticulas de
varios formatos e tamanhos, ndo sendo viavel ao estudo realizado nesta dissertacao.

A caracteristica que as nanoparticulas apresentam quando revestidas com pectina,
garante que as moléculas de fotossensibilizadores figuem em uma distancia razoavel do
nucleo metalico das particulas, propiciando um excelente resultado no aumento da producéo
de oxigénio singleto.

Essa caracteristica é bem observadas no trabalho de Melo et al., (2012), onde a sintese
de nanoparticulas de prata revestidas com pectina préximo a um fotossensibilizador aumentou
em 28.5% a producdo de oxigénio singleto.

A riboflavina em agua possui dois picos de absor¢do. Um em 376 nm e outro em 450

nm como observado na Figura 15.
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Figura 15: Espectro de absorcéo da riboflavina em 4gua em UV-vis.

5.2 AVALIACAO DA EFETIVIDADE DA TERAPIA FOTODINAMICA SOBRE
CRESCIMENTO DE CEPAS BACTERIANAS

Os resultados obtidos com a aplicacdo da Terapia fotodindmica Antimicrobiana
explorando nanoparticulas de prata e riboflavina sobre as espécies de Streptococcus mutans e
Pseudomonas aeruginosaap0s tratamento e contagem das UFC (Figura 16 A, B, C) estdo

descritos estatisticamente na Figura 17 A e B.
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Figura 16 — A, Placa de microtitulacdo para diluicdo seriada. B, semeacdo de micro-organismos apos tratamento
na Placa de Petri com meio de cultura. C, Placa de Petri com unidades formadoras de colénia para contagem.

Dos resultados alcangados ap6s o tratamento utilizado, foi observado que, a fragdo de
sobrevivéncia dos micro-organismos testados (Figura 17 A e B),com a TFDa, apresenta
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inibicdo do crescimento microbioldgico do S. mutans (ATCC 25175), por outro lado,
mostrou-se indiferente para 0s experimentos realizados com P. aeruginosa (ATCC 27853).
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Figura 17: Fracdo de sobrevivéncia do S. mutans, em A, e da P. aeruginosa, em B ap6s tratamento com LED
A=455 + 20nm, densidade de potencia 90 mW/cm? explorando nanoparticulas de prata e riboflavina.

Legenda: C = grupo controle; L = luz; Rb = riboflavina; Ag = prata; AgRb 0, 2, 4, 6, 10 representa o sistema
Nanoparticulas de ouro + Riboflavina e o uso do laser irradiando as colénias por esses periodos de tempos
estabelecidos.

Ap0s observacdo dos graficos e andlise estatistica dos resultados, observamos que o S.
mutans j& apresenta uma variacdo na taxa de mortalidade das UFC apds dois minutos de
tratamento. Aos quatro minutos, é possivel observar a diminuicdo de mais de 100x e o
resultado mais satisfatdrios foi no tempo de 6 minutos com a diminui¢do de 300X, porém nao
foi observado nenhuma inativagéo para a P. aeruginosa.

Deve-se ressaltar também que ndo houve reducdo de micro-organismos na utilizacéo
da luz isoladamente como observado na Figura 172, ou fotossensibilizador irradiado sem prata
como observado na Figura 17B, caracterizando assim que o emprego da luz sem o
fotossensibilizador ou o uso apenas do fotossensibilizador excitado ndo possui efeito
citotoxico na dose escolhida. Vale salientar ainda, que ap6s o uso das NPs de prata +
riboflavina e laser, houve um aumento significativo a inativagdo das UFC aos grupos tratados
como é observado nos tratamentos de 2, 4 e 6 minutos na figura 17A.

Este resultado corrobora com dados da literatura que relatam a maior susceptibilidade
das Gram-positivas a TFDa, mesmo quando o tratamento convencional foi intensificado com
a presenca das NPsAg ao fotossensibilizador.

A diferenca na parede celular das bactérias Gram-negativas como a P. aeruginosa,
utilizada neste trabalho, pode ser a justificativa de menor inatividade das UFCs pela TFDa. E

como foi apresentado nas revisoes de literatura, 0S micro-organismos Gram-positivos como o0
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S. mutans sdo mais susceptivel a TFDa, do que bactérias Gram-negativas como a P.
aeruginosa.

