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Cappellini, Taina Cruz de Souza. Inativacdo fotodinamica de bactéria Staphylococcus aureus
resistente a meticilina: avaliacdo de doses fracionadas de luz e fotossensibilizador
curcumina. 2025. Dissertacdo (Programa de Pés-graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, S&o
Carlos, 2025.

RESUMO

O surgimento de bactérias resistentes na comunidade e em ambiente hospitalar pode ser
consequéncia do uso excessivo e indevido dos antibioticos ao longo do tempo, colocando
em risco a saude da populagdo mundial. Devido a resisténcia bacteriana, tem aumentado
a busca de métodos alternativos para tratar infecgdes causadas por microrganismos. A
inativagao fotodinamica (IFD) tornou-se foco de estudo para o tratamento de infecgdes
bacterianas, que se baseia em uma substancia fotossensivel, luz e oxigénio molecular. O
objetivo deste estudo foi avaliar a agdo de diferentes concentragdes do fotossensibilizador
(FS) curcumina, juntamente com variagdes nas entregas da dose de luz para inativar a
bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), obtido por isolado
clinico. Foi realizado o estudo da fotodegradacdo da curcumina nas concentragdes de 10,
20 e 40 uM, iluminada com luz de 450 nm, com dose de 57,6 J/cm?, ao longo de 24 min,
acompanhado por espectroscopia de absor¢do ultravioleta visivel e fluorescéncia
molecular. Além disso, também foi acompanhado o processo de internalizacdo da
curcumina (10 uM) por microscopia confocal pela MRSA por 20 min. Os ensaios de [FD
com MRSA foram divididos em etapas, na primeira foi realizado a IFD convencional com
diferentes concentragdes (5, 10 e 15 uM) e iluminados em 450 nm nas doses de energia
(5, 10 e 15 J/ecm?). Na segunda etapa, ap6s otimizacao do resultado da IFD convencional,
realizou a IFD fracionada fixando a concentragcdo do FS em 10 uM e variando as doses
de energia com intervalos de 10 e 30 minutos. Com isso, foram realizados experimentos
por microscopia confocal de viabilidade celular da MRSA, apds tratamento com IFD
fracionada e intervalos de 30 min. Os experimentos de andlise de concentracdo de
oxigeénio foram realizados por um eletrodo, monitorando a porcentagem de Oz em solugdo
de curcumina a 10 uM. Os resultados da IFD convencional demostraram efetividade na
inativacdo da bactéria MRSA nas concentragdes de 5, 10 e 15 uM para as doses energia
avaliadas. No entanto, a reducdo mais significativa foi de 3,41 e 4,34 logs ¢ 3,51 e 4,95
logs para as concentragdes 10 e 15uM nas doses de 10 e 15 J/em? com a IFD convencional,
respectivamente. Na IFD fracionada, o resultado de maior significancia foi de 5,67 logs
de redugdo do microrganismo com a dose energia de 10J/cm? fracionados com intervalos
de 30 minutos, quando comparada a IFD convencional na dose continua de 10 J/cm?.
Houve também efetividade na dose de energia de 15 J/cm? com intervalos de 10 e 30
minutos, comparando-a com a convencional, com redu¢do de 4,96 e 5,45 logs,
respectivamente. Através da sonda dihidroetidio (DHE) analisou-se a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) da solugdo de curcumina, a partir da irradiagdo de
forma continua e fracionada com intervalos de 10 e 30 min. Foi concluido que o
fracionamento das doses de energia demonstrou potencial para alcancar melhores
resultados em comparacdo com a aplicagdo de doses continuas, mostrando uma
abordagem mais eficaz para a inativagdo da bactéria em estudos microbiologicos. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para determinar parametros ideais que melhorem a
eficiéncia do processo fotodinamico.

Palavras-chave: inativagdo fotodindmica, fotodegrada¢ao, fracionada, curcumina, bactérias
resistentes, antibioticos.
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ABSTRACT

The emergence of resistant bacteria in the community and hospital environment may be
a consequence of the excessive and improper use of antibiotics over time, putting the
health of the world population at risk. Due to bacterial resistance, we have sought
alternative methods to treat infections caused by microorganisms. Photodynamic
inactivation (PDI) has become a focus of study for the treatment of bacterial infections,
which is based on a photosensitive substance, light and molecular oxygen. The objective
of this study was to evaluate the action of different concentrations of the photosensitizer
(PS) curcumin, together with variations in the delivery of the light dose to inactivate the
bacterium methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), obtained by clinical
isolate. The study of the photodegradation of curcumin at concentrations of 10, 20 and 40
pM, illuminated with 450 nm light, with a dose of 57.6 J/cm?, over 24 min, was carried
out, accompanied by ultraviolet-visible absorption spectroscopy and molecular
fluorescence. In addition, the process of curcumin internalization (10 uM) by MRSA was
also monitored by confocal microscopy for 20 min. The IFD assays with MRSA were
divided into stages. In the first stage, a conventional IFD was performed with different
concentrations (5, 10, and 15 pM) and illuminated at 450 nm at energy doses (5, 10, and
15 J/ecm?). In the second stage, after optimizing the result of the conventional IFD, a
fractional IFD was performed by fixing the FS concentration at 10 uM and varying the
energy doses at intervals of 10 and 30 minutes. Thus, confocal microscopy experiments
of MRSA cell predictions were performed after treatment with fractional IFD and at
intervals of 30 min. The oxygen concentration analysis experiments were performed by
an electrode, monitoring a percentage of O2 in a 10 pM curcumin solution. The results of
conventional [FD demonstrated effectiveness in inactivating MRSA bacteria at
concentrations of 5, 10, and 15 uM for the energy doses evaluated. However, the most
significant reduction was 3.41 and 4.34 logs and 3.51 and 4.95 logs for concentrations of
10 and 15 pM at doses of 10 and 15 J/ecm? with conventional IFD, respectively. In
fractionated IFD, the most significant result was 5.67 logs of reduction of the
microorganism with the energy dose of 10 J/cm? fractionated at 30-minute intervals, when
compared to conventional IFD at the continuous dose of 10 J/cm? There was also
effectiveness at the energy dose of 15 J/cm? with intervals of 10 and 30 minutes, compared
to the conventional one, with reductions of 4.96 and 5.45 logs, respectively. The
formation of reactive oxygen species (ROS) in the curcumin solution was analyzed using
the dihydroethidium (DHE) probe, after continuous and fractional irradiation at intervals
of 10 and 30 min. It was concluded that the fractionation of energy doses demonstrated
the potential to achieve better results compared to the application of continuous doses,
showing a more effective approach for the inactivation of bacteria in microbiological
studies. However, further studies are needed to determine the ideal parameters that
improve the efficiency of the photodynamic process.

Keywords: photodynamic inactivation, photodegradation, fractional, curcumin, resistant
bacteria, antibiotics.
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1. Introducao

As infecgdes bacterianas tem se tornado um problema de satide que causam
milhares de mortes no mundo. Inicialmente em 1928, o cientista Alexander Fleming
descobriu a penicilina, ao observar que na cultura em que cultivava bactérias, houve a
contaminagdo por um fungo. Esse fungo, pertencente ao género Penicillium, produzia
substancias antimicrobianas responsaveis pela inibicdo de outro microrganismo. A partir
deste primeiro antibidtico, houve o desenvolvimento de outros antimicrobianos, gerando
diferentes classes destes farmacos, a época foi nomeada como a “Era de ouro” (BRAGG
et al., 2018; HAIDER, 2023).

A utilizagdo de farmacos antimicrobianos trouxe uma solucao temporaria, que
logo foi substituida por um problema alarmante. A resisténcia bacteriana tornou-se um
problema de saude publica global, devido a dificuldade de tratamento das infecgdes e o
aumento constante de mortes. A pressao seletiva, que pode ser causada de forma natural
ou artificial, ocasiona o surgimento de cepas de bactérias resistentes, devido ao
desenvolvimento de genes de resisténcia por mutagdo ou indugdo. Com isso, a partir de
uma unica célula, que possui genes favoraveis a sobrevivéncia no ambiente, possibilita o
surgimento de células filhas que também possuem o mesmo gene de resisténcia, como
também a mesma pode adquirir fragmentos de DNA livres no ambiente ou receber genes
de resisténcia por conjugagdo, possibilitando que a célula se torne resistente (HUO et al.,
2024). De acordo com Willyard (2017), cerca de 700 mil mortes em escala global estdo
relacionadas a infecgdes bacterianas como resultado da presenga de mecanismos de
resisténcias aos antibidticos nas bactérias. Esse fato tende a piorar até o ano de 2050, pois
esse numero chegaria a cerca de 10 milhdes de mortes devido a infec¢des por bactérias
resistentes. Desde a descoberta da penicilina, os antibioticos passaram a ser usados em
larga escala em humanos e na pecuaria. Esse uso excessivo resultou no surgimento de
cepas resistentes aos antibidticos atuais que dificultam o tratamento contra infec¢des
(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020; HARBARTH et al., 2015).

O estudo conduzido pelo autor Neubeiser et al., (2020) em 32 hospitais da
Alemanha teve como objetivo observar o controle de bactérias multirresistentes a
antibioticos. Foram observados microrganismos como Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA), Enterococcus spp. (Enterococcus faecium, como exemplo)
resistente a vancomicina (VRE) e Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae e Enterobacter cloacae) além de bactérias gram-negativas nao
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fermentativas, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. As bactérias
gram-negativas eram resistentes a quatro grupos de antibidticos (penicilinas,
cefalosporinas, fluoroquinolonas e cabapenémicos) e classificadas como MRGN
(bactérias gram-negativas multirresistentes), sendo 3-MRGN quando resistente a trés dos
quatro grupos ¢ 4-MRGN quando resistente aos quatro grupos. Foram também
considerados se as infec¢des ou colonizacdes foram adquiridas em meio hospitalar ou na
comunidade. Dos 714.108 pacientes tratados nos 32 hospitais, as bactérias
multirresistentes foram detectados em 26.499 dos casos. Cerca de 1.136 destes pacientes
adquiriram os microrganismos por meio do ambiente hospitalar e 235 vieram a oObtio.
Dentre as infecgdes causadas por bactérias multirresistentes, cerca de 42,4% foram
infectados por 3-MRGN, seguindo de 32,7% MRSA, 20,4% VRE e 4,5% 4-MRGN,
respectivamente.

Os resultados obtidos por Neubeiser et al., (2020) reforgam a importancia do
monitoramento de infecgcdes causadas por bactérias gram-positivas € gram-negativas.
Dentre as espécies que se tornaram resistentes aos antibioticos, as mais comuns
encontradas em infeccdes sdo Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis e Streptococcus pneumoniae, como gram-positivas. Além das,
bactérias Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa €
Acinetobacter baumannii, que sao gram-negativas (DU et al., 2017; SUN et al., 2017,
VIVAS et al., 2019).

A Figura 1, adaptada de Munir et al., (2020), representa a possivel disponibilidade
de antibidticos comumente utilizados para tratamento de infecgdes bacterianas e a
provavel época em que algumas cepas de bactérias resistentes surgiram, como as famosas
S. aureus, Enterococcus, K. pneumonae, MRSA e VRSA (Staphylococcus aureus

resistente a vancomicina).
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Figura 1: Fluxograma de disponibilidade de antibidticos para a comunidade e o provavel periodo de
surgimento de bactérias resistentes aos antibioticos. Os antibidticos citados sdo comumente utilizados para
o tratamento de infec¢des, denominados penicilina, estreptomicina, tetraciclina, vancomicina, meticilina e
gentamicina. As bactérias presentes na imagem sdo as mais comuns encontradas em infecgdes, sendo elas
dos géneros Enterococcus e Genococcus, Staphylococcus aureus, VRS A (Staphylococcus aureus resistente
a vancomicina), VRE (Enterococcus resistente a vancomicina), MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina) e Klebsiella pneumoniae Fonte: Adaptada do autor Munir et al., 2020.

2. Estado da arte
2.1 Inativacdo Fotodinamica: Defini¢cao e Mecanismos de Acao

A inativagao fotodinamica (IFD) envolve processos fisicos, quimicos e biolégicos.
O principio da IFD envolve a combinacdo de trés elementos fundamentais
fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular para que se inicie 0 processo
fotodindmico. O diagrama de Jablonski simplificado (Figura 2), mostra que a molécula
do FS ao receber o estimulo vindo da luz de comprimento de onda adequado, ¢ excitado,
fazendo com que os elétrons passem do estado fundamental singleto (So) para o estado de
maior energia singleto excitado (Si1). Os elétrons do estado Si tendem a retornar ao seu
estado fundamental, seja por emissdo de fluorescéncia ou liberagao de calor por conversao

interna (CI) (CORREIA et al., 2021; NICULESCU; GRUMEZESCU, 2021) .
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Figura 2: Representacdo simplificada do Diagrama de Jablonski. O fotossensibilizador (FS) quando
iluminado por uma luz visivel sai de seu estado fundamental singleto (S¢) para seu estado de mais alta
energia (S;). Com isso, pode ocorrer o Cruzamento de Intersistemas (CIS), onde o FS passara de seu estado
S| para o estado tripleto (T;). Neste momento, a interagdo com o oxigénio pode ser de dois modos, do Tipo
1 em que sera transferido elétrons, e por meio disso serdo geradas as espécies reativas, ou do Tipo 2, que
ocorre a transferéncia de energia, gerando como subproduto o oxigénio singleto. Fonte: Autoria propria
(2024).

Além disso, pode ocorrer o processo denominado Cruzamento de Intersistemas
(CIS), onde ocorre a inversao de spins dos elétrons, fazendo com que a molécula passe
do estado singleto excitado de maior energia (S1) para o estado tripleto (T1). Neste estado,
o FS pode reagir com o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio
(EROs) através de via fotoquimica pelas reagdes denominadas do Tipo I ou do Tipo II
(GUNAYDIN; GEDIK; AYAN, 2021; PRZYGODA et al., 2023).

Na reagao do Tipo I, o FS no estado tripleto excitado transfere elétrons para o
oxigénio molecular, gerando EROs, sendo comumente encontrados o anion superoxido,
peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (DABROWSKI, 2017). A reagdo do Tipo II
ocorre quando hé a transferéncia de energia do FS no estado excitado para o oxigénio,
gerando o oxigénio singleto, respectivamente. Ambas as vias resultam em produtos que
possuem o potencial de causar estresse oxidativo nas células, ocasionando a morte celular.

(GARCIA-DIAZ; HUANG; HAMBLIN, 2016).
2.2 Fotossensibilizador

Os fotossensibilizadores sdo moléculas capazes de absorver luz em um
determinado comprimento de onda, fazendo com que seus elétrons sejam excitados e
saiam de seu estado fundamental e passem para o estado de maior energia, chamado de
singleto excitado. Nisso, alguns fotossensibilizadores conseguem gerar espécies reativas
de oxigénio (EROs) ou oxigénio singleto sem que precise atingir o estado tripleto excitado

e outros, necessitam do cruzamento de intersistemas (CSI) para que atinjam o estado
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tripleto excitado e interajam com o oxigénio, para que gerem EROs ou oxigénio singleto
(ESCUDERO et al., 2021).

A curcumina € um fotossensibilizador que pode ser extraido do rizoma do acafrao-
da-terra (Curcuma longa) (HOSSEINI; HOSSEINZADEH, 2018). Essa molécula
apresenta uma vasta gama de beneficios devido suas acdes antioxidantes, antivirais,
anticancerigenas, antibacterianas, entre outros beneficios, justificando uso na culindria na
regido asidtica e tem sido amplamente utilizada na medicina devido suas propriedades
(GLIENKE et al., 2009; KUNNUMAKKARA et al., 2017; NGUYEN et al., 2014).