Levinson, (2010) relata que essa este tratamento (Np+Rb+L)é mais eficaz por existir
diferencas na parede celular dessas bactérias. As bactérias Gram-positivas possuem a parede
celular mais espessa, formada basicamente por peptidioglicano, por acidos teidicos e
proteinas. J& as Gram-negativas possuem uma parede mais complexa formada por uma dupla
camada lipidica e uma camada de peptidioglicano conferindo a essas bactérias caracteristicas
bem peculiares Essa parede confere uma barreira hidrofébica adicional dificultando a entrada
de algumas substancias como antibidticos.

Nas culturas de P. aeruginosa ndo foi observada inativacdo fotodindmica apos
tratamento com riboflavina sozinha, LED, ou até mesmo em associacdo com as
nanoparticulas de prata, potencializando ainda mais a producédo de oxigénio singleto.

Um estudo realizado por Makdoumi et al., (2010), utilizou culturas de Pseudomonas
aeruginosa através da inativacdo por luz ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm
durante 30 minutos (5,4 J/lcm?) em associacdo com o fotossensibilizador riboflavina em uma
molaridade de 400 puM. Apds o tratamento pré-estabelecido, foi possivel observar uma
pequena inativagdo do micro-organismo. Posteriormente aos 30 minutos irradiados, mais 30
minutos foi acrescentado ao tratamento com 10,8 J/cm? da luz ultravioleta. Nos 60 minutos
depois do tratamento, foi possivel observar uma inativagdo p > 0,5 do micro-organismo
testado.

O resultado encontrado em nosso trabalho contra a P. aeruginosa, observamos um
nivel de significancia <5% indicando que ndo ouve inativacdo fotodindmica contra este
micro-organismo, isso pode ser em decorréncia do tempo de irradiagdo, pois quanto maior o
periodo de irradiacdo, maior podera ser a inativacao.

Em um estudo realizado por Niakan et al., (2013), verificou a acdo antimicrobiana das
nanoparticulas de prata em culturas de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Ao final do experimento observaram que ndo houve significancia
estatistica da inativagdo por nanoparticulas de prata em S. aureus and P. aeruginosa, porém o
S. mutans foi sensivel as nanoparticulas de prata em uma solugéo de 4000 pg.mL™,

Para um resultado mais completo, foi possivelobservar a quantidade denanoparticulas
e fotossensibilizador que penetraram na célula de cada tipo de bactéria estudada.

Para isso, inoculos das duas bactérias avaliadas foram incubados com riboflavina e
NPs Ag por 30 minutos, em seguida as células foram lavadas com PBS (Tampédo fosfato-

salino). Aliguotas de 1 mL, de cada amostra, foram centrifugadas e os precipitados suspensos


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Karim+Makdoumi%22
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em 1 mL de NaOH (0.1 M) e SDS (dodecil sulfatol2 poliacrilamida, 1%), por 24h. Em
seguida, a absorbancia foi medida e, conforme observado na Figura 18, 0S. mutans,
apresentou maior quantidade de nanoparticulas de prata e riboflavina no interior de suas
células, propondo que houve uma maior captacdo do sistema NPsAg — Riboflavina, usado
emTFDa. Esse resultado reforca os estudos citados anteriormente que mostram uma
susceptibilidade maior das Gram-positivas a técnica estudada.
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Figura 18: Resultado do espectro de absorcdo, em 412 nm, do sistema NPs Ag — riboflavina absorvido pelas
células de S. mutans e P. aeruginosa. (Figura cedida por Kato, I. T.; Melo, L. S. A.; Ribeiro, M. S.)

5.3 CANDIDA ALBICANS

A acdo da TFDa mediada por riboflavina e LED explorando nanoparticulas de prata

sobre espécies de Candida albicansem tratamento e contagem das UFC (Figura 19), e

resultadosanalisados através do grafico (Figura 20).