No entanto, a curcumina possui baixa solubilidade em agua, apresentando
agregados. Todavia, a curcumina possui maior solubilidade em solventes organicos (LV
et al., 2022). Quimicamente, a curcumina ¢ classificada como polifenol (Figura 3),
caracterizada por possuir dois anéis aromadticos e grupos metoxi e fendlico, grupo 1,3-

ceto-enol e duas ligagdes dupla na estrutura da molécula (YANG et al., 2017).

S

HO OH

OCH OCH

Figura 3: Estrutura quimica da curcumina obtida através do software Mol View.

A acdo antimicrobiana da curcumina foi relatada no estudo de Tyagi et al. (2015),
que investigou a permeabilizacdo de membrana nas bactérias S. aureus e E. coli através
de técnicas de fluorescéncia e citometria de fluxo. Os resultados mostraram que a bactéria
S. aureus e E. coli apresentaram semelhanga apos o tratamento IFD com a curcumina,
pois apresentaram a emissao de fluorescéncia, pois quando adicionado iodeto de propidio
(PI), essa sonda s6 emite fluorescéncia quando entra no interior da célula pela ruptura de
membrana e interage com os acidos desoxirribonucleico (DNA), intercalando com suas
bases. A entrada da sonda na célula indica que o tratamento apresentou danos a membrana
bacteriana, portanto, demonstrando eficécia.

Entretanto, o autor Zheng et al. (2020) cita que a curcumina pode regular a
expressao do gene bacteriano, inibindo sua resposta aos danos causados no DNA. Além

de possuir, o potencial de inibicao de divisdo celular através da ligagdo nas microtubulinas
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e interrompendo a participacao do acido ribonucleico (RNA) e a sintese proteica. Também
pode atuar também nas proteinas associadas a membrana e permeabilidade de células
bacterianas, tornando-as mais suscetiveis aos antibioticos.

A curcumina também apresenta potencial como agente FS, de acordo com Freitas
et al. (2019), que avaliou em testes com as cepas de S. aureus MSSA (Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina), MRSA e ATCC, alterando a concentracdo de curcumina
(15,6 pg/mL até 500 pg/mL) combinadas com doses de luz de 8 e 20J/cm? As
concentragdes altas como 500 pg/mL apresentaram toxicidade, portanto, foi escolhida a
concentragao de 100 pg/mL para o ensaio fotodinamico. Os resultados demostraram que,
nessas condigdes, ambas doses de luz resultaram na inativacdo de cerca de 4 logs no
crescimento bacteriano, apresentando eficacia na utilizagdo de curcumina para a

inativa¢ao de bactérias.
2.3 Staphylococcus aureus e a patogenicidade

2.3.1 Staphylococcus aureus

A bactéria S. aureus pertence ao grupo de bactérias gram-positivas, que possuem
uma membrana plasmatica composta por uma bicamada fosfolipidica, responsavel pela
permeabilidade seletiva da célula, selecionando a entrada e saida de substancias com o
auxilio de proteinas presentes na bactéria. Além da membrana celular, as bactérias gram-
positivas possuem uma parede celular externa (Figura 4). A parede celular possui a
funcdo de protecdo da célula, sendo composta por peptidoglicano. A espessura e a
composicao da parede celular dividem as bactérias em dois grupos, as gram-positivas e

as gram-negativas (HUANG et al., 2020; TUNJUNGPUTRI et al., 2017).
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Figura 4 - As bactérias gram-positivas apresentam uma espessa camada de peptidoglicano, externamente
a sua membrana plasmatica formada por uma bicamada fosfolipidica. Fonte: Autoria propria (2024).

As bactérias gram-positivas possuem uma parede celular mais espessa e composta
por acido teicdico, responsavel por promover sitios de ligacdo para bacteriéfagos, como
também exercer a funcdo de permeabilidade de ions. Entre a parede celular e a membrana
plasmatica ha o espaco periplasmatico, composto por acido lipoteicoico que auxilia na
entrada e saida de cations devido a negatividade de sua carga (OLIVEIRA APWLC, 2022;
SUMRALL et al., 2020).

2.4 Terapia Antimicrobiana: Antibioticos para Tratamento de Infeccoes

Bacterianas

Os antibidticos, de maneira geral, atuam provocando a morte celular ou
interrompendo o ciclo reprodutivo das bactérias. A resposta ao antibiético depende dos
seus mecanismos de acdo na célula, a concentracao utilizada e a sensibilidade da bactéria.
Os antibioticos atuam em alvos especificos, causando danos celulares que levem a
inativacdo do microrganismo. Alguns antibi6ticos interferem na sintese da parede celular,
que é essencial para a protecao de seu contetdo celular, devido seu meio ser hipertdnico.
Os danos causados nas paredes celulares podem ocasionar lise osmoética na bactéria
(TAVARES, 2014)

Existem varios tipos de antibidticos que atuam de diferentes maneiras nas
estruturas e metabolismos da célula bacteriana e algumas destas formas sdo mostradas na
Tabela 1:
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Tabela 1: Representagdo da utilizacdo de diferentes classes de antibidticos, exemplificando suas fungdes,
espécies que podem ser inativadas, alvo do fAirmaco ¢ danos causados ao microrganismo.

Classe Antimicrobiano Espécies Alvo Processos
Inativadas Afetados
Fluoroquilonas Acido nalidixico, ~ Gram-positivos  Topoisomerase Replicacdo de DNA,
Inibidor da Ciprofloxacina, e gram- Il (DNA girase) SOS resposta,
sintese de DNA Levofloxacina e negativos e topoisomerase divisdo celular,
Gemifloxacina aerobicos, v geracdo de ATP,
algumas aglomerado Fe-S

espécies de
Gram-
negativos
anaerobicos (C.
perfringes) e
M. tuberculosis

sintese, formacdo de
EROs

Trimetoprim- Cotrimoxazol Gram-positivos  Inibidor da Biossintese de
sulfametoxazol (combinagéo e gram- sintese de &cido nucleotideos e
Inibidor da entre negativos tetrahidrofélico  replicacdo de DNA
sintese de DNA trimetoprima aerobicos
e sulfametoxazol)
Rifamicinas Rifamicinas, Gram- Dependente de Transcricdo de
Inibidor da rifampicina positivos, DNA, RNA RNA, replicacdo de
sintese de RNA e rifapentina gram-negativos  polimerase DNA e SOS resposta
e
M. tuberculosis
Beta-lactamicos Penicilinas Espécies Ligacédo a Sintese da parede
Inibidores da (penicilina, aerobicas e proteinas de celular, divisdo
sintese da ampicilina, anaerdbicas de penicilina celular, atividade de
parede celular oxacilina), gram-positivos autolisina
cefalosporinas e gram- (regulamento  por
(cefazolina, negativos LytSR-VncRS
cefoxitina, sistema de dois
ceftriaxona, componentes),
cefepima) sintese de cluster Fe-
e cabapenémicos S, formagdo de
(imipenem) EROs, SOS resposta,
ciclo TCA
Glicopeptideo e Vancomicina Gram-positivos  Unidades de Sintese da parede

glicolipopeptideo

e teicoplanina

peptidoglicano

celular,

Inibidores da (terminal d-Ala- transglicosilacéo,

sintese da d-Ala transpeptidagdo e

parede celular dipeptideo) ativacao de
autolisina  (VncRS
sistema de dois
componentes)

Lipopeptideos Daptomicina Gram-positivos Membrana Sintese da parede

Inibidores da e polimixina B (daptomicina),  celular celular

sintese da gram-negativos

parede celular (polimixinas)

Aminoglicosideos Gentamicina, Gram-positivos  Unidade Traducédo de

Inibidores da tobramicina, e gram- ribossémica proteinas (traducdo

sintese de proteinas  estreptomicina negativos 30S incorreta por tRNA

e canamicina aerébicos e M. incompatibilidade),
tuberculosis SOS resposta, ciclo

TCA, Fe-Ssintese de
cluster, formagdo de
EROs

Tetraciclinas Tetraciclina Gram-positivos  Unidade Traducédo de

Inibidores da e doxiciclina e gram- ribossémica proteinas (através da

sintese de proteinas 30S inibicdo de ligacdo
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negativos de aminoacil tRNA
aerdbicos para ribossomo)
Macrolideos Eritromicina Aerobicos Unidade Traducédo de
Inibidores da e azitromicina e anaerdbicos ribossdmica proteinas (através da
sintese de proteinas gram-positivos  50S inibicéo de
e gram- alongamento e
negativos etapas de
translocacéo) e
deplecdo de tRNA
livre
Estreptograminas  Pristinamicina, Aerobico Unidade Traducéo de
Inibidores da dalfopristina e anaerdbico ribossdmica proteinas (através da
sintese de proteinas e quinupristina gram-positivos  50S inibicdo de
e gram- iniciacgdo,
negativos alongamento e
translocacéo) e
esgotamento de
tRNA livre
Fenicdis Cloranfenicol Alguns gram- Unidade Traducédo de
Inibidores da positivos ribossémica proteinas (através da
sintese de proteinas e gram- 50S inibicdo de etapa de
negativos, alongamento)
incluindo  B.
fragilis, N.
meningitidis,

H. influenzae e
S. pneumoniae
Autor: Adaptado de Kohanski; Dwyer; Collins (2010).

Abreviagdes: DNA: Acido Desoxirribonucleico; SOS: Resposta SOS; ATP: Adenosina Trifosfato; Fe-S: Sintese de
ferro-enxofre; EROs: Espécies Reativas de Oxigénio; RNA: Acido Ribonucleico; LytSR-VncRS: Sistema de

Regulacédo de Respostas a Stress e Sistema de Regulagdo Associado a Sequéncias Repetitivas ou Elementos de Stress;
TCA: Ciclo do Acido Citrico; d-Ala: acido D-alanina; VncRS: Sistema de Regulacdo de Transcricdo de Genes
Regulado por Stress; tRNA: RNA de transferéncia

2.5 Resisténcia Bacteriana aos Antibioticos

A estrutura quimica do antibidtico € crucial, pois define seus mecanismos de agao
e alvos especificos, permitindo que antibidticos diferentes possuam o mesmo alvo e
atuem sobre a mesma bactéria. O entendimento desta questdo evitaria um evento
denominado de resisténcia cruzada que ocorre quando se utiliza dois farmacos para o
mesmo tratamento sendo eles do mesmo grupo quimico ou sendo substituidos,
consequentemente a bactéria poderd desenvolver resisténcia ao tratamento. Os
antibidticos possuem a funcao de causar danos que consequentemente causem a morte ou
interrompam o ciclo reprodutivo do microrganismo (TAVARES, 2014).

Alguns fatores podem contribuir para a resisténcia bacteriana, como: (i) prescrigao
e ingestdo excessiva e inadequada de antimicrobianos, (ii) superlotacdo em hospitais
gerando aciimulo de diferentes microrganismos no local (iii) uso indiscriminado de

antimicrobianos na industria agroalimentar. A presenca de microrganismos resistentes em
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ambientes hospitalares pode impactar os procedimentos cirtrgicos realizados no local,
como cesarianas, transplantes de 6rgdos e quimioterapias. A transmissdo de bactérias
resistentes entre pacientes pode ser ocasionada pelos cuidados realizados no ambiente
hospitalar, onde profissionais de saide podem atuar como vetores, transmitindo o
microrganismo resistente entre pacientes (CABRAL; AG, 2019).

Os beta-lactamicos s3o uma classe de antibidticos que atuam inibindo a sintese da
parede celular. Durante a de formacdo da parede celular, ocorre a unido de cadeias
polissacaridicas por ligacdo entrecruzada de cadeias pentapeptidicas. Este processo
denominado transpeptidacao ¢ responsavel pela realizagdo da parede de peptidoglicano
momento em que antibidticos da classe beta-lactamicos atuam. Esta classe de antibidticos
se liga ao receptor de acao (PBP), inibindo a formac¢ao da parede, ocasionando em uma
célula com crescimento defeituoso, que consequentemente ocorre a lise (CHO;
UEHARA; BERNHARDT, 2014; TAVARES, 2014).

Todavia, as bactérias gram-negativas além de conseguirem barrar a agdo de
componentes quimicos com sua membrana externa, possuem o potencial de inativagdo de
antimicrobianos beta-lactadmicos devido a presenga de enzimas beta-lactamases no espago
periplasmatico, tornando-as resistentes aos beta-lactamicos (KIM et al., 2020).

As bactérias podem adquirir resisténcia aos antimicrobianos por meio de duas
vias, por mutacao ou por adquirir genes de resisténcia de outras bactérias por meio da
transferéncia horizontal, que pode ocorrer de trés modos. O primeiro seria por meio da
transformagdo, onde ha a recombinacdo genética de fragmentos de DNA de uma bactéria
morta, que serdo recolhidos e utilizados por uma nova bactéria, sendo assim, ela adquire
seus genes de resisténcia. O segundo modo seria por meio de transducdo, onde ha a
transferéncia de materiais genéticos entre bactérias através de um bacteriofago. O terceiro
modo ocorre por meio da conjugagao, onde a partir das fimbrias que se ligam fisicamente
em outra bactéria, hé a transferéncia dos genes de resisténcia. (CHRISTAKI; MARCOU;
TOFARIDES, 2020; HOLMES et al., 2016; MUNITA; ARIAS, 2016).

Alguns antibidticos atuam na interrup¢ao da parede celular, mas mecanismos
foram desenvolvidos para interrupgdo dessa acao, tendo como exemplo a inativagdo dos
antibidticos beta-lactdmicos, que ocorre por meio do desenvolvimento de enzimas beta-
lactamases, que inativam o farmaco por meio da quebra da ligagdo amida do anel beta-
lactamico. A resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos se tornou tdo predominante

devido ao desenvolvimento de genes de resisténcia que sdo facilmente transferidos de
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microrganismo para microrganismo (AGARWAL; TIWARI; VARADWAJ, 2023;
CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Outro exemplo seriam os antibidticos aminoglicosideos, os antibidticos desta
classe possuem como alvo interferir na sintese proteica do microrganismo. O processo de
sintese proteica ocorre inicialmente a partir de uma molécula de DNA que sera transcrita
em uma molécula de RN A mensageiro (mMRNA) com auxilio da enzima RNA-polimerase.
Esta sequéncia transcrita sera traduzida por ribossomos presentes na célula. Com o auxilio
do RNA transportador (tRNA) que se liga na base de codons a partir de sua propria base
de anticodons, 0 mRNA sera transportado até o ribossomo que realiza a leitura genética
da fita de RNA, traduzindo-a e liberando aminodcidos, que formam uma cadeia
polipeptidica, originando as proteinas. Entretanto, os aminoglicosideos podem ser
inativados por meio de enzimas modificadoras atuam na acetilagdo, fosforilagdo e
adenilacdo dos aminoglicosideos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

As bombas de efluxo também sdo caracteristicas de mecanismos de resisténcia
bacteriana. Sao influenciadas por proteinas de membranas que utilizam a via de hidrolise
de ATP (Adenosina Trifosfato) para expulsar os fArmacos do interior da bactéria. Alguns
antibidticos mais comuns que sao expulsos por bombas de efluxo sdo as fluoroquinolonas,
penicilinas, macrolideos, polimixina B e tetraciclinas (ALAV; SUTTON; RAHMAN,
2018; LI et al., 2023).

Ocorre-se também modificagdes nos alvos dos antimicrobianos, impedindo que
se ligue ao sitio. Como exemplo, ha a modificacdo do 4cido lipoteicoico em bactérias
gram-positivas, ocasionando resisténcia a polimixina B. Em bactérias gram-negativas, os
locais de modificagdo do sitio alvo estdo localizados em LPSs (LI et al., 2023; SAAR-
DOVER et al., 2012).

Ao adquirirem diversos genes, as bactérias podem sintetizar paredes celulares
alteradas, onde ndo possuem mais os locais onde os antimicrobianos se conectam para
inativacdo do microrganismo, para que se possa diminuir a absor¢ao do medicamento.
Algumas realizam mutagdes em seu interior, dificultando o acesso dos antimicrobianos
ao alvo por meio da regulagdo negativa dos genes de porina (TENOVER, 2006).