Figura 19: (A): Tratamento das células de leveduras em exposi¢do ao LED usando nanoparticulas de prata e
riboflavina; (B): ap0s tratamento e diluigdo seriada, semeacdo dos micro-organismos em placas de petri; (C):

crescimento fungico ap6s 48 horas de incubagdo e posterior contagem das UFC.
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Figura 20: Fracdo de sobrevivéncia de células de Candida albicans (ATCC), apds tratamento com o sistema
NpAg+Rb+Luz

O grafico acima se refere aos resultados do desenho do experimento. C = grupo
controle; L = tratamento utilizando apenas um led; Rb = riboflavina; Ag = prata, Ag+Rb =
prata e riboflavina juntas; Ag+L = prata irradiada com led; Rb+L = riboflavina irradiada com
led e Ag+Rb+L2,Ag+Rb+L4, Ag+Rb+L6, Ag+Rb+L8, Ag+Rb+L10 refere-se ao complexo
prata e riboflavina irradiadas por um led em comprimento de onda especifico por o tempo de
2,4, 6, 8 e 10 minutos respectivamente.

A fracdo de sobrevivéncia remete a funcdo do ndmero de células viaveis em
decorréncia do tratamento proposto, ou seja, células que apds tratamento permaneceram
vivas.

Como observado na Figura 20, a irradiacdo apenas com LED durante 10 minutos, ndo
foi observado inativacdo fotodindmica, bem como o uso isolado de nanoparticulas de prata,
néo apresenta acao antimicrobiana.

O uso apenas do fotossensibilizador, neste caso a riboflavina, também nédo apresentou
nenhuma inativagdo frente as células de levedura. Quando o sistema NPsAgRb em meio as
células de leveduras foi irradiado com LED também ndo foi observado diferengas

significativasnos tempos de irradiacéo de 2, 4, 6, 8, e 10 minutos.
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O tratamento de escolha para estas infecgdes é o uso de antifungicos sistémicos, porém
a recorréncia de candidiase é comum, além do risco de resisténcia ao medicamento e
interacdes com outros farmacos. Além disso, os antifingicos sistémicos podem causar efeitos
adversos, como nauseas, vomito, cefaléia, além do risco de desenvolver anormalidades
hepéticas, surgindo assim a necessidade de um tratamento coadjuvante ao convencional (Paz-
Cristobal et al., 2014).

Estudos comprovam a utilizacdo de luz associada a fotossensibilizantes como
procedimento efetivo para inativacdo microbioldgica. Porém, pode haver parametros que
influenciam essa terapia, como o tipo e a concentracdo do fotossensibilizador, a fonte de luz e
a dose empregada (JORI, 2006).

Melo et al., (2012) analisando a efetividade da riboflavina em associacdo com
nanoparticulas de prata usando uma camara de iluminacdo baseada em LEDs com
comprimento de onda na regido do azul do espectro eletromagnético (415 nm), com
irradiancia de 17 mW/cm? em espécies de Candida albicans ndo obteve resultados
estatisticamente significantes ao percentual de inativacao fotodinamica (p<03).

Kashiwabuchiet al., (2013), avaliaram a inativacdo fotodinamica em culturas de
Candida albicans e Fusarium solani utilizando uma luz ultravioleta com um comprimento de
onda de 365 nm a uma densidade de poténcia de 3 mW/cm?, durante 30 minutos na presenca
de riboflavina. Os resultados apresentados no trabalho qualitativamente foram corroborados
com os resultados quantitativos que ndo mostraram significancia estatistica entre as amostras .

Sun et al., (2014), em culturas de Candida albicans, usou uma luz ultravioleta (365
nm) em associagdo com a riboflavina, visando a diminui¢cdo das unidades formadoras de
colbnias. Apos tratamento, os autores ndo observaram nenhuma atividade antifingica da luz
ultravioleta em associacdo com a riboflavina frente ao fungo teste.

NaFigura 21, observa-se as onze espécies de Candida albicans que foram utilizadas
para experimentacdo. Apoés irradiacdo por 10 minutos, nenhuma das espécies testadas
apresentou sensibilidade ao sistema NPsAgRb, com p < 5.

Os resultados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva e dos testes t
de Student e analise da varidncia (ANOVA), complementada pelo teste de comparacGes
multiplas de Tukey, considerando-se o nivel de significancia de 5%, onde evidenciou a néo
significancia dos tratamentos que apresentaramcomportamentos similares na resposta a PDT,
diferindo em um leve aumento da susceptibilidadequando comparado o Ag+R+10 em relagéo
ao grupo controle (FIGURA 22 e TABELA 3).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Renata+T.+Kashiwabuchi%22
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Figura 21: Anélise estatistica dos 11 isolados referenciando grupo controle (C), grupo Luz (L), grupo prata (Ag),
grupo riboflavina (Rb), grupo prata e luz (Ag+L), grupo riboflavina e luz (Rb+L), grupo prata e riboflavina
(Ag+Rb) e o complexo prata com riboflavina excitados por um Led em periodo de tempo de 2, 4, 6, 8 e 10

minutos.

Tabela 3: Estatistica realizada através do teste T student para amostras pareadas.

Grupo controle e Intervalo de
tratamentos Media confianga (DP) Significante | Sumario
Cvs. L 0,666 7,641 - 8,974 NAO NS
Cvs. Ag 1,333 6,974 - 9,641 NAO NS
Cvs.Rb 1,667 6,641 - 9,974 NAO NS
Cvs. Ag+L 1,333 6,974 - 9,641 NAO NS
C vs. Rb+L 1,000 7,307 - 9,307 NAO NS
C vs. Ag+Rb 0,333 7,974 - 8,641 NAO NS
C vs. Ag+Rb+L2 1,000 7,307 - 9,307 NAO NS
C vs. Ag+Rb+L4 2,000 6,307 - 10,31 NAO NS
C vs. Ag+Rb+L6 2,333 5,974 - 10,64 NAO NS
C vs. Ag+Rb+L8 2,546 5,307 - 10,73 NAO NS
Cvs. Ag+Rb+L10 | 5,333 2,974 - 13,64 NAO NS
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Os resultados encontrados ndo foram significantes entres 0s grupos, uma vez que
p<0.5. Quando observado a média entre o grupo controle (C) e os demais tratamentos, seja ele
apenas com luz, riboflavina ou o complexo em si, ndo ouve inibicdo fotodinamica, portanto
ndo sendo significante estatisticamente entre eles.

Os resultados foram observados para todas as espécies testadas, ndo apresentando
diferencas estatisticas entre os tratamentos da mesma espécie e nem em comparagdo com
varias espécies em todos os tratamentos.

Em trabalhos relatados por Teichert et al.;2002 e Mima et al.; 2010 ndo evidenciaram
diferengas estatisticas significativas entre os grupos tratados. Isso evidencia que novos
estudos necessitam ser feitos utilizando TFD e fotossensibilizadores na busca de um
tratamento adequado e eficaz para inativacdo de micro-organismos. Ressaltando que néo
existia na literatura anteriormente trabalhos utilizando nanoparticulas de prata e riboflavina
associada a TFDa com finalidade de inativacdo fotodindmica para fungos analisando varios

grupos.
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6 CONCLUSOES

Esse estudo permite concluir que:

v" O uso das NPs de prata associados a um fotossensibilizador e comprimento de onda
adequado é um tratamento promissor frente a bactérias Gram-positivas;

v Bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a TFDa do que bactérias Gram-
positivas;

v" O tempo de irradiacdo do sistema influi diretamente no resultado da efetividade da
TFD, variando de acordo com cada micro-organismo e suas diferencas estruturais. O
micro-organismo Gram-negativo P. aeruginosa é mais resistente a TFD com o FS Rb,
entretanto 0 micro-organismo Gram-positivo S. Mutans apresentou maior
sensibilidade a inativacdo fotodindmica, o que pode ser justificado pela diferenga na
composicao de parede celular em cada um;

v’ Leveduras do género Candida albicans mesmo apés a adicdo de nanoparticulas de
prata associadas ao fotossensibilizador ndo promoveu diferencas na morte celular
dessas células fungicas;

v' Com este trabalho foi possivel concluir que levando em conta o tempo de incubagédo
do FS, comprimento de onda especifico da iluminacéo e o uso de NPs de prata é uma
alternativa promissora na inativagdo de micro-organismo, principalmente os Gram-
positivos, porém novos estudos necessitam ser abordados para bactérias Gram-
negativas e leveduras de Candida albicans.
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Resumo: A Terapia Fotodindmica (TFD) baseia-se na
administracdo tdépica ou sisttmica de um corante
fotossensibilizador (FS) seguida da irradiacdo com luz
visivel de comprimento de onda adequado. E conhecido
que a presenca de nanoparticulas (NPs) metalicas
préximas a FS, utilizados em TFD, pode induzir a uma
maior producdo de espécies reativas de oxigénio, que
induzem a morte celular via necrose e/ou apoptose.
Neste trabalho exploramos o efeito antimicrobiano da
associacdo de NPs de prata e do fotossensibilizador
Riboflavina na TFD em culturas de Streptococcus
mutans e Pseudomonas aeruginosa. Foi verificado que
0 uso de NPs e Riboflavina foi eficiente na agdo
antimicrobiana em culturas de S. mutans e mostrou-se
estatisticamente indiferente para 0s experimentos
realizados com P. aeruginosa. Os resultados reforgcam a
viabilidade do uso de NPs metalicas em TFD e
contribuem para melhor entendimento da técnica
fotoquimica.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, Nanoparticulas
de Prata, Riboflavina, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa.