Pode-se ocorrer a formagao de biofilmes com intuito de se protegerem de tanto da
acao do sistema imunologico contra elas, quanto a acdo de agentes antimicrobianos. Os
biofilmes sao formados por uma camada espessa, formadas por polissacarideos, proteinas
e DNA de forma que dificulte o acesso de tais agentes as bactérias presentes dentro dele.

A presenca de diversas bactérias no mesmo local facilita a transferéncia horizontal de
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genes, 0 que proporcionaria para as bactérias sensiveis os genes de resisténcia com muito
mais facilidade (C REYGAERT, 2018; MAH, 2012; SOTO, 2013; VAN ACKER; VAN
DIJCK; COENYE, 2014).

Outro meio que se ocorre a inativacao dos antibidticos € por meio da hidrdlise.
Esta ocorre por meio de enzimas que necessitam apenas da 4gua como seu co-substrato,
0 que as permite que estas enzimas atuem nas ligagdes quimicas hidroliticas presentes
nestes farmacos, rompendo estas ligagdes e inativando o medicamento. Alguns exemplos
sd0 as enzimas enterases, capazes de inativar os antibidticos macrolideos ou beta-
lactamases que rompem a ligagdo amida do anel beta-lactamico, inativando o farmaco
(KAUFMAN, 2011; WRIGHT, 2005).

Além disso, as bactérias sdo capazes de realizar uma ag¢do denominada
enxemeagdo. A enxemeacdo ¢ a migragdo de um grupo de bactérias, movimentando-se
através de seus flagelos, que permitem a formacao de biofilmes e vivéncia conjunta com
outras bactérias presentes no ambiente mais rapidamente, podendo ocasionar na
transferéncia de genes, facilitando a resisténcia aos antibidticos (RUTSCHLIN;
BOTTCHER, 2020).

As células bacterianas podem apresentar diversos mecanismos de resisténcia
contra antibidticos, como visto na Figura 5, que representa uma célula bacteriana
simplificada, em que € possivel observar alguns dos mecanismos de resisténcia

desenvolvidos por bactérias.
Parede

celular - Bombas de
efluxo
’ -

DNA

Cadeia
polipeptidica

RNA
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Genes de
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Figura 5: Representacdo simplificada de uma célula bacteriana, em que estdo presentes seus componentes
intracelulares, como DNA, parede celular, RNA, proteinas, ribossomos, membrana plasmatica, plasmideo
e citoplasma. Estdo presentes também alguns mecanismos de resisténcia desenvolvidos por bactérias, como
bombas de efluxo, alteragdes no sitio de agdo, alteragdo na permeabilidade da membrana e mecanismo
enzimatico. Abreviagdes: ATM: Antimicrobiano, DNA: Acido Desoxirribonucleico e RNA: Acido
Ribonucleico. Autoria propria (2025).
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2.6 Staphylococcus aureus resistente a meticilina: Mecanismos de resisténcia
e a ameaca a saude publica

A bactéria S. aureus é uma das causas mais comuns de infec¢des bacterianas,
sendo presentes tanto em ambientes hospitalares, corpo humano, alimentos e superficies
contaminadas. A resisténcia de S. aureus ¢ devido a troca genética de genes resistentes
via horizontal, através da transferéncia de plasmideo para outras bactérias, o que explica
0 quao rapido os microrganismos se tornam resistentes (ILUZ et al., 2018).

As infecgdes causadas pelas bactérias desta espécie eram tratadas com penicilina,
até o momento em que desenvolveram o mecanismo de resisténcia, em que houve o
surgimento de beta-lactamases, enzimas capazes de causar danos ao fairmaco, causando a
sua inativagdo. Devido a este problema, foi desenvolvido um novo antimicrobiano
resistente as enzimas beta-lactamases, chamado meticilina. O uso indevido, junto a
necessidade em larga escala de farmacos que tratassem infecgdes, resultou no surgimento
de microrganismos resistentes as meticilinas (HIRAMATSU et al., 2001; VIVAS et al.,
2019).

Com a disponibilidade da meticilina para uso de tratamento de infeccdes, as
bactérias passaram a desenvolver o mecanismo de resisténcia a esse farmaco, em que
dessa vez ao invés de realizar a quebra do anel beta-lactdmico por hidrélise (penicilina),
realiza a mudanga do alvo do medicamento (meticilina), devido a expressdo de uma
proteina denominada PBP2a, que ¢ um mecanismo de resisténcia de amplo espectro capaz
de bloquear a ligacao de beta-lactamicos (CRAFT et al., 2019).

As infeccdes por S. aureus, principalmente se forem meticilina-resistentes, sao
classificadas como graves e dificeis de tratar, além de serem responsaveis por lesdes
cutaneas, casos de pneumonia, meningite, endocardite, septicemia ¢ podendo causar a
morte do paciente acometida com a infecdo (SCHLIEVERT et al., 2010; TOGNERI et
al., 2017). As bactérias do tipo MRSA sdo um grande problema de sade publica. Quando
comparada a S. aureus sensivel a meticilina, infec¢des causadas por MRSA tem maior
chance de internagdes mais longas e risco de mortalidade (LIU et al.,, 2021;

MORGENSTERN et al., 2016).

2.7 Inativacao fotodinamica de MRSA

O surgimento de cepas resistentes a antibidticos, como a MRSA, demonstra a
importancia e necessidade de um método alternativo para o controle da bactéria. Portanto,

a IFD a base de um FS, luz e oxigénio surge como uma alternativa promissora, devido a
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sua simplicidade e eficacia podem ser a resposta para este problema de satde global
(PUCELIK; DABROWSKI, 2022).

Estudos recentes avaliaram a acdo da curcumina na IFD da bactéria MRSA, como
o autor Batista de Andrade Neto et al., (2021) que observou como seria a a¢ao da
curcumina em cepas clinicas de MRSA e qual seria seu efeito associado a oxacilina.
Foram testadas as concentragdes de curcumina na faixa de 1,95-1000 pg/mL e de
oxacilina a 0,125-64 ng/mL. Foi avaliado se haveria interacdes entre os farmacos,
caracterizando como sinérgico, parcialmente sinérgico, aditiva, indiferente ou
antagodnico. Os resultados indicaram que a curcumina nao apenas inativou cepas clinicas
de MRSA, como também aumentou a permeabilidade da membrana para entrada do
antibiotico. Além disso, foi visto pelo teste TUNEL que a curcumina causou danos ao
DNA, diminuiu a viabilidade celular de biofilmes de MRSA. Portanto, esse FS foi capaz
de apresentar efeitos sinérgicos e aditivos junto ao antibidtico oxacilina.

Outro estudo avaliou a a¢@o da curcumina em microemulsdes (30 pg.mL) e luz de
430 nm, com doses de 14 J/cm?, observou-se que foi capaz de inativar >5 logs de MRSA.
Todavia, quando aplicadas duas sessdes de IFD, houve a reducdo de >7 logs (CRUGEIRA
etal., 2023).

O autor Ribeiro et al., (2022) buscou avaliar a agdo da curcumina e luz azul em
biofilme da bactéria MRSA. No estudo, houve a aplicacao da dose de luz de 50 J/cm? na
concentracdo 80 pg/mL, que resultou na reducdo de >2 logs de inativacdo bacteriana,
indicando que a IFD seria capaz de inativar bactérias resistentes a antibidticos,
possibilitando um novo tratamento para infec¢des bacterianas.

A aplicagdo de IFD foi documentada para tratamento de infec¢des bacterianas em
modelos ex vivo, como documentado pelo autor (MUNIZ et al., 2021), que aplicou o
tratamento em infeccdes de MRSA, em orelhas de camundongos. Utilizando 100 pg de
curcumina com doses de luz de 13,5 J/cm?. A partir do recolhimento de amostras de
linfonodo drenante e das orelhas tratadas dos animais, observou-se que no grupo com
aplicacdo de IFD houve a redu¢@o da carga bacteriana, atingindo p-valor < 0,05.

A TFD tem sido estudada para o tratamento de infeccdes da bactéria MRSA,
demonstrando avango na técnica e uma esperanca de tratamento para essa cepa resistente.
O avango em estudos permite o aprimoramento e otimizagdo de protocolos in vitro, com
o intuito de buscar os melhores parametros a serem utilizados para aplicagdes clinicas de

infec¢des bacterianas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a agdo da curcumina contra a bactéria Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), com a inativacdo fotodindmica convencional e a fracionamento de

doses de luz.
3.2 Objetivos especificos

e Analisar do comportamento de fotodegradagdo da curcumina via espectroscopia
de absorcao no ultravioleta visivel e fluorescéncia molecular.

e Determinar a melhor concentracdo entre 5, 10 e 15 uM e dose de energia de 5, 10
e 15 J/cm? para a inativagao fotodinamica convencional da bactéria MRSA.

e Avaliar os efeitos dos fracionamentos das doses de energia de 10 ¢ 15 J/cm? com
intervalos de 10 e 30 minutos na inativacdo fotodinamica da MRSA.

e Analisar confocal do comportamento da bactéria MRSA frente a IFD fracionada.

e Avaliar a concentragdo de oxigénio em experimentos de IFD.

e Avaliar a formagdo de espécies reativas de oxigénio na inativagdo fotodinamica

convencional e fracionada por via indireta.
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4. Materiais e métodos

4.1 Fotossensibilizador

O po sintético de curcumina foi obtido comercialmente (PDT Pharma®, Brasil) e,
considerando sua agregacdo devido a hidrofobicidade em meio aquoso, a solubilizagdo
foi realizada primeiramente em etanol (99,9%) (DIAS et al., 2020; HEGER et al., 2014).
Em seguida realizou as dilui¢des adicionais para as concentragdes de trabalho em agua
destilada esterilizada, seguindo protocolos semelhantes que levam a uma concentragio
final de etanol insignificante (%) para a maior concentragdo 15 uM.

A solucao de fotossensibilizador foi iluminada com o auxilio de uma Biotable®,
composto por luzes de LED de 450 nm e 55 mW/cm?, desenvolvido pelo Laboratorio de

Apoio Técnico (LAT) do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC), Sao Paulo, Brasil.

4.2 Fonte de luz

A Figura 6 refere-se a medida do espectro do diodo emissor de luz (LED) azul
em 450 nm utilizado nos experimentos de IFD, fotodegradacdo e andlise de geragdo de

EROs, correspondente ao comprimento de onda necessario para irradiagdo da curcumina.

Espectro LED azul
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Figura 6: Perfil espectral do LED de luz azul utilizado nos experimentos de IFD, fotodedragacdo e EROs
correspondente ao comprimento de onda de 450 nm.

4.3 Ativacdo do microrganismo em meio de cultura

Inicialmente foi preparado o crescimento da bactéria MRSA (isolado clinico). A
bactéria foi transferida de um meio de conservagdo do microrganismo do congelador

ultrafrio, contendo 60% de MRSA e 40% de glicerol, para uma placa contendo meio de
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cultura BHI Agar (Brain Heart Infusion) (marca Kasvi). A placa foi cultivada até a fase
de mid-log em uma incubadora B.O.D (marca Eletrolab) por 24 horas.

O preparo do indculo do microrganismo foi realizado a partir da ressuspensdo
direta de coldnias isoladas de MRSA, semeadas no meio de cultura BHI Agar (Brain
Hearth Infusion). Foram selecionadas cerca de 3 a 5 col6nias isoladas e introduzidas em
um tubo falcon contendo 10 mL de Tampdo Fosfato-Salino (PBS, pH 7,4) e
homogeneizadas. Houve o0 monitoramento da densidade Optica (600 nm,
Espectrofotdmetro Bel Photonics) para que as suspensdes de trabalho de bactérias
estivessem em entre 10—108 UFC/mL para experimentos de IFD.

Ap0s os ensaios, a quantificacdo foi realizada a partir de cinco dilui¢fes seriadas
(em PBS), e transferidos 10 pL da amostra para placas de Agar BHI, cultivadas nas
mesmas condi¢cBes mencionadas anteriormente, para que as contagens estivessem

disponiveis em UFC mL™.

4.4 Estudo de fotodegradaciao da curcumina

Para a fotodegradacdo da curcumina foi preparado uma solucdo estoque na
concentragdo de 1085 puM em etanol. A partir da solucdo estoque, foram preparadas
solugdes de trabalho nas concentragdes de 10, 20 e 40 uM de curcumina em agua
destilada.

O processo de fotodegradagado foi realizando utilizando um sistema de irradiacao
com LED de 450 nm na intensidade 40 mW/cm?, aplicada a dose de 2,4 J/cm? a cada
minuto de irradiagdo. Amostra de 2 mL da curcumina na concentragdao de trabalho foi
adicionada em uma cubeta de quartzo de quatro faces polidas, caminho 6ptico de 10 mm.
Essa amostra foi mantida em agitacdao constante durante a fotodegradag¢ao da curcumina.

O monitoramento da fotodegradagao foi realizado em fun¢ao do tempo durante 24
minutos, totalizando uma dose de 57,8 J/cm?, através de espectroscopia de absor¢ao no
ultravioleta visivel na regido de 200 a 800 nm. As medidas de fluorescéncia molecular
foram realizadas utilizando o equipamento Cary Eclipse (Varian), em que foi monitorada
com excitagao em 430 nm e emissao em a partir de 440 nm (SAITO NOGUEIRA et al.,

2020). O experimento de fotodegradacdo foi realizado em triplicata.

4.5 Inativacao Fotodinamica Convencional

O primeiro bloco de experimentos consistiu em uma triagem de doses de energia

e concentracoes de FS visando fixar uma condi¢do subletal para comparar o IFD
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convencional ao efeito de doses de luz fracionadas. As concentragdes foram definidas
com base em trabalhos que apresentaram inativagdo total para a MRSA, sendo 25 e 50
uM (MELO et al., 2023). Em seguida realizou uma triagem considerando combinagdes
de5,10e15J/cm?e 5, 10 e 15 uM de curcumina, mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Condigdes experimentais para o ensaio de IFD convencional com FS curcumina: grupo, doses
de energia, concentracdo do PS.

Grupo Dose (J/cm?) Concentracdo (uM)
1 5 5,10, 15
2 10 5,10, 15
3 15 5,10, 15

Os ensaios foram realizados in-vitro em uma placa de 24 pocos contendo a solugao
de FS e o microrganismo (50:50). A placa foi conduzida para a incubadora B.O.D (marca
Eletrolab), permanecendo por 20 minutos no escuro a 37°C. Em seguida, a placa foi
iluminada pelo equipamento Biotable® de 450nm de 55mW/cm? por cerca de 90, 180 e
272 segundos sob as doses de energias determinadas (5, 10 e 15 J/cm?) e com as
concentragdes de curcumina escolhidas (5, 10 e 15 uM).

Apos a iluminagdo da IFD tradicional, foram realizadas dilui¢des seriadas em PBS
e transferidas para placas de 4gar BHI, cultivadas em incubadora a 37 °C, para a contagens

de unidade formadoras de coldnias (UFC/mL") apés 24 h.

4.6 Inativacdo Fotodinamica Fracionada

Os experimentos de IFD com doses fracionadas foram realizados com irradiagéo
de luz com comprimento de onda de 450 nm, ap0s a incubacdo da bactéria com o FS por
20 min. em temperatura de 37 °C. As doses de energia aplicadas foram de 5, 10 e 15 J/cm?,
com intervalos variados. Para os ensaios, foram divididos diferentes grupos, sendo eles

grupos com IFD convencional e IFD fracionada, dos quais séo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Condigdes experimentais para o ensaio de IFD fracionada com FS curcumina: grupo, doses de

energia, concentragdo do FS, doses fracionadas e intervalos de tempo.