Abstract:Photodynamic therapy (PDT) is based on
topical or systemic administration of a photosensitizer
dye (FS) followed by low dose irradiation with visible
light. It is known that the presence of metallic NPs near
FS used in PDT can induce a greater production of
reactive oxygen species, thereby inducing cell death via
necrosis and / or apoptosis. In this study we explored
the antimicrobial effect of silver nanoparticles and
riboflavin photosensitizer on Streptococcus mutans and
Pseudomonas aeruginosa cultures. We observed that
the use of NPs and Riboflavin succeed on the
antimicrobial action on S. mutans cultures and it was
inefficient in the experiments performed on P.
aeruginosa cultures. The results reinforce the use of
metallic NPs on PDT, and contribute to a better
understanding of the photochemical technique.
Keywords: Photodynamic therapy, silver nanoparticles,
riboflavin,  Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa.

Introducéo
Atualmente, pesquisas buscam por novas
modalidades de tratamento antimicrobiano com

menores possibilidades de efeitos colaterais para o
paciente. Dessa forma, o desenvolvimento de materiais
em escala nanométrica para aplicagdes biomédicas, tem
despertado interesse devido as mudangas nas
propriedades fisicas quando suas dimensdes sdo
reduzidas a dimensBes nanométricas [1]. Indmeras
aplicacbes sdo atribuidas a nanoparticulas metélicas
(NPs), em especial as nanoparticulas de prata (NPs Ag),
possibilitando novas perspectivas para o tratamento de
infeccbes  fangicas, bacterianas e virais, que
frequentemente adquirem resisténcia aos farmacos
tradicionalmente administrados [2].

Quando NPs metalicas sdo irradiadas, geram uma
oscilagdo coletiva dos elétrons do metal (ressonancia
localizada de plasmons), que induzem a uma alteracéo
do campo elétrico préximo a nanoestrutura [3].

Esse fendmeno pode promover amplificacdo da
fluorescéncia de agentes de contraste em técnicas de
diagndstico [4] e também permite 0 acompanhamento
de processos dindmicos de proteinas em técnicas de
microscopia [5]. Também foi verificado que a presenga
de NPs metalicas proximas a fotossensibilizadores (FS),
utilizadas em Terapia Fotodindmica (TFD), podem
induzir a uma maior producdo de oxigénio singleto
(*0,), que é altamente citotdxico, e espécies reativas de
oxigénio (perdxido de hidrogénio, superdxido e radicais
hidroxila), induzindo assim a morte celular via necrose
(por inviabilizacdo direta do tecido ou por danos
causados a sua vasculatura) e/ou apoptose (processo de
morte celular programada) e melhorar o desempenho da
técnica [6].

A TFD tem a vantagem de dupla seletividade: o FS
pode ser direcionado as células ou ao local da infeccédo e
0 procedimento pode ser repetido varias vezes, se
necessario, visto que ndo ha efeitos tdxicos cumulativos
e é usualmente ndo invasivo [7].

Micro-organismos tais como bactérias, fungos e
virus também podem ser mortos pela combinagéo de luz
visivel e FS, depois de tratados em um processo
denomiado Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
(TFDa). Segundo [8], o efeito bactericida da TFDa pode



ser explicado por dois mecanismos: o primeiro refere-se
aos danos causados sobre 0 DNA e o segundo é causado
pela deterioracdo da membrana citoplasmatica por
espécies citotéxicas geradas pela TFDa, levando a
eventos como a inativacdo do sistema de transporte da
membrana, peroxidacao e outros.