Grupo Dose (J/cm?) Concentracéo Doses Intervalos (min)
(uM) Fracionadas
1 5 10 1 10 min ap6s a
IFD
2 5+5 10 1 10 min durante a
IFD
3 5+5 10 2 10 min durante e
apos IFD
4 5+5+5 10 2 10 min durante
IFD
5 5 10 1 30 min
apos IFD
6 5+5 10 1 30 min durante
IFD
7 5+5 10 2 30 min durante e
apos IFD
8 5+5+5 10 2 30 min durante
IFD

Para a IFD fracionada os intervalos (nomeados de i) escolhidos foram de 10, 30 e
45 min, respectivamente. Os intervalos separam as doses de 5 J/cm?, portanto, as doses
eram aplicadas e em seguida havia intervalos entre elas, durante e apds o processo de IFD.
O grupo 1 representa 10 min apos a aplicacdo de 5 J/cm2. O grupo 2 aplicou a dose, deu
o intervalo de 10 min e aplicou novamente a dose, totalizando 10 J/cm?, semelhante ao
grupo 3, que apds a ultima dose houve o intervalo de 10 min antes que continuasse 0
processo de finalizacdo do experimento, em busca de avaliar se com estes intervalos as
EROs continuariam agindo no microrganismo e se sim, se o0s resultados da IFD
convencional e IFD fracionada seriam distintos. Por fim, no grupo 4 foram aplicadas trés
doses de 5 J/cm? com intervalos de 10 min entre elas. Para os grupos 5, 6, 7 e 8, 0s
intervalos foram ajustados para 30 min e a metodologia de aplicacdo de doses foi

semelhante aos grupos de 10 min.

4.7 Microscopia confocal de fluorescéncia

Para analise do meio microscopico da interagdo entre a curcumina e a bactéria,
associado ao processo da acdo da IFD, foram realizadas anélises de microscopia confocal.
O preparo da bactéria ocorreu a partir da ressuspensdo direta do microrganismo, que
estava sendo cultivado em uma placa contendo BHI (Brain Hearth Infusion) Agar (marca
Kasvi) até¢ a fase mid-log na incubadora B.O.D (Eletrolab) por 24 horas. Foram
selecionadas de 3 a 5 coldnias e introduzidas na solugdo Tampao Fosfato-Salino (PBS,

pH 7,4) e homogenizadas. A partir disso, foi realizada a medida de densidade 6ptica em
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600 nm (Espectrofotometro Bel Photonics), para que da populagdo bacteriana estivesse
em uma escala de 10’108 UFC mL"".

A bactéria MRSA foi submetida a concentragdo de 10 uM, com pulsos de luz de
5 J/cm? fracionados e intervalos de 30 min, entre as doses de luz. As analises de
microscopia confocal foram realizadas através do microscopio confocal de varredura
(Zeiss LSM780, Jena, Alemanha), com a presenca de um laser Chameleon (Ti, Coherent,
Santa Clara, CA, EUA), utilizando fonte de excitagdo de dois fotons (2P), com lente
objetiva Plan-Apochromat (20x) e regido de 800 nm. As imagens foram coletadas
utilizando o modo canal, em que os pixels de cada fluorescéncia emitida nos testes de
viabilidade (verde e vermelha) foram selecionados de dois comprimentos de onda, para
que fosse possivel a observacdo de células viaveis e ndo vidveis.

Para os ensaios de internalizacao e viabilidade celular, a bactéria foi submetida a
solucdo de curcumina e acompanhado o processo de internalizagdo por meio do

microscopico confocal. Os grupos experimentais sdo destacados na Tabela 4:

Tabela 4: Grupos experimentais para analise de microscopia confocal da bactéria MRSA.

Grupos Classificacdo Concentracgéo Dose de luz Intervalo (min)
Ensaio (M) (Jlcm?)
1 Internalizacédo
Curcumina 10 uM de curcumina - -
2 Controle
microrganismo LD - -
3 30 min de
5+i 10 uM de curcumina e 5 Jlcm? intervalo ap6s
LD iluminacéo
4 10 J/em? 30 min de
5+i+5 10 uM de curcumina e intervalo entre as
LD doses
5 10 J/cm? 30 min de
5+i+5+i+5 10 uM de curcumina e intervalo entre as
LD doses
6 15 J/cm? 30 min de
S5+i+5+i+5+i 10 uM de curcumina e intervalo entre as
LD doses e 15 min

apos dltima dose

A viabilidade celular da bactéria foi analisada a partir do corante Live/Dead (LD).
O corante possui os componentes calceina-AM e iodeto de propidio (IP), responsaveis

pela emissdo de fluorescéncia das cores verdes e vermelhas, respectivamente. Esses
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marcadores permitem a identificagao de células metabolicamente ativas e inativas (LIU

et al., 2022).

4.7. 1. Analise de imagens de microscopia confocal

As imagens de microscopia confocal foram analisadas a partir do software Python,
em que foram criadas fungdes que possibilitaram a contagem do percentual de pixels
referentes as emissdes de fluorescéncia verde e vermelha, emitidas pelo corante
Live/Dead nas analises de viabilidade celular ap6s tratamento IFD.

Inicialmente, as imagens eram convertidas para HSV (com componentes matiz,
saturacao e valor) e definidos os limites inferiores e superiores para a fluorescéncia verde
e vermelho. Logo apos, foi criado um filtro que fosse capaz de extrair areas de acordo
com os limites estabelecidos, mantendo apenas os pixels desejados. A partir disso, é

calculado o percentual de pixels desejados sobre todos os pixels da imagem.

4.8 Analise de oxigénio dissolvido

Os ensaios de andlise da concentragdo de oxigénio em amostra de curcumina
foram realizadas a partir do acompanhamento de um eletrodo DO-9100 (Backlights). Para
os ensaios foi construido um modelo de célula experimental por meio de impressao 3D,
de material PLA e equipamento utilizado denominado Impressora 3D (Creality, Ender 3
V3 SE). O material 3D foi incluido no interior de um Becker de 100 mL, permitindo que
estivessem fixos o eletrodo e uma agulha, responsavel por introduzir gas nitrogénio na
amostra, em momentos que foi necessario testes em meio anaerobico.

O modelo de célula experimental foi produzido para que fosse possivel avaliar a
concentra¢do de oxigénio em solu¢do de curcumina em periodos com e sem iluminagdo.
Devido ao espago limitado de uma cubeta de quartzo, foi necessario a constru¢do de uma
nova c¢lula, capaz de encaixar em um recipiente de vidro que permitisse a passagem de
luz, como também possibilitasse a medida de oxigénio por eletrodo e introducdo de
nitrogénio na amostra, fazendo com que ambos os equipamentos estivessem fixos no
recipiente.

A simulagdo da IFD fracionada com intervalos de 30 min ocorreu a partir de
solugdes de curcumina de 60 mL, na concentragcdo de 10uM. Para ensaios em meio
anaerodbico, a solugdo era inserida no Becker e nele havia a presenca do eletrodo e a agulha
que liberou o gas nitrogénio. Ao longo de 30 min, foi monitorado o decaimento da

concentracdo de oxigénio no meio, coletando os resultados de 2 em 2 min, sob agitagao.
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Todavia, para ensaios em meio aerdbico, ndo foi necessdria a presenca de
nitrogénio na amostra. A concentracdo de oxigénio da solugdo de curcumina foi
monitorada por cerca de 30 min, sob agitagcdo e iluminagdo por luz azul de 450 nm,
intensidade de 55 mW/cm? e dose de luz de 72 J/cm?, para que fossem coletadas medidas

a cada 2 min.

4.9 Analise de Espécies Reativas de Oxigénio

Para que fosse possivel compreender o processo de IFD convencional e fracionada
foi realizado o experimento de andlise de geragdo de a produgdo de EROs. Para as analises
de EROs foi utilizada a sonda dihidroetidio (DHE). Ao ser oxidada pelas EROs, a sonda
se transforma em etidio (E"), que é responsavel por gerar a fluorescéncia, o que permite
a quantificagdo das espécies geradas durante o processo de irradiagdo da curcumina
(GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005a). O DHE quando oxidado, emite fluorescéncia
nas regides entre 575 e 625 nm. A intensidade méxima de fluorescéncia em 610 nm foi
fixada para as andlises de fluorescéncia dos perfis do espectro (CAIRES et al., 2020,
2024; PODSEDNIK; XU; LI, 2024).

Para os ensaios de fotodegradacdo utilizou-se um sistema com arranjo
experimental diferente no qual permitiu agitacdo magnética durante o processo de
irradiacdo. Nesse sistema foi utilizado o mesmo LED 450 nm da Biotable®, o que
permitiu atingir a intensidade de 40 mW/cm?.

Para analise da geracdo de EROs, foram divididos quatro grupos testando os
parametros utilizados na IFD e grupo o controle da sonda (DHE), mostrado na Tabela 5.

Tabela 5: Grupos tratamento e controle para as analises da geragdo de EROs do FS curcumina e sonda
DHE.

Grupos Classificacao Concentracao Dose de lluminacéo Intervalo
M) luz (J/cm?) (min)
1 Curcumina e 10 uM de 2,4 Jlcm? 1 em 1 minuto
DHE curcumina; 20uM  por min de de modo -
de DHE iluminacéo convencional
2 Curcumina e 10 uM de 2,4 Jlcm? 1 em 1 minuto 10 min de
DHE curcumina; 20uM  por min de de modo intervalo a
de DHE iluminacéo fracionado cada 5 min de
iluminacéo
3 Curcumina e 10 uM de 2,4 Jlcm? 1 em 1 minuto 30 min de
DHE curcumina; 20uM  por min de de modo intervalo a
de DHE iluminagdo fracionado cada 5 min de
iluminacdo
4 DHE 20 uM de DHE 2,4 Jlcm? 1 em 1 minuto
por min de de modo -

iluminacdo

convencional
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As analises foram realizadas com a sonda DHE com a concentragao estoque de 20
mM, solubilizado em metanol e a concentracdo de trabalho foi de 20 uM (CAIRES;
LIMA; ABELHA, 2023). Em uma cubeta de quartzo de quatro faces polidas com caminho
optico de 10 mm, foram inseridos 1979,5 uL de dgua destilada, 2 uL da solu¢cao de DHE
e 18,5 uL da solugdo de curcumina diluida em etanol na concentracdo del0 pM,
semelhante aos experimentos de IFD.

A iluminagdo da cubeta ocorreu por meio de LED azul (450 nm), com doses de
2,4 J/em?, totalizando 60 J/cm?, na intensidade 40 mW/cm?, sob agitagdo constante, em
func¢do do tempo de irradiacdo. O monitoramento da formagao de EROs ocorreu de 1 em
1 minuto, via espectroscopia de fluorescéncia molecular. Os pardmetros de excitacao e
emissdo foram: excitacdo: 500 nm emissdo: 600 — 700 nm, as fendas do equipamento
foram ajustadas para excitagdo: 10 nm e emissdo: 10 nm e 800 volts. Este processo foi
repetido em todos os grupos testados, mesmo quando presente os intervalos. A anélise de
fluorescéncia foi realizada em um espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian).

Em conjunto as analises de emissao de fluorescéncia da sonda DHE, foi realizado
o monitoramento do espectro de absor¢do da amostra. As medidas ocorreram de 1 em 1
min pelo equipamento espectrofotdmetro UV-Vis (Varian Cary 50). Os pardmetros de
absor¢do das amostras ocorreram entre 200 e 800 nm. O processo foi repetido em todos

0s grupos experimentais com aplicagcdo de luz ou em intervalos escuros.

4.10 Analise estatistica

Para quantificacdo estatistica de dados obtidos no processo de IFD, com o auxilio
do software Origin 2018, os dados foram submetidos ao teste de normalidade por meio
do teste L de Lilliefors (com intervalo de confianga de 95%). Para a analise de variagdo
estatistica, foram realizados dos testes ANOVA (Two-way) de uma varidvel e o teste de

Tukey (p>0,05).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Desenvolvimento do estudo de IFD

Para determinar os melhores pardmetros de aplicagdo de IFD na bactéria MRSA,
observa-se na Figura 7 o diagrama do desenvolvimento do protocolo. Os experimentos
foram realizados para que indicassem quais seriam as condi¢oes ideais, avaliando a
interacdo entre FS e bactéria alvo e qual seria o comportamento da molécula em solugao
e no interior da bactéria. E também, se haveria entrada do FS na bactéria ou se poderia
gerar agregacao das moléculas.

Para isso, foram realizados experimentos de fotodegradacdo e internaliza¢do da
curcumina, permitindo observar o comportamento do FS sob ilumina¢do e a curcumina
na presenca da bactéria. Apds esse processo, iniciou-se os experimentos de IFD,
realizando diferentes entregas de doses de luz em concentragdes distintas do FS. A
iluminacdo da curcumina gera EROs, que, devido a alta reatividade pode ocasionar a
oxidacdo das células bacterianas, como também das proprias moléculas de FS presentes
na solugdo. Portanto, a eficiéncia e comportamento de todos os processos sdo dependentes

do tempo de exposicdo, sendo determinante para os resultados finais de cada cenario.
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Figura 7: Diagrama de desenvolvimento do processo de IFD. Autoria propria (2024). Abreviagdes: IFD:
Inativagdo Fotodinamica; Ex.: Exemplo; FS: Fotossensibilizador; EROs: Espécies Reativas de Oxigénio.
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5.2 Analise de fotodegradaciao da curcumina

Com o intuito de avaliar o comportamento da curcumina sob iluminacao da luz
azul em fun¢do do tempo e como ocorreria a degradacdo da molécula, foram realizados
os experimentos de fotodegradacdo da curcumina, acompanhando simultaneamente o
consumo do FS e oxigénio. A investigagdo do comportamento da fotodegradacdo da
curcumina foi conduzida com base na absor¢ao UV-Vis e fluorescéncia molecular. O
monitoramento da degradacdo foi realizado durante 24 min de irradiagdo com luz azul
(450 nm), aplicando doses de energia de 57,8 J/cm?, em determinados intervalos de
tempos e doses de energia. Os espectros de absorc¢ao e fluorescéncia da curcumina pelo

tempo de irradiacdo estdo apresentados na Figura 8 (a), (b), (¢) e (d).
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Figura 8: Espectro de absor¢do e fluorescéncia da curcumina a 10, 20 e 40 uM, em fun¢@o da dose de
energia de 57,8 J/cm? na intensidade de 40 mW/cm?. A (a) apresenta a banda de absor¢ao da curcumina nas
concentragdes de 40 uM, nos tempos 0, 14 e 24 min. A (b) apresenta a banda de fluorescéncia da curcumina
nas concentragdes de 40 pM, nos tempos 0, 14 e 24 min. A letra (c) representa a absor¢do da luz azul pela
curcumina e sua degradacdo quando iluminada de 1 em 1 minuto, por 24 min. A letra (d) representa a
fluorescéncia da curcumina e seu decaimento conforme foi iluminada de 1 em 1 minuto, por 24 minutos.
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Para a Figura 8 (a) ¢ (b) foi escolhida a concentragdo de 40 uM para a
demonstracdo da tendéncia de degradacdo da molécula de curcumina ao longo da
iluminacdo de 24 min. Nota-se que na Figura 8 (a) que a irradiagdo ndo provocou
mudangas significativas nas principais bandas de absor¢ao da molécula em torno das
regioes de 430 nm e a Figura 8 (b) mostra o decaimento da intensidade de fluorescéncia
da solucdo ao longo do tempo de iluminagao.

A Figura 8 (c) representa o espectro de absor¢do da molécula de curcumina nas
concentragdes de 10, 20 e 40 uM. As andlises foram realizadas por meio da iluminagao
da amostra de 1 em 1 minuto, durante 24 min consecutivos. Conforme ocorre a
iluminagdo, ¢ possivel notar a degradagdo da molécula quando selecionado o
comprimento de onda de 430 nm na regido azul do espectro de absor¢do UV-Vis, pois
conforme a curcumina ¢ iluminada, ocorre sua degradacdo devido a sua interagdo com o
oxigénio e a geragdo de EROs (GUPTA; ALI; VERMA, 2024; HINGSE; DIGOLE;
ANNAPURE, 2014; VELHO; REBELO; MACEDO, 2023).