Neste trabalho visamos observar a acdo
antimicrobiana da TFD, devido a interacdo de NPs de
prata e moléculas de Riboflavina em culturas de bactéria
Gram-positiva Streptococcus mutans ATCC 25175, e
outra Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Materiais e métodos

Sintese das Nanoparticulas de Prata— As NPs Ag
com pectina foram sintetizadas de acordo com o
protocolo [9]. Para isso, 1 mL de uma solucdo de
pectina (0.5%) e 3mL de uma solucdo de AgNO; (107
M) foram adicionadas sob agitacdo a 25 mL de agua
destilada. A solucdo foi aquecida até atingir a
temperatura de 90°C e entdo 1 mL de solucdo de Citrato
de sédio (0.1M) foi adicionada. O aquecimento a 90°C e
a agitacdo foi mantido durante 30 minutos.

A morfologia das NPs Ag foi determinada a partir da
técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(MET) Tecnai20. Os col6ides também foram
caracterizados utilizando um espectrémetro UV-visivel
(UV-3150/3101; SHIMADZU).

Riboflavina — O agente fotossensibilizador usado na
pesquisa foi a riboflavina (Rb), composto organico que
faz parte do complexo vitaminico B2. Aqui foram
utilizadas solugdes aquosas de riboflavina com
concentragdo de 157 pM.

LED - Para o experimento foi utilizado um LED
A=455+-20nm (MMOptics, Sdo Carlos, Brasil) com
densidade de poténcia de 90mwW/cm?.

Micro-organismos — Foram avaliados 2 tipos de
bactérias: uma Gram-positiva (Streptococcus mutans,
ATCC 25175) e uma Gram-negativa (Pseudomonas
aeruginosa, ATCC 27853).

Os indculos de P. aeruginosa foram cultivados e
estocados em TSA (Tryptic Soy Agar), em presencga de
02, a 37°C, por 24 horas. S. mutans cresceram em meio
anaerdbio, em BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 2
dias.

Teste em cultura dos biocoléides — Na avaliacdo da
acdo dos biocolo6ides (NPs Ag — Rb) foram classificadas
em 12 grupos, de acordo com o tratamento que
receberam (Tabela 1).

No grupo controle, 350uL da suspensdo do micro-
organismo em PBS e 150 pL de agua destilada estéril
foram depositados em tubos Eppendorf totalizando um
volume final de 500 pL, que posteriormente foram
levados ao vortex e agitados. Depois de agitada a
suspensdo ficou em repouso por um periodo de 10
minutos (Tempo adotadopara todas as amostras). Apos
os 10 minutos asuspensdo foi levadanovamente ao
vortex e agitada. Em seguida uma aliquota de 20 pL foi
adicionada ao pogco A-1 marcado em uma placa de
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microtitulagdo na qual foi realizada uma diluicdo
seriada. Para isso cada poco a partir do -1 ja continha
180 pL de PBS de forma que ao final da diluicdo o
volume final do poco foi de 200 uL e com concentracdo
final de 10

Tabela 1: Grupos utilizados para avaliacdo da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana frente bactérias Gram-
positiva e Gram-negativa

GRUPOS TRATAMENTOS
Grupo 1 - Controle Né&o foi submetido a nenhum
tratamento
Grupo 2 - LED Amostras irradiadas por 10
minutos, sem AgNPs ou
Riboflavina.
Grupo 3 - Ag Apenas Ag NPs foi adicionada

ao0s micro-organismos.

Ag NPs e irradiagdo com LED
por 10 minutos.
Apenas riboflavina foi
adicionada aos micro-
organismos.

Grupo 6 - Rb+ LED  Depois da adigéo da riboflavina,

Grupo 4 - Ag + LED

Grupo 5-Rb

10 minutos a amostra foi irradiada por 10
minutos.
Grupo 7 — Rb + NPs  Foram adicionadas riboflavina e
Ag NPs Ag aos micro-organismos

sem irradiacéo.

Foram adicionadas riboflavina e
NPs Ag aos micro-organismos,
em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 2
minutos.

Foram adicionadas riboflavina e
NPs Ag aos micro-organismos,
em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 4
minutos.

Foram adicionadas riboflavina e
NPs Ag aos micro-organismos,
em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 6
minutos.

Foram adicionadas riboflavina e
NPs Ag aos micro-organismos,
em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 8
minutos.

Foram adicionadas riboflavina e
NPs Ag aos micro-organismos,
em seguida amostras foram
irradiadas com LED por 10
minutos.