Os resultados mostram que a degradacao da solugdo de curcumina em diferentes
concentragdes ocorre uma rapida degradagdo até a dose energia de 57,8 J/cm? para a
geracdo de EROs. Isso poderia indicar que até que alcance essa dose antes que a curva se
estabilize, pode ser o ponto chave, devido a maior geracao de EROs que oxidariam células
bacterianas. Esses resultados mostram que mesmo utilizando uma dose de energia 57,8 J/
cm? ao longo de 24 min, a curcumina apresenta produto de degradacdo, porém nao ¢
consumida totalmente, pois a presenga de agregados de curcumina poderiam dificultar a
sua degradacao e sua liberdade de interacdo com o oxigénio molecular (HAN et al., 2022).

A Figura 8 (b) e (d) apresenta o espectro de fluorescéncia da curcumina durante
sua degradacdo a medida que a dose de luz aumenta. Os resultados mostram que,
conforme a solu¢do ¢ iluminada, ocorre a degradagdo da curcumina € uma consequente
redu¢do na fluorescéncia da molécula ao longo do tempo. Quando analisado no
comprimento de onda de 540 nm (Figura 8 (d)), observa-se um decaimento progressivo
e a diminuigdo da intensidade de fluorescéncia.

Os resultados da fotodegradagdo demonstraram que ainda hd curcumina presente
no sistema apos 24 min de irradiacdo. Esses resultados indicam que a concentragdo de
curcumina pode permanecer constante na solucdo externa durante os segundos de
irradiagdo aplicados no experimento bioldgico. Além disso, a andlise do espectro de

absorbancia revelou a presenga de fotoprodutos de degradacdo nas regides caracteristicas
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em 200 — 300 nm (Figura 8 (a)) que correspondem exatamente as bandas de absor¢ao
dos possiveis produtos, como por exemplo a vanilina e o acido fertlico.

Os resultados obtidos estdo corroborando com a literatura. Conforme a curcumina
¢ iluminada e interage com o oxigénio, ocorrem reagdes que levam a formacao dos
produtos de degradagao acido fertlico e vanilina (LIMA et al., 2022; N. KUMAR; R.
NAIR; B, 2023a; SCHNEIDER et al., 2015; SHEN; JI, 2012). O deslocamento do pico
da banda da curcumina na regido de 430 nm pode ser atribuido ao seu processo de
degradacao. Os fotoprodutos acido ferulico e vanilina apresentam picos caracteristicos
nas regides de 320 nm e 312 nm, respectivamente (HINGSE; DIGOLE; ANNAPURE,
2014). Lima et al., (2024) investigou o comportamento da fotodegradaciao da curcumina
na concentracdo de 10 uM, em que foram submetidas as doses de energia de 0, 5, 10, 25
e 50 Jem? com luz azul. Os resultados sugerem que a fotodegradagdo ¢
proporcionalmente dependente da dose de energia aplicada, influenciando a geragdo

EROs.

5.3 Estudo da internalizacao do fotossensibilizador em MRSA

As imagens de microscopia confocal foram realizadas durante processo de
internalizacdo da curcumina na concentracdo 10 puM pela bactéria MRSA, a fim de
observar a interagdo entre os dois fatores. A Figura 9 (a) nos apresenta o aumento da
intensidade de fluorescéncia, devido a entrada de FS para o meio intracelular ao longo do
periodo de 20 min. Imagens de fluorescéncia da curcumina na bactéria foram capturadas
do inicio e do fim do processo, demonstrados na Figura 9 (b) e (¢). A microscopia
confocal possibilita a imagem microscopica pelo foco de luz, capaz de varrer uma area,

possibilitando a captag¢do de fluorescéncia de uma amostra.
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Figura 9: A Figura (a) representa o aumento da intensidade de fluorescéncia normalizada em fungdo do
tempo de exposicao do FS a bactéria. Conforme a curcumina 10 pM entra na bactéria, hd o aumento da
fluorescéncia. As Figuras (b) e (c) referem-se a entrada de curcumina na célula e o acimulo no meio do
intracelular, por meio da captagdo de imagem de microscopia confocal. A Figura (b) representa o tempo
inicial da internalizacdo e Figura (c) o fim da internalizaggo, apds 20 min.

A Figura 9 (a) mostra o periodo de internalizacdo da curcumina pela bactéria
MRSA. Observa-se o aumento da intensidade de fluorescéncia na regido de 540 nm,
regido caracteristica de fluorescéncia da curcumina. O tempo zero se iniciou com cerca
de 70% de fluorescéncia, pois had uma limitacao da técnica para ajustes de parametros do
microscopio. Entretanto, o FS ja comega a ser absorvido desde o primeiro instante que €
introduzido na amostra da bactéria MRSA. Portanto, foi considerado que a partir de 0,7
a intensidade de fluorescéncia seria o “background” do experimento. O aumento da
fluorescéncia se deve na entrada de curcumina para o meio intracelular da bactéria, que
ocorreu ao longo do tempo, apresentando uma tendéncia exponencial, que quando se
aproxima da marca de 20 min, apresenta uma estabilizacdo da curva, indicando ter
alcancado um limite de concentragdo do FS dentro da célula.

Os resultados indicam que, ao expor as células a uma concentracdo de 10 uM de
curcumina, sao necessarios aproximadamente 20 min para que o FS atinja sua maxima
acumulagdo na bactéria. Nos primeiros 10 min de incubagao, a fluorescéncia duplicou em
relagdo ao valor inicial, sugerindo uma rapida internaliza¢ao do FS. Embora a intensidade
de fluorescéncia continue a aumentar nos minutos seguintes, a taxa de entrada do FS
torna-se menos acentuada a medida que se aproxima do tempo de 20 minutos.

As Figuras 9 (b) e (¢) demostram que o aumento da fluorescéncia verde esta
relacionado ao acimulo do FS dentro das células. Embora a curcumina esteja presente
em todo o meio extracelular, a fluorescéncia detectada ocorre predominantemente
atribuida a sua internalizacdo pelas células, permitindo a avaliacdo do processo de

captagdo. Dessa forma, apesar da emissdo de fluorescéncia no meio extracelular, as



40

células bacterianas se destacam como regioes de maior intensidade fluorescente devido a
marcagao pelo FS o interior celular.

Os dados de internalizagdo indicam que a taxa de entrada da curcumina nas células
supera sua taxa de saida, uma vez que o aumento de fluorescéncia ¢ proporcional a
concentragdo utilizada. Observa-se que a estabilizagdo da curva ocorre em torno de 20
min, sugerindo que a prolongagdo no tempo de incubacdo além desse periodo poderia
resultar em saturagao, reduzindo a taxa de entrada da curcumina ao 30 min. Dessa forma,
os resultados indicam que o protocolo de IFD a ser empregado neste estudo fornece um
tempo adequado para a integraliza¢ao do FS. Além disso, sugere-se que a concentracao
utilizada seja suficiente para interagir tanto com células planctonicas quanto com
agregados bacterianos, sem a necessidade de aguardar a completa saturagdo intracelular

da curcumina para alcangar uma inativacao eficaz.

5.4 Inativacao Fotodinamica Convencional

A avaliagdo da eficacia de um tratamento antimicrobiana requer a quantificagdo
da redugdo da populagdo microbiana em escala logaritmica. De acordo com o Pankey et
al (2004), a reducdo de 3 logs UFC/mL ¢ considerada um critério de eficiéncia,
correspondendo a inativacdo de 99,9% da populacdo microbiana original. Com base nesse
parametro, neste estudo, o termo “eficiéncia significativa” serd utilizado para descrever
uma inativagdo minima de trés logs da bactéria MRSA.

Os resultados obtidos no processo de IFD convencional para a bactéria MRSA,
com a curcumina nas concentracdes de 5, 10 e 15 uM, irradiados nas doses de energia de
5, 10 e 15 J/cm? respectivamente, sdo mostrados na Figura 10. No eixo Y nota-se a
redugdo de logs da bactéria em fun¢do das concentracdes e dose de energia utilizada no

processo de IFD.
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Figura 10: Reducéo de logs de MRSA no processo de IFD convencional em relag@o ao controle microbiano.
Nas concentragdes de 5, 10 e 15 pM de curcumina, aplicando as doses de energia de 5, 10 e 15 J/cm? contra
a bactéria MRSA.

Nos resultados obtidos, nota-se que a concentragdo de 5 uM ndo apresentou
eficiéncia significativa com nenhuma das trés doses de energia 5, 10 e 15 J/cm? aplicadas,
pois nao alcangou boa eficiéncia na inativacao do microrganismo, reduzindo apenas 2,24;
1,74 € 2,83 logs de MRSA, respectivamente. Com base na andlise da Figura 10, concluiu-
se que a concentracdo de 5 M nao foi suficiente para inativar a bactéria, para as doses
de energia analisadas. Isso se deve a limitagdo de geracdo EROs relacionada a baixa
concentragdo de curcumina para as condi¢gdes de irradiagdo avaliada.

A concentragdo de 10 uM apresentou eficiéncia apenas com as doses de energia
de 10 e 15 J/em?, reduzindo 3,41 e 4,34 logs respectivamente. Essas doses de energia
foram suficientes e consideradas eficazes para inativacdo de microrganismos. A dose de
energia de 5 J/cm? em combinagdo a concentragdo de 10 pM ndo apresentou efetividade
significativa, reduzindo apenas 1,64 logs, pois possivelmente a dose de energia avaliada,
ndo foi o suficiente para gerar EROs capazes de causar danos irreversiveis na célula
bacteriana.

No entanto a concentragao de 15 M apresentou efeito fotobactericida apenas com
as doses de energia de 10 e 15 J/cm?, inativando cerca de 3,51 e 4,95 respectivamente. A
concentragdo de 15 uM e 5 J/ecm? ndo apresentaram resultados promissores, inativando
apenas 2,82 logs do microrganismo, pois a dose de energia usada nao foi suficiente para
a fotoativar as moléculas de curcumina presente no meio reacional do alvo. Contudo, os
resultados com as concentragdes de 10 e 15 pM com doses de 10 e 15 J/cm? ndo
apresentam diferencas estatisticas entre si. Esses sdo resultados sdo considerados

significativos para a IFD convencional, inativando cerca de 3 a 4 logs da bactéria MRSA.
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Esse comportamento de redugdo de crescimento bacteriano foi relato por Lima et
al (2024) usando a técnica de IFD com o FS curcumina, micropléstico e dgua em S.
aureus. Foram avaliadas concentracdes de 3, 5, 7 ¢ 10 uM de curcumina e doses de luz
de 5 J/em? (S. aureus) e 50 J/cm? (para MRSA), sob luz azul. Os resultados da agdo da
curcumina mostraram que apesar da presenca de microplasticos afetar a eficiéncia da
inativagao, houve redu¢do de MRSA em sua maior concentracdo avaliada.

Sammarro Silva et al., (2023) investigaram se o peroxido de hidrogénio (H203)
exerce um efeito sinérgico ou antagonista na IFD contra a bactéria S. aureus ATCC,
utilizando curcumina como FS. No estudo, as bactérias foram incubadas por 20 min e
submetidas a uma dose de energia de 5 J/cm?. Foram avaliadas diferentes concentragdes
de curcumina, sendo 5; 7,5; 10 e 12,5 ¢ 15 uM sem a presenca de H>O> ¢ 0,5; 1; 1,5; 2 ¢
2,5; uM na presenca de H20». Os resultados indicaram que a IFD utilizando apenas de
curcumina promoveu uma reducdo de >7,127 log da populacdo bacteriana, crescente em
fungdo da concentragdo do FS.

Por outro lado, a alta taxa de inativagao encontrada com a bactéria S. aureus ATCC
nao ocorre quando aplicada a MRSA, em que Sammarro Silva et al., (2023b) sé atingiu a
inativagdo do microrganismo quando aplicada a dose de luz de 50 J/cm? e concentracao
de 10 uM de curcumina, adicionando um processo de pré oxidagao com H>O- (0,04%)
antes da IFD. Os resultados mostram a redugdo de 7 logs de MRSA, corroborando com
os resultados obtidos nesse estudo, que obteve os melhores resultados de inativacao de
MRSA apenas quando aumentada a dose de luz (IFD convencional). No entanto, para a
IFD fracionada com intervalos de 30 min, ndo foram necessarias altas doses de energia,
pois os grupos de 5, 10 e 15 J/cm? fracionado alcangaram resultados promissores de
inativacao, chegando a >5 logs de reducao.

Além disso, ha estudos que avaliam a atividade antimicrobiana da curcumina em
biofilmes de MRSA, como citado pelo autor (BLANCO et al., 2022), que submeteu
curcumina a concentracdo de 5 mM a um biofilme dessa espécie. A partir disso, foram
aplicadas doses de energia de 40 e 80 J/cm?. Como resultado, observou-se que apds as
aplicagcdoes de IFD foi possivel atrasar o inicio da fase exponencial da populagdao
bacteriana, limitar a quantidade de bactérias e desacelerar a taxa de crescimento do
microrganismo, demonstrando resultados promissores para o tratamento de infecgdes,
como também desacelerar e modificar padrdes de crescimento do biofilme de MRSA.

A analise dos resultados para as concentragdes de 10 e 15 uM nas trés doses de

energia investigadas indica que ndo houve saturamento da formacdo de EROs para as
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essas concentragoes de FS. Dessa forma, a a inativacdo de MRSA, esta diretamente
relacionada ao aumento das doses de energia. Com base nesses achados, formulamos a
hipdtese que as doses de energia de 5, 10 e 15 J/cm? ndo s3o suficientes para atingir a
saturacao na producao de EROs. Assim, a aplicagdo doses de energia mais elevadas,
associadas as concentragdes de 10 e 15 puM, poder ser uma estratégia viavel para
potencializar a inativagdo bacteriana.

Almeida et al., (2017) investigaram o tratamento de infeccdes por MRSA em
camundongos fémeas. Os animais foram previamente infectados e, posteriormente,
tratados com curcumina (1,5%), associada a irradiagdo com LED azul de 450 nm, uma de
54 J/cm? por 10 minutos. Os resultados a partir da coleta do material bioloégico do animal,
demostraram a redu¢do da carga bacteriana no linfonodo drenado apds o tratamento de
IFD com curcumina, com redugdo de >5 logs da MRSA. Outro estudo teve o objetivo de
avaliar a acdo da curcumina atuando contra biofilmes de MRSA em cavidades Osseas
bovinas. A bactéria foi inoculada com lesdes Osseas para formagao do biofilme, para que
fossem tratadas com 1,5 g/L de curcumina a 2% de alcool etilico, aplicando a dose de
20,1 J/ecm? a 450 nm. Os resultados demonstraram 3,6 logs de redu¢cdo (UFC/mL) do
biofilme formado por MRSA, apresentando efetividade no tratamento (ARAUJO et al.,
2018).

Ambos os estudos de Almeide et al., 2017 e Araujo et al 2018, demonstraram
efetividade na inativacao da bactéria MRSA, mesmo com diferentes concentracdes do FS
curcumina. Quanto as doses de luz, a dose de 54 J/cm? resultou em maior inativagdo da
bactéria do que a aplicacdo de 20,1 J/cm?, isto pode indicar que mesmo com uma
concentracdo menor, doses mais altas de energia poderiam resultar em mais eficiéncia na
inativacdo da bactéria MRSA, semelhante aos dados obtidos neste estudo que mostram
que doses maiores de energia geram maior inativacdo da bactéria do que maiores
concentracoes do FS.

Em busca de melhores parametros e otimizagdo para a inativagdo da bactéria
MRSA, este estudo propde andlise da entrega de luz de modo fracionado, visando
compreender seu efeito sobre o FS curcumina e sua efetividade na gera¢do de ERO:s.
Estudos prévios na literatura indicam que a aplicagdo de doses fracionadas de luz na
Terapia Fotodinamica (TFD), resulta em melhores desfechos no tratamento de tumores,
0 que sugere que essa abordagem também pode potencializar a eficiéncia da inativagao

bacteriana.
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5.5 Inativacido Fotodinamica Fracionada

Para a IFD com o entrega de doses fracionadas de luz, foi selecionada a
concentragdo de 10 uM de curcumina. Essa escolha se deve a similaridade dos resultados
obtidos para as concentragdes de 10 e 15 uM nos experimentos de modo convencional
contra a bactéria MRSA, priorizando a menor concentracao que demostrou eficécia.

A Figura 11 representa a IFD fracionada, em que foram submetidas doses de
energia de 5 J/cm?, com intervalos de 10 e 30 min entre as doses, para que alcangassem o
total de 5, 10 e 15 J/cm?. Os resultados sdo apresentados de ambos os intervalos (10 e 30

[13%4]
1

min), que podem ser representados pela letra “i”. O eixo Y refere-se a reducao de logs
UFC/mL da bactéria MRSA em fun¢do dos tratamentos com diferentes entregas de doses

de luz, localizados no eixo X.
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Figura 11: Processo de IFD fracionado com curcumina 10 uM, intervalos de 10 min e 30 min em logs de
remoc¢do de MRSA. O eixo X representa os tratamentos, em que os grupos 5+i, 5S+i+5, S+i+5+i e 5+i+5+i+5
sdo de modo fracionado. entre as doses de 5 J/cm?. O eixo Y representa a remogdo de logs de MRSA. A

letra “i” representa os intervalos de 10 min e os intervalos de 30 min.

Nos resultados com os intervalos de 10 min entre as aplicagdes de doses de
energia, de 5 J/cm? fracionado, no primeiro ciclo (5+1) foi obtido 1,63 logs de redugdo da
populagdo microbiana em relagdo ao controle. No segundo ciclo (5+i+5 e 5+i+5+1), foram
obtidos os valores de redugdo de populagdo de 3,15 e 2,9 logs, correspondendo a um
aumento de 1,52 e 1,27 logs em relagdo ao primeiro, respectivamente. E importante
ressaltar que ndo ha diferenca estatistica significativas entre os dois grupos. O resultado
mais promissor foi obtido com a dose de energia de 15 J/cm? fracionada (5+i+5+1+5), que
resultou em uma redugdo de 4,96 logs da populagdo bacteriana, demonstrando uma

reducdo adicional de 1,81 e 2,06 logs em relag@o aos os grupos de 10 J/cm? fracionados.
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No fracionamento da IFD com intervalos de 30 min entre as aplicagdes das doses
de energia, observou-se que a aplicacdo de 5 J/cm?, seguida de um intervalo 30 min apos
a irradiacdo, apresentou eficiéncia na inativacao bacteriana, reduzindo aproximadamente
3,09 logs da populacao bacteriana. As doses de energia 10 J/cm?, com um intervalo de 30
min entre as aplicagdes sucessivas de luz, resultaram em redugdes de cerca de 5,67 € 5,22
logs, representando um aumento de aproximadamente 2,58 e 2,13 logs em relacdo ao
primeiro ciclo, respectivamente. Esses achados demonstraram que o uso da IFD
fracionada apresentou maior atividade fotobactericida em comparagdo a IFD
convencional. Além disso, a dose de energia de 15 J/cm? aplicada com intervalos de 30
min entre as exposi¢des as doses de luz, foi capaz de inativar cerca de 5, 45 logs da
populacdo bacteriana. No entanto, com intervalos prolongados, as doses de energia de 10
e 15 J/em? apresentaram resultados estatisticamente similares, sem diferenga estatistica
significativas entre os grupos.

Os resultados de fracionamento indicam que os grupos com menor intervalo (10
min) foram eficazes na inativagdo da bactéria MRSA, com excecao do grupo de 5 J/cm?
com um intervalo, que ndo alcangou um resultado satisfatorio. No entanto, as doses
fracionadas 10 e 15 J/cm? nesse intervalo de tempo (10 min) foram suficientes para
ativagdo da curcumina presente no meio, favorecendo a formacdo das EROs e
promovendo a inativagdo de modo eficiente da populagao bacteriana.

Os melhores resultados de fracionamento de luz foram obtidos com intervalos
maiores (30 min). Desde o primeiro grupo (5+i), observou-se eficiéncia na inativagdo da
MRSA, atingindo a taxa de redugdo de 3 logs. Entretanto, os resultados mais promissores
foram observados com a aplicagdo fracionado de 10 e 15 J/cm?, sendo que a dose
fracionada 10 J/cm? superou a eficacia da dose tnica de 15 J/cm? de modo convencional.

A Figura 11 permite melhor visualizacdo da diferenca no ganho em escala
logaritmica entre os dois métodos de fracionamento de luz, possibilitando a comparagao
entre suas taxas de inativagdo. O ciclo de 5 J/cm? com intervalo de 30 min resultou em
inativagdo de cerca de 1,46 logs, superior ao mesmo ciclo com intervalo de 10 min. Para
a dose de energia de 10 J/cm? fracionada, com um e dois intervalos de 30 min, observou-
se um aumento de 2,52 e 2,32 logs, respectivamente, em relagdo aos ciclos com intervalos
de 10 min. O ciclo de 15 J/cm? com dois intervalos apresentou uma diferenca de apenas
0,49 logs entre os dois métodos, indicando semelhanca nos resultados.

Os resultados obtidos com 5+i (30 min) podem ser correlacionados com os

5+i+5+i (10 min), uma vez que ambos apresentaram valores semelhantes de inativagao.
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Assim, uma dose menor de 5 J/cm? com um intervalo maior (30 min) foi tdo eficaz quanto
uma dose maior de 10 J/cm? com dois intervalos de 10 min. Por outro lado, os resultados
de 15 J/cm? fracionados com intervalos de 10 e 30 min se mostraram equivalentes,
indicando um maximo de eficiéncia nas condi¢des avaliadas.

O melhor desempenho do grupo 5+i (30 min), em comparagdo com o grupo
5+i1+5+i (10 min), pode ser atribuido ao tempo de espera, que compensa a menor dose
de luz aplicada. No entanto, o grupo 5+i+5+i (10 min) ainda demonstrou eficiéncia na
inativacao da bacteriana, devido ao efeito cumulativo de danos das duas doses de luz de
5 Jem?, visto que com uma unica dose nao foi suficiente para obter resultado
significativo.

Considerando que a reducao logaritmica ocorre em uma escala de 10, € possivel
quantificar a redug¢ao da populagao bacteriana apos um tratamento, permitindo a avaliagao
da eficacia da IFD contra a bactéria MRSA (Tabela 6).

Tabela 6: Porcentagem de inativacdo de MRSA quando aplicada IFD fracionada com intervalos de tempos
de 10 e 30 min.

Reducao 1log 2 logs 3 logs 4 logs 5 logs 6 logs
Logaritmica ou ou ou ou ou ou
90% 99% 99,9% 99,99% 99,999% 99,9999%
10 min 5+i - 5fi+5_ - 5+i+5+i+5 -
- - 5+i+5+i - - -
- - 5+i - 5+i+5 -
30 min - - - - 5+i+5+i -
- - - - 5+i+5+i+5 -

Na literatura, diversos estudos investigaram o fracionamento de doses de luz para
a inativacao de microrganismos. Sampaio et al., (2020) avaliaram o efeito dos FS azul de
metileno, clorina e6 € curcumina na inativacao de Enterococcus faecalis, com a irradiacao
de forma continua com intensidade menor quanto irradiagdo fracionada com maior
intensidade de luminosa. O fracionamento foi realizado com periodos escuros de 60
segundos entre as aplicacoes. O azul de metileno promoveu redugdo completa da
populagdo bacteriana tanto com a aplicagdo de luz continua a 100 J/cm? e concentracao
de 157 uM, quanto com a irradiagdo fracionada, na qual uma dose menor de 80 J/cm? na
mesma concentragao, também houve a reducdo completa do microrganismo.

Para a clorina €6, ndo houve reducdo bacteriana em diferentes concentragoes e
doses de luz. No entanto, quando a dose de 45 J/cm? foi fracionada na concentracdo de
84 uM, bem como na dose de 60 J/cm? com concentragdo de 20 uM, ocorreu a inativagao

completa da bactéria. No caso da curcumina, a reducao total da bactéria foi observada a
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partir da dose de 12,5 J/cm? com concentragao de 33 uM. Entretanto, ao fracionar essas
doses, a inativagao completa sé foi alcangada com uma concentragdo aumentada para 135
pM.

Outro estudo investigou o efeito da luz fracionada na inativacao do biofilme da
bactéria Streptococcus mutans. Os FS utilizados foram o azul de toluidina (3,26 uM), azul
A (3,42 uM) e novo azul de metileno (2,87 pM), com aplica¢ao de doses de 5 J/cm? de
um laser de 630 nm. A irradiacdo continua foi aplicada por 40 segundos, enquanto a
fracionada consistiu em duas exposi¢des de 20 segundos, separadas por um intervalo de
1 minuto. Os resultados indicaram >6 logs de reducdo da bactéria em sua forma
planctdnica e cerca de 4 logs de reducdo quando biofilme (MISBA; KHAN, 2018). O
fracionamento de luz resultou em maior eficiéncia em comparagdao com a aplicagdo de
luz continua, corroborando os achados do presente estudo.

A andlise dos dados sugere que, além do FS luz e do oxigénio, o tempo
desempenha um papel fundamental na eficiéncia IFD. O tempo atua como fator principal
para que a IFD acontega com efici€ncia, pois sem tempos de espera em determinadas
etapas do protocolo, a concentracdo do FS utilizado, a dose de luz ou concentragio de
oxigénio no meio ndo seriam suficientes para atingir resultados considerados eficazes. O
tempo de espera influencia a interacdo entre bactéria e FS (internalizacdo), o periodo de
irradiacdo e os intervalos entre as doses na IFD fracionada, levantando a hipotese de
reoxigenacdo do meio extracelular e intracelular, tornando dindmico a interag@o entre os
quatro fatores.

Os resultados de IFD fracionada, observou-se que os intervalos de tempo sem e
com iluminag¢do com o fracionamento entre as doses de luz tem influéncia significativa
na eficacia da inativagdo. Durante a irradiag@o, tempos mais longos resultaram em maior
eficiéncia bactericida. Entretanto, os intervalos entre as doses possivelmente favoreceram
a reoxigenagdo do meio e facilitaram a difusdo de oxigénio através da membrana
plasmatica da MRSA, além de prolongar a exposi¢do da bactéria ao FS, permitindo
novamente a internalizag@o e penetracao pela membrana.

A taxa de mortalidade da bactéria MRSA ocorre de maneira progressiva, pois, na
presenca do FS e sob iluminacdo, ha geracdo de EROs que causam danos irreversiveis as
estruturas celulares, levando a morte de milhares de células. Os ciclos de 5 J/cm? em
combinacdo com diferentes apresentaram resultados eficientes, com excegao do ciclo de

5 J/em? com intervalo de 10 min, que ndo demostrou a mesma eficécia
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O processo de reoxigenacao, ja documentado na literatura em aplicacdes de TFD
com tumores, pode estar relacionado a reoxigenagdo da solucao nos intervalos de 10 e 30
min da IFD fracionada (Figura 11). Durante a aplicacdo continua de doses de luzes, o
estoque de oxigénio na solugdo contendo bactéria e FS pode se esgotar progressivamente.
No entanto, o fracionamento de doses de energia luminosa pode favorecer a reoxigenagao
do meio e restabelecer o processo de difusdo de oxigénio pela membrana do
microrganismo. Os resultados de IFD fracionada demonstraram maior eficécia devido a
importancia dos intervalos de recuperagao do oxigénio disponivel no local, visto que a
IFD depende obrigatoriamente da presenca de oxigénio para sua efetividade. Assim,
como observado, os intervalos maiores (30 min), resultaram em uma inativagdo mais
eficiente, enquanto os intervalos de 10 min podem ter sido insuficientes para uma
reoxigenacdo adequada da solugdo e difusdo de oxigénio através da membrana da
bactéria.

A técnica de TFD ¢ utilizada no tratamento de tumores como alternativa e ser
associada a quimioterapia e radioterapia. Neste estudo, Estevez et al., (2010) utilizou a
PDT como meio de tratamento para cancer de ovario em ratos, aplicando duas doses de
luz diferentes no FS HAL (hexaminoleuvilinato), resultando na necrose do tumor por
oxidagdo. O processo de fracionamento da luz poderia gerar uma reoxigenacao do local
durante os intervalos em escuro. Os resultados demostraram que as doses fracionadas de
luz induziram melhor a necrose do tumor em relagao as doses continuas de luz.

Outro estudo demonstrou que ha eficacia na aplicacdo da TFD fracionada, onde
foi utilizado o FS acido d-aminolevulinico (ALA) na pele de camundongos, tumores
xenoenxertos e pele humana. Os resultados mostram que o fracionamento de doses de
energia pode estar ligado ao processo de reoxigenagdo do tecido nos periodos nos quais
ha auséncia de irradiagdo, (SCHOLZ et al., 2020). Os trabalhos relacionados a TFD
fracionado apresentaram melhores resultados que a convencional. Tendo como hipdtese
principal o processo de reoxigenagdo do tecido. A resposta da TFD depende
necessariamente da interacdo entre o agente fotossensibilizante, luz e a disponibilidade
de oxigénio molecular. No contexto da TFD fracionada em tumores, o sistema biologico
pode apresentar hipdxia. Esse fato ressalta que a reoxigénagdo ¢ determinante para o
aumento da eficacia do tratamento (LARUE et al., 2019).

Embora o tempo de incubag¢do do FS curcumina na bactéria seja de 20 min, a
molécula pode ser consumida gradualmente ao longo do processo de irradiagao, criando

um ambiente dindmico em cada estagio do tratamento. Assim, € possivel propor a
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hipotese de que, apos o primeiro ciclo de irradiagdo, ha o consumo parcial da curcumina
e um consumo significativo de oxigénio molecular presente nas bactérias. Apds o periodo
de espera que precede a segunda dose de energia luminosa, pode ocorrer o processo de
reoxigenacao, além de um possivel reestabelecimento de curcumina no interior da célula
bacteriana. Dessa forma, com os clicos subsequentes, a geracdo de EROs pode ser
sustentada devido & maior disponibilidade de oxigénio molecular (MONDAL; GHOSH;
MOULIK, 2016).

5.6 Inativacao fotodinamica Convencional vs Fracionada

Para melhor comparagdo entre os protocolos de IFD, foram acrescentados todos
os dados obtidos com a concentra¢do de 10 pM de curcumina e as doses aplicadas na I[FD
convencional e IFD fracionada (Figura 12). O eixo X representa as condi¢des de entrega
de luz e o eixo Y representa a inativacdo da bactéria MRSA em logs a partir do célculo

de UFC/mL.
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Figura 12: Representacdo das terapias de inativacao fotodinamica de modo convencional e fracionado com
a concentragdo de 10 uM de curcumina. O eixo Y representa a remocao de logs da bactéria MRSA em log
(UFC/mL) e o eixo X representa as condi¢des da entrega de luz contra este microrganismo, em que a letra
“1” representa os intervalos de 10 e 30 min dados entre as doses na IFD fracionada. As linhas sdo referentes
a IFD convencional e as colunas referem-se a IFD fracionada. As letras “a, b, ¢, d, €” representam
semelhanca entre estes resultados, estatisticamente.