Grupo 8 — NPs Ag +
Rb + LED
2 minutos

Grupo 9 - NPs Ag +
Rb + LED
4 minutos

Grupo 10 - NPs Ag
+ Rb + LED
6minutos

Grupo 11 - NPs Ag
+ Rb + LED
8 minutos

Grupo 12 - NPs Ag
+ Rb + LED
10minutos

O grupo que recebeu o biocol6ide Rb ou Ag, 350 pL
da suspensdo do micro-organismo em PBS foi
aliquotado e 150 pL do biocoléide foi adicionado em
tubo Eppendorf chegando a um volume final de 500 pL,
ficando em repouso por 10 minutos. Apo6s o final do



tempo pré-estabelecido, foi levado novamente ao vortex
e agitado. Dessa suspensdo 20 uL foi aliquotado e
adicionado a placa de microtitulacdo para posterior
diluicdo seriada. Na placa de microtitulacdo cada pogo
ja continha previamente 180 pL de PBS. Sendo assim, o
volyme final foi de 200 uL e com concentracdo final de
10™.

Nos grupos 8, 9, 10, 11 e 12 inicialmente 350 uL da
suspensdo do micro-organismo suspenso em PBS e 150
pL do sistema (Ag, Rb, Ag+Rb), foram depositados em
tubo Eppendorf chegando a um volume final de 500 pL
e levados ao vortex e agitado. Depois de agitada em
vortex, essa suspensao ficou em repouso por um periodo
de 10 minutos para todas as amostras. Ao final desse
periodo, a amostra foi novamente agitada em vortex e
uma aliquota de 150 pL foi retirada e colocada em um
poco da placa de microtitulacdo e entdo foram
irradiados com LED com A=455+-20nm (MMOptics,
S&o Carlos, Brasil) com taxa de fluéncia de 90mwW/cm?
por um periodo de 2, 4, 6, 8 e 10 minutos .

Diluicdo seriada e plaqueamento - Apds
tratamento, uma aliquota de 20 pL dos micro-
organismos foi retirada e feita diluicdo seriada. A
diluicdo seriada ocorreu de 1:10, 1:100, 1:10°, 1:10°*,
1:10°. Ao final do processo, uma aliquota de 10 pL de
cada grupo do poco foi retirada e dispensada em placa
de petri (Meio TSH para Pseudomonas aeruginosa e
BHI para Streptococcus mutans) com auxilio de uma
micropipeta multicanal. Essas placas ficaram em
repouso para que o meio absorvesse as amostras. Apds
este periodo as placas foram invertidas, para que a dgua
de condensacdo formada na tampa da placa ndo entrasse
em contato com o meio de cultura, sendo estas
devidamente identificadas e condicionadas em locais
especificos onde ficaram por 24h a 37°C.

Apb6s 24h as placas foram entdo retiradas da
incubacdo para a contagem das Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC) utilizando o contador de col6nias.

Apo6s a contagem das UFC, foi utilizado o teste
estatistico ANOVA com teste de Turkey, e os resultados
apresentados em gréficos.

Resultados e Discussao

Ao avaliar a fracdo de sobrevivéncia dos micro-
organismos testados, presente nos graficos da Figura 1
A e B, conclui-se que a PDT que associou a riboflavina
(fotossensibilizador) com as NPs Ag foi eficiente nas
culturas de S. mutans, usando o teste estatistico
ANOVA com teste de Turkey. A significancia foi aceita
em p<0,05(Figura 1 A), e mostrou-se estatisticamente
indiferente para os experimentos realizados com P.
aeruginosa, p>0,05(Figura 1 B). Esse resultado
comprova dados da literatura que relatam a maior
suscetibilidade das Gram-positivas a PDT, mesmo
quando o tratamento convencional foi intensificado com
a presenca das NPs Ag.
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Figura 1 — Fragdo de sobrevivéncia do S. mutans, em A,
e da P. aeruginosa, em B.
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Para justificar os resultados obtidos a partir da
andlise dos gréficos da fracdo de sobrevivéncia, foi
realizado um estudo que permitiu avaliar a quantidade e
fotossensibilizador que penetrou na célula de cada tipo
de bactéria estudada.