As linhas distribuidas ao longo do eixo X representam as doses de luz aplicadas
tradicionalmente, sem intervalos, sendo elas 5, 10 e 15 J/cm?. As colunas representam as

doses fracionadas, ou seja, com intervalos. Os intervalos testados foram de 10 e 30 min,
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sendo aplicados entre doses de 5 J/cm? As letras retratam quais resultados sdo
semelhantes entre si de acordo com o desvio padrio.

Na concentragdo de 10 pM, com diferentes doses de luz, observa-se que tanto a
aplicacdo de 5 J/em? de modo convencional quanto a aplicagao de modo fracionado com
intervalo de 10 min apos a IFD apresentaram resultados semelhantes. Além disso, nenhum
desses protocolos atingiu a redu¢do minima necessaria para serem considerados eficazes.
No entanto, a aplicacdo de 5 J/cm? com intervalo de 30 min demonstrou maior efetividade
em comparacao aos dois grupos anteriores, apresentando equivaléncia estatistica aos
resultados obtidos com 10 J/cm?.

A aplicagdo continua de 10 J/cm? foi capaz de inativar mais de 3 logs, indicando
um efeito eficaz na inativagdo bacteriana. No entanto, ao comparar a irradiagdo continua
com o protocolo fracionado de 10 J/cm? com intervalo de 10 min, ndo apresentaram
diferenca estatistica significativas. Embora esse protocolo tenha se mostrado eficaz, ndo
obteve melhor resultado do que em uma dose de energia continua.

Por outro lado, o intervalo mais longo de 30 min com doses de energia fracionadas
de 10 J/em?, resultou em maior eficidcia quando comparado a mesma dose de IFD
convencional. A dose de energia de 15 J/cm? convencional demonstrou efetividade na
inativacao da bactéria, mas estatisticamente apresentou resultados similares a dose de
energia de 10 J/cm? fracionada com intervalos de 30 min. Assim, os resultados indicam
que os protocolos da IFD fracionada com 10 J/cm? e intervalos de 30 min, bem como os
protocolos de 15 J/cm? fracionado com os intervalos de 10 e 30 min, foram mais eficazes

do que a IFD convencional.

5.7 Analise de microscopia confocal

Para compreender melhor o efeito fotodindmico com doses de luz fracionadas,
foram realizadas capturas de imagens de microscopia confocal de fluorescéncia,
analisando a viabilidade celular MRSA. No experimento, as células bacterianas foram
submetidas as mesmas condi¢des da [FD fracionada, com aplicagdo de pulsos de luz de 5
J/cm?, concentragdo de 10 uM de curcumina e intervalos de 30 min entre as doses.

Para avaliar a viabilidade celular, foram utilizados dois corantes fluorescentes:
calceina-AM e iodeto de propidio (IP). A calceina-AM emite fluorescéncia verde,
indicando que as cé¢lulas estdo metabolicamente ativas, pois para que emita a
fluorescéncia, € necessario que ocorra a agao de enzimas esterases no meio intracelular

contra o composto, transformando-o em calceina. J4 o PI marca células metabolicamente
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inativas, pois sO ¢ capaz de penetrar em células que tiveram sua membrana
rompida/comprometida, onde se liga ao DNA, emitindo fluorescéncia vermelha (AQAWI

etal., 2021).
(a) (b)

(e
100 ym

—_—
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Figura 13: Imagens de microscopia confocal de IFD fracionada com 30 min de intervalos na bactéria
MRSA. Concentragdo de 10 uM de curcumina e aplicadas doses de luz de 5 J/em?. (a) se refere ao grupo
ao grupo controle, (b) a 5 J/em?, (c) a 5+i, (d) a 5+i+5, (e) a S+i+5+i, (f) a S+i+5+i+5 e (f) a S+H+5+i+5+.

Como observado na Figura 13 (a), (b), (c¢), (d), (e), (f) e (g), ¢ possivel
acompanhar a progressao do tratamento fotodindmico ao longo das aplicagdes de luz. A
Figura 13 (a) mostra o controle bacteriano, em que havia apenas a presenga de curcumina
(10 uM), calceina-AM e IP. A marcacao fluorescente permitiu a visualizagdo da
viabilidade das células de MRSA, evidenciado que a maioria das células que permanecem

vidveis, o que € esperado para uma populacao bacteriana nao tratadas.
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Com aplicagdo da dose de 5 J/cm?, observa-se na Figura 13 (b) um aumento na
fluorescéncia vermelha, indicando que o tratamento IFD ocasionou danos as células.
Apds um intervalo de 30 min, a Figura 13 (c) revela um aumento da intensidade da cor
vermelha, indicando um nimero maior de células inviaveis. Esses achados corroboram
com os resultados obtidos com a IFD convencional e IFD fracionada (5+1), ambas com
curcumina a 10 uM com dose de 5 J/cm? A IFD convencional apresentou menor
eficiéncia na inativacdo da bacteriana, com redu¢do de apenas 1,64 logs. No entanto, com
a introducao de um intervalo entre as aplicagdes de luz, houve um amento na inativagao,
pois a IFD fracionada com intervalos de 30 min, o grupo (5+i) apresentou uma reducao
de aproximadamente 3,09 logs da populacao bacteriana.

Ao aumentar as doses de luz para 10 J/cm? (5+i+5), com um intervalo de 30 min
entre as aplicagdes, na Figura 13 (d) observa-se um aumento ainda maior da intensidade
de fluorescéncia vermelha. Esse efeito se intensifica quando intervalo ¢ aplicado, como
mostrado na Figura 13 (e). O mesmo comportamento ¢ observado para as doses de 15
J/em? fracionada (5+i+5+i+5) e quando dado um intervalo de 15 min ¢ introduzido,
(5+i+5+1+5+1), resultado no aumento no nimero de células mortas (inviaveis) apos o
periodo de espera (Figuras 13 (f) e (g)). A cada pulso de luz aplicado e intervalo
introduzido, hd um aumento progressivo da mortalidade celular, similar aos resultados de
resultados de IFD fracionada com intervalos de 30 min, onde os grupos tratados a partir
de 10 J/cm? fracionado apresentaram uma redugao superior a >5 logs.

Os resultados da analise qualitativa de viabilidade celular podem ser comparados
a com estudos anteriores, nos quais a a¢do da curcumina sobre MRSA foi analisada por
microscopia confocal apos IFD. No estudo de Freitas et al., (2019b), a bactéria foi tratada
com concentracao de 100 pg/mL de curcumina e submetida as doses de 8 e 20 J/cm?. Para
a marcacdo foi inserido o corante Live/Dead, com a presenca de SYTO-9 para
visualizagdo de células vivas (viaveis) e IP para células mortas (inviaveis). Os autores
observaram danos celulares apenas para a amostra que receberam luz, confirmando que a
curcumina ndo possui citotoxicidade no escuro, mas pode causar danos ao
microrganismo, quando fotoativada. Além disso, verificou-se que a dose de 20 J/cm?
resultou em uma taxa de maior inativagcdo do que a dose de 8 J/cm?, evidenciando que a
eficacia do tratamento depende da concentragao do FS e da dose de luz aplicada.

Para avaliar quantitativamente as imagens, foi realizada a andlise de fluorescéncia
verde e vermelha por cada grupo, permitindo a obtencdo de dados que evidencia a

tendéncia do tratamento. Como mostrado na Figura 14, observa-se que, a cada aplicagdo
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de luz, ha uma reducao progressiva da fluorescéncia verde (indicativa de células vidveis)
e um aumento da reducdo progressiva da fluorescéncia vermelha (indicativa de células
inviaveis), confirmando o efeito acumulativo do tratamento fotodindmico.

A Figura 14 mostra a distribuicdo células bacterianas de MRSA que estao viaveis
(metabolicamente ativas) e ndo viaveis (metabolicamente inativas) no eixo Y,
correlacionadas ao protocolo de IFD fracionada com intervalos de 30 min ap6s pulsos de
luz de 5 J/cm?. Para obtengdo dos dados quantitativos, foram selecionados pixels com
emissao de fluorescéncia acima do valor do valor minimo 12, permitindo a analise da
resposta do tratamento fotodinamico a medida que as doses de luz e os intervalos entre as

irradiagdes foram aplicados.
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Figura 14: Representagdo grafica de células vidveis e ndo vidveis apos tratamento IFD fracionada,
utilizando concentrag@o de curcumina de 10 uM e aplicadas doses de luz de 5 J/cm? e intervalos de 30 min.

A Figura 14 mostra, a aplicagdo da primeira dose de luz (5 J/cm?) que resultou na
reducdo da porcentagem de células vidveis e em um aumento no numero de células
inviaveis. Ap6s um intervalo de 30 min, observou-se uma redu¢do adicional das células
de células vidveis e um leve aumento da populacdo de células mortas. A aplicagdo
consecutiva de doses de luz contra a bactéria MRSA resultou em um aumento progressivo
da inativacdo bacteriana, corroborando os achados da IFD fracionada com intervalos de
30 min. Esse efeito esta diretamente relacionado a geracdo de EROs, que desempenham
um papel central no processo de IFD.

Ao analisar a fluorescéncia vermelha, correspondente as células inviaveis,
verifica-se que a aplicagdo de unica dose de 5 J/cm? foi capaz de inativar cerca de

aproximadamente 11% da populacdo bacteriana. Quando um intervalo de 30 min foi
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introduzido apds essa dose, a inativagdo aumentou para 13%. Com a aplicacdo de 10
J/em? fracionado (5+i+5), observou-se inativacdo de cerca de 14% da populagdo
bacteriana. No entanto, quando um intervalo foi adicionado ap6s as doses, a inativa¢ao
aumentou para 24%. Para a dose de 15 J/cm?, a inativagdo inicial foi de 21%, enquanto a
introducdo de um intervalo elevou esse valor para 29%.
Esses resultados indicam que a introdu¢do de intervalos entre as doses de luz
promove um aumento da intensidade de fluorescéncia da cor vermelha e diminui¢ao da

fluorescéncia verde, sugerindo que a morte celular ndo ocorre de maneira imediata apos
a aplicacao da IFD.

Os danos induzidos pelos pulos de luz podem desencadear processos celulares que
culminam na inativagao ao longo do tempo. Isso ¢ evidenciado pelo fato de que os grupos

que intervalos apresentaram maior inativagdo em comparacao aqueles analisados logo
apos o processo de aplicagao de luz.

5.8 Avaliacio de concentracio de oxigénio

Para a confirmar da hipétese levantada neste estudo, foi realizado o
monitoramento da concentracdo de oxigénio em uma solucdo de curcumina a 10 puM,
acompanhando o decaimento da concentracdo de oxigénio (mg/L) ao longo do tempo
(Figura 15). Como controle, foi utilizado um eletrodo de oxigénio para monitorar a

deplecdo do gas ao longo de 30 min, enquanto nitrogénio era injetado na amostra.
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Figura 15: Monitoramento da concentracdo (mg/L) de oxigénio na amostra de curcumina (10 uM) por
eletrodo. A Figura (a) se refere ao monitoramento de oxigénio ao longo de 30 min quando injetado

nitrogénio na amostra. A Figura (b) representa a iluminacdo da solugdo de curcumina (10 pM), aplicada
dose de 72 J/cm?, na intensidade de 40 mW/cm?, monitorada de 2 em 2 min.

A Figura 15 (a), observa-se a reducao progressiva da concentracdo de oxigénio

na solucao de curcumina quando submetida a inje¢ao de nitrogénio. Os valores foram
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coletados a cada 2 min e monitorado. A concentragao inicial se iniciou com de 4,75 mg/L.
Em apenas 7 min, a estabiliza¢do da curva foi alcangada, indicando um rapido decaimento
de oxigénio na amostra, atingido valores inferiores. Essa estabilizagdo sugere que a
solucdo atingiu o limite de oxigénio disponivel, sem a possibilidade de reposi¢ao do gas
dissolvido

Na Figura 15 (b), ¢ mostrado o monitoramento da concentragdo de oxigénio na
solugdo de curcumina iluminada, sem inje¢do de nitrogénio. A amostra foi submetida a
uma iluminagdo ao longo de 30 min, com dose total de 72 J/cm?e uma intensidade de 40
mW/cm?, com coletas a cada 2 min. Ao longo da irradiag¢ao, observou-se um declinio na
concentragdo de oxigénio, que iniciou em aproximadamente 4,75 mg/L. e reduziu
progressivamente até atinge a marca de 4,4 mg/L. Esse comportamento indica que o
oxigénio molecular foi consumido durante a ativagdo da curcumina, corroborando o fato
de que a formagdo de EROs, requer a utilizagdo de O,.

Os resultados obtidos pelo eletrodo de pelo eletrodo sustentam a hipotese de que
a IFD continua consome estaria consumindo todo o oxigénio presente na amostra € pode
limitar a eficiéncia da inativacdo de MRSA. No entanto, a IFD fracionada com intervalos
de 30 min apresentou maiores taxas de inativacao, possivelmente devido a reoxigenagdo
do meio e a difusdo de oxigénio para o interior das c€lulas bacterianas. Além disso, os
intervalos entre as aplicagdes de luz podem ter favorecido a incorporagdo intracelular da
curcumina ndo agregada, justificando o porqué menores doses de luz alcangaram

resultados tao promissores quanto maiores doses de energia aplicadas.

5.9 Analise da geracao de espécies reativas de oxigénio

Este estudo teve como objetivo compreender o processo de IFD sob diferentes
condig¢des de iluminacao, comparando a aplicagdao de doses continuas e fracionadas. Para
isso, utilizou-se a sonda fluorescente DHE, que permite monitorar a geragao de EROs em
periodos especificos de ilumina¢do. A curcumina foi irradiada tanto na forma continua
quanto fracionada para avaliar a dindmica da gera¢do de EROs. Durante os periodos de
iluminacao, as espécies reativas oxidam a sonda fluorescente, resultando na formagao do
produto oxidado E*, o que explica o aumento da intensidade de fluorescéncia. Por outro
lado, nos intervalos de 10 e 30 min, quando ndo houve iluminagdo, ndo ocorreu a geragao
de EROs. Nesses periodos, observou-se a estabilizacdo da fluorescéncia e absor¢ao
indicando que a formag¢dao de EROs depende da exposicdo a luz. Além disso, a

estabilizacdo da intensidade de fluorescéncia e absor¢do da curcumina indica que, na
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auséncia de iluminagao, o FS ndo apresenta toxicidade, refor¢ando sua seguranga quando

ndo ativado por luz.
As Figuras 16 (a) e (b) mostram os resultados da iluminagao da solu¢do de DHE

(20 uM) em agua destilada, monitorados a cada 1 em 1 min, ao longo de 25 min.
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Figura 16: (a) Analise da medida de fluorescéncia da sonda DHE (20 uM) em agua, excitagdo 500 e
emissdo 510 e (b) absor¢do UV-Vis em 345 nm. A solugio foi iluminada de 1 em 1 minuto, por 25 minutos
consecutivos, com a dose de luz de 2,4 J/cm?, na intensidade de 40 mW/cm?2.

Os experimentos de analise de fluorescéncia foram realizados simultaneamente ao
monitoramento da banda de absor¢ao no UV-Vis da molécula DHE. Quando selecionado
o comprimento de onda de 610 nm na Figura 16 (a), observou-se um aumento da
intensidade de fluorescéncia em fun¢do do tempo para o produto de degradacao do DHE,
o etidio. O aumento da intensidade de fluorescéncia pode estar relacionado ao processo
de hidrolise na solucao, em que ocorre quebra das moléculas de dgua (H20), restando OH"
e H'. Os produtos da hidrélise podem ser responsaveis por causar oxidagdo na sonda
DHE, pois uma das principais espécies geradas no processo de IFD ¢ o radical OH’,
favorecendo a conversdo de DHE em E* que ¢ fluorescente. A Figura 16 (b) mostra a o
espectro de absor¢ao da molécula DHE no comprimento de onda de 345 nm, regido onde
a molécula absorve a luz. A medida que a sonda foi oxidada pelos produtos de hidrélise,
observou-se uma reducdo da absor¢ao no UV-Vis, indicando a degradacdo da DHE. Esse
processo também resultou na formag¢ao do produto E, evidenciando surgimento de novos
picos de absor¢ao nas regioes de 285 e 480 nm (ZHENG et al., 2023).

As Figuras 17 (a) e (b) mostram os resultados da formagdo de EROs para

irradiacdo continua, como ocorre no processo de IFD convencional.
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Figura 17: Analise da geragdo de EROs por meio da sonda DHE (20 uM) e do FS curcumina (10 pM). (a)
fluorescéncia emissdo 610 nm corresponde a emissdo de fluorescéncia da sonda DHE quando excitada em
500 nm ¢ emitida em 510 nm e (b) absorbancia 430 nm, corresponde a absor¢ao de luz e degradagéo da
molécula de curcumina. A iluminagéo foi realizada de 1 em 1 minuto por 25 minutos, com a dose de luz
total de 60 J/cm?, na intensidade de 40 mW/cm?.

A curcumina juntamente com a sonda foram irradiadas durante 25 min e
monitorado a formag¢do de EROs a cada 1 min via espectroscopia de fluorescéncia e
absor¢ao UV-vis. Os resultados mostram o aumento da intensidade de fluorescéncia em
funcao do tempo de irradiacdo, o que pode ser correlacionado com a formacao de EROs.
A medida que o FS ¢ irradiado sofre degradacio e formagio espécies reativas que interage
com a molécula da sonda de DHE, formando o produto oxidado E* fluorescente.

Durante o processo de irradiagdo, houve aumento da intensidade de fluorescéncia
captada em funcao do tempo (Figura 17 (a)). A sonda DHE foi oxidada pelos produtos
de reacdo entre FS e oxigénio, pois o aumento da intensidade de fluorescéncia gerada esta
relacionado a geracdo de EROs que oxidaram a sonda e formando o etidio, portanto,
quanto mais espécies estdo geradas com a iluminag@o do FS, maior serd a intensidade de
fluorescéncia emitida pelo E*.

Quando selecionado o comprimento de onda de 610 nm, observou-se nos
primeiros cinco minutos de irradiacdo que a emissao de fluorescéncia aumentou de forma
crescente e rapida, indicando alta taxa de gera¢do de espécies e apresentando uma
tendéncia exponencial da curva. A estabilizag¢do da curva inicia-se em cerca de 20 min de
irradia¢do, que pode estar relacionada ao esgotamento de recursos para a geragao de
EROs, como também da sonda DHE na solugao.

Paralelamente a analise do aumento da intensidade de fluorescéncia, foram
realizadas medidas simultaneas de absor¢do da curcumina durante a iluminag¢do da

amostra. Como mostrado na Figura 17 (b), ao monitorar o comprimento de onda de 430
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nm, regiado em que a curcumina absorve a luz, observou-se um decaimento do espectro
de absor¢do da molécula. Esse fendmeno ¢ atribuido a fotodegradacdo da curcumina,
resultando na geragdo de EROs e na formacdo dos produtos acido fertlico e vanilina
(BHATIA et al., 2016; N. KUMAR; R. NAIR; B, 2023b). No entanto, ap6s, amostra
alcanca a marca de 20 minutos de irradiagdo, verificou-se uma recuperacao no espectro
de absorg¢do, sugerindo a presenca de agregados na solucao. Essa hipotese € corroborada
pelo fato de que, nesse estagio, que a absor¢do da solucdo ndo apresenta mais linearidade
com a concentracao, indicando possivel reorganizagao molecular da curcumina na matriz
de solvente.

Para avaliar a influéncia aplicagdo fracionada de luz na geracao de EROs, foram
realizados experimentos com cinco etapas de irradiagdes e quatro etapas de intervalos de
10 e 30 minutos no escuro. As Figuras 18 (a) e (b) mostram os resultados obtidos a partir

da iluminagdo fracionada soluc¢do de curcumina (10 uM) e da sonda DHE (20 puM).
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Figura 18: Analise da geragdo de EROs em fun¢do do tempo de modo fracionado por meio da sonda
fluorescente DHE (20 uM) e do FS curcumina (10 pM). (a) fluorescéncia emissdo 610 nm corresponde a
emissao de fluorescéncia da sonda DHE, excitada em 500 nm e emitida em 510 nm e (b) absorbancia 430
nm, corresponde a absor¢do de luz e degradacdo da molécula de curcumina. A iluminacao foi realizada em
5 etapas de 1 em | minuto por 5 minutos, com a dose de luz total de 60 J/cm?, na intensidade de 40 mW/cm?
e os intervalos foram divididas em 4 etapas de 10 minutos cada.

A irradiagdo da amostra foi realizada em ciclos de 5 min de iluminagao continua,
com monitoramento de fluorescéncia ¢ absor¢ao UV-Vis a cada 1 minuto. Apds esse
tempo, a amostra permaneceu em intervalo de 10 min no escuro, no qual fluorescéncia e
absorcdo UV-Vis foi monitorada continuamente. Esse ciclo todo foi repetido ao longo de
cinco etapas de irradiacdo, intercaladas com quatro etapas de intervalos de 10 min sem

irradiacao.
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Os resultados da geragao de EROs de modo fracionado com intervalos de 10 min,
mostrados na Figura 18 (a), observou-se um aumento da intensidade de fluorescéncia,
podendo ser atribuida a oxidacdo da sonda DHE pelas espécies geradas, como
consequéncia da do processo de irradiacdo. Com a selecdo do comprimento de onda de
610 nm, verificou-se que os primeiros 5 min de iluminacdo apresentaram um rapido
aumento da intensidade de fluorescéncia, indicando uma alta geragao de espécies reativas.

A partir do primeiro intervalo, os resultados sugerem uma tendéncia exponencial,
possivelmente indicando uma limitagao nos recursos da solugdo, ainda com fluorescéncia
na sua iluminagao, subsequente. Além disso, observou-se que mesmo apos a estabilizacao
da intensidade de fluorescéncia, ndo hd um decaimento significativo na fluorescéncia
emitida pela sonda, sugerindo a formagao de EROs ocorre predominantemente durante o
processo de irradiagdo. Durante os intervalos de 10 min no escuro, ha a estabilizacao da
intensidade de fluorescéncia, indicando que ndo houve formagao de EROs nesse periodo.
No entanto, ao retomar irradia¢do, verificou-se um novo aumento na intensidade de
fluorescéncia, confirmando a retomada da geragao de espécies reativas.

Na Figura 18 (b) mostra as medidas de absor¢cdo UV-Vis, foi selecionado o
comprimento de onda de 430 nm, a fim de observar o comportamento da curcumina,
como também da geracdo de EROs em periodos de iluminagdo e escuros. O espectro de
absorcao revela que, durante a iluminagdo, a curcumina interage com o oxigénio, gerando
a EROs. Esse processo resulta em um decaimento na absorc¢ao, indicando degradacio da
curcumina. Por outro lado, nos periodos em que a amostra permaneceu no escuro, nao
houve degradacao significativa da curcumina, bem como ndo se observou produgdo de
espécies reativas, confirmando que o processo de geracdo de EROs esta diretamente
dependente da exposicdo a luz.

Os resultados obtidos a partir da iluminacao da solugdo curcumina (10 pM) e a
sonda DHE (20 uM) de modo fracionado sdo mostrados na Figura 19 (a) e (b). A
irradiagdo da solucdo foi realizada com a aplicagdo continua de luz por 5 minutos e
monitoramento da fluorescéncia a cada 1 minuto. O monitoramento do intervalo foi
realizado de 5 em 5 minutos, por 30 minutos. Quando finalizada o intervalo, era dada a
continuidade na ilumina¢do da amostra, repetindo as mesmas etapas. Nesse ciclo, houve

5 etapas de irradiagdo e 4 etapas de intervalos de 30 minutos cada.
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Figura 19: Analise da geragdo de EROs de modo fracionado por meio da sonda fluorescente DHE (20 uM)
e do FS curcumina (10 uM). (a) fluorescéncia emissdo 610 nm corresponde a emissao de fluorescéncia da
sonda DHE, excitada em 500 nm e emitida em 510 nm e (b) absorbancia 430 nm, corresponde a absorgdo
de luz e degradagdo da molécula de curcumina. A iluminagéo foi realizada em 5 etapas de 1 em 1 minuto
por 5 minutos, com a dose de luz total de 60 J/cm?, na intensidade de 40 mW/cm? e os intervalos foram
divididas em 4 etapas de 30 minutos cada.

Os resultados Figura 19 (a), mostram que houve um rapido aumento da
fluorescéncia nos primeiros 5 min. de iluminacdo, indicando alta geragao de EROs nos
primeiros minutos. Conforme foram realizados os intervalos de 30 min, observou-se que
houve uma tendéncia exponencial no comprimento de onda de 610 nm, aumentando a
intensidade de fluorescéncia em funcao do tempo de irradiacao. Durante os intervalos nao
tiveram um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia.

No entanto, quando inicia um novo ciclo de irradiacdo a fluorescéncia aumenta,
indicando aumento da taxa de geracdo de mais EROs. A curva apresenta uma tendéncia
exponencial, ndo ocorreu estabilizacdo na intensidade de fluorescéncia emitida. Isto pode
indicar que se continuasse a irradiagdo nos intervalos de 30 min haveria um crescente
aumento da intensidade de fluorescéncia gerando cada vez mais EROs até que se fossem
esgotados os recursos de curcumina ¢ DHE na solugdo, que resultaria na diminui¢do da
fluorescéncia. No entanto a quantidade de DHE pode ser limitante, sendo todo consumido
durante o processo de degradagido e formando a espécie E* fluorescente.

A partir do espectro de absor¢do da curcumina visto na Figura 19 (b), verificou-
se que ha a degradacao do FS a cada etapa de iluminagdo, evidenciando a geracao de
EROs. No entanto, durante os periodos escuros, ha uma estabilizagao do decaimento de
absorc¢ao da molécula, pois ndo estd ocorrendo sua degradagdo e nem geragao de EROs.

O aumento da fluorescéncia durante o processo de irradia¢do interrupto (IFD

convencional) demonstra que a curcumina gera EROs quando irradiada com luz em 450
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nm. Esse resultado estd em concordancia com Liang et al., (2021), que realizou teste de
analise da geracdo de EROs em células HepG2, coradas com sonda DHE apds o
tratamento com curcumina, foi possivel observar por meio da microscopia de
fluorescéncia como a curcumina apos ser iluminada gerou as EROs que induziram a morte
celular e piroptose nas células.

Desse modo, os resultados reforcam a importancia do fracionamento, devido a
fendomenos que sdo dependentes da acdo do tempo. Observou-se que intervalos entre as
doses de luz permitiram uma maior a internalizagdo da curcumina pelas células
bacterianas que, durante a exposi¢ao a luz, pode o aumentar a geragao de EROs e
consequentes danos no meio intracelular. Além disso, os maiores tempos de exposi¢do a
luz resultaram em maior eficacia na inativagdo bacteriana, como demostrando nos
resultados de IFD convencional. Embora diferentes combinacdes de concentracdes
tenham sido avaliadas, os melhores resultados foram obtidos com doses de luz mais altas.
Por fim, os protocolos de luz fracionadas demonstraram que ativagdo da curcumina pode
ser eficiente mesmo com doses menores (5 J/cm?), promovendo a reoxigenacdo do meio
e permitindo a visualizacao de células invidveis (mortas) apos a aplicagao de IFD, como

observado pela microscopia confocal.



62

6. Conclusao

O processo de IFD tem sido uma estratégia promissora para o tratamento de
infecgdes bacterianas, impulsionando a busca continua por FS eficazes, doses de luz
otimizadas e condigdes experimentais que maximizem a eficiéncia da acdo fotodinamica.
Neste estudo, foram explorados parametros de aplicagdo da IFD e os resultados indicam
que a curcumina apresenta potencial significativo para a geracao EROs, devido a sua
fotodegradacdo quando iluminada. Além disso, observou-se sua capacidade de
ultrapassar a membrana celular da bactéria MRSA, conforme demonstrado pela
microscopia confocal, tornando-se um FS promissor para aplicagdes em IFD.

Com base nesses achados, foram conduzidas as analises de IFD convencional de
modo convencional e fracionado. A IFD convencional com as maiores concentragdes (10
e 15 uM) e maiores doses de luz (10 e 15 J/cm?) apresentaram eficiéncia na inativagao da
bactéria MRSA, inativando cerca de 3,41 logs (10 uM e 10 J/cm?), 4,34 logs (10 uM e 15
J/em?), 3,51 (15 uM e 10 J/ecm?) € 4,95 (15 uM e 15 J/cm?).

A partir desses resultados, foi testada a estratégia do fracionamento de doses com
a concentragdo de 10 uM, que apresentaram resultados ainda mais promissores com 15
J/em? fracionado com intervalos de 10 minutos e 10 e 15 J/cm? com intervalos de 30
minutos, sobressaindo dos resultados de IFD convencional, inativando cerca de
inativando cerca de 4,96, 5,5 e 5,45 logs, respectivamente.

Além disso, a analise de viabilidade celular da MRSA apds tratamento IFD com
fracionamento de doses de intervalos de 30 min, vemos que os danos causados as
bactérias ndo resultam apenas em mortes imediatas, mas também em mortes posteriores,
0 que mais uma vez justifica que o fracionamento de luz permite melhores resultados de
inativagao.

Para verificar a hipotese que ocorria a reoxigena¢do nos intervalos de 30 min,
foram realizados experimentos que analisaram a concentragdo de oxigénio em solugdo
curcumina, que foi iluminada ao longo do tempo. A anélise com eletrodo de oxigénio
demonstrou uma reducao progressiva na disponibilidade de oxigénio no meio, sugerindo
que a IFD convencional pode ter sua eficiéncia limitada pelo consumo direto de Os-.

A fim de compreender a diferenca dos resultados com aplicagdes de luz continuas
e fracionadas, foram realizados experimentos de analise da geracao de EROs com sonda
fluorescente, permitindo a avaliacdo da observagdo da geragdao de espécies reativas em
diferentes entregas de doses de luz. Os resultados obtidos reforcam a hipotese de que os

intervalos de reoxigena¢do desempenham um papel crucial na otimizagdo da IFD,
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tornando-se uma estratégia mais eficaz do que a aplicagao continua de doses de luz. Isso
sugere que o processo de difusdo de oxigé€nio para o interior da bactéria, criando um
ambiente dindmico, favorecendo a geracdo sustentada de EROs e resultando em maior
eficiéncia no tratamento. Assim, os achados deste estudo evidenciam que a eficacia da
IFD nao depende apenas da dose de luz e da concentragdo do FS, mas também da
dinamica temporal do processo, confirmando que a otimizacdo dos intervalos de

irradiacdo pode potencializar a resposta fotodindmica.
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7. Perspectivas futuras

A inativagdo fotodinamica com doses de luz fracionadas apresentou resultados
promissores para o controle da bactéria resistente MRSA. O aprimoramento do protocolo
de IFD possibilita o controle de infecgdes por bactérias resistentes, € com isso, nos
proporciona perspectivas de tratamento alternativo a antibioticoterapia.

O fracionamento de doses pode ser utilizado em estudos clinicos, em que poderia
permitir o processo de reoxigenacdo na regido da infecg¢do, semelhante as ocasides
relatadas na Terapia Fotodindmica de tumores. A presenca da curcumina na area infectada
em periodos de intervalos proporciona novamente a entrada de curcumina nao degradada
no interior da bactéria, possibilitando melhores resultados quando aplicadas novas doses
de luz.

Foi necessario o aprimoramento da técnica in vitro, buscando melhores resultados
de inativacao fotodinamica, que ap6s alcangados, podem ser aplicados em estudos in vivo,
afim de avaliar as melhores condi¢Oes testadas anteriormente em novos cenarios de

inativagdo fotodinamica.
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