Os indculos das duas bactérias avaliadas foram
incubados com riboflavina e NPs Ag por 30 minutos,
em seguida as células foram lavadas com PBS.
Aliquotas de 1 mL, de cada amostra, foram
centrifugadas e os precipitados suspensos em 1 mL de
NaOH (0.1 M) e SDS (dodecil sulfato12 poliacrilamida,
1%), por 24h. Em seguida, a absorbancia foi medida e,
conforme observado na Figura 2, a intensidade maior
foi observada nas amostras que continham S. mutans,
propondo que houve uma maior captagdo do sistema
NPsAg — Riboflavina, usado para a PDT, por esse tipo
de bactéria. Esse resultado reforga os estudos citados
anteriormente que mostram uma susceptibilidade maior
das Gram-positivas a técnica estudada.

010
0.08 4
.06 4
.04

0.02 -

Abgrobarcla em 412 nm (U.a.)

5. mutans

P. amugnosa

Figura 2: Resultado do espectro de absor¢do, em 412
nm, do sistema NPs Ag — riboflavina absorvido pelas
células de S. mutans e P. aeruginosa.

Quando irradiadas, as NPs metalicas podem gerar
um aumento do campo eletromagnético em regido
préximo as nanoestruturas. O aumento do campo induz
uma melhor excitagcdo das moléculas
fotossensibilizadoras e consequentemente aumenta a
producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de
oxigénio no meio [3]. Alguns pardmetros s&o
importantes nesse processo, como a separacdo espacial
entre NPs e FS, e a sobreposi¢éo espectral da banda de
plasmon e de absorcéo da molécula



fotossensibilizadora. Em solugdo, a distancia entre os
coléides € determinada pela concentracdo das
nanoestruturas e das moléculas fotossensiveis, pela
espessura da camada de pectina que envolve as NPs e
também pela interacdo eletrostatica molécula-NPs [9].

Essa interacdo entre o fotossensibilizador, luz e
oxigénio, gera oxigénio singleto e espécies reativas de
oxigénio (perdxido de hidrogénio, superdxido e radicais
hidroxila), capazes de induzir a inviabilizagdo de células
e a morte de micro-organismos, como observado por
Raab [9]. Isso é resultado da reagdo envolvida, que
decorre da excitagdo eletronica do corante pela luz em
comprimento de onda adequado, seguidos de dois
mecanismos principais de reacéo, a partir se seu estado
excitado: transferéncia de elétrons (conhcido como
mecanismo tipo 1) e transferéncia de energia
(mecanismo tipo 2). O mecanismo o tipo 2 é o que
ocorre com maior frequéncia, conferindo oxigénio
singleto, sendo altamente citotéxico aos micro-
organismos, levando a um processo de apoptose [8].

Com a crescente resisténcia dos micro-organismos
aos antibidticos tradicionalmente empregados, €
importante encontrar novas técnicas de tratamento que
atuem por mecanismos de ac¢Ges diferentes aos farmacos
em uso. Nesse contexto, a TFDa tem sido proposta
como uma terapia antimicrobiana alternativa, sendo
efetiva contra bactérias, fungos e virus [10].

Quanto a resisténcia no tratamento contra bactérias
usando TFDa, é conhecido que bactérias Gram-
positivas, sd0 mais susceptiveis ao tratamento que
bactérias Gram-negativas, isso pode ser em decorréncia
pelas diferengas estruturais da parede celular [11] [12].

A escolha do fotossensibilizador ultilizado é
essencial para um tratamento eficaz, pois € baseado na
capacidade do mesmo em absorver luz em comprimento
de onda especifico ao LED. Por isso, novos
fotossensibilizados estdo sendo empregados, dentre eles
a Rb, uma vitamina do complexo B2. Segundo a
referéncia [9], quantificaram em 28,5% a amplificacdo
na produgdo de oxigénio singleto, sendo um
fotossensibilizador propenso no tratamento de infecgdes
por micro-organismos.

Conclusao

A TFDa pode conferir tratamento a infec¢bes contra
micro-organismos que frequentemente  adquirem
resisténcia aos antibiéticos tradicionalmente
empregados tornando-se um método alternativo no
tratamento  dessas  infecgdes. Os resultados
apresentados estimulam o uso de NPs metélicas e
Riboflavina sendo eficiente antimicrobiano em culturas
de S. mutans e mostrou-se estatisticamente indiferente
para P. aeruginosa.
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