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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) vem auxiliar a medicina no tratamento de doencas, tanto de
etiologia microbiana quanto tumoral. O principio da TFD baseia-se em um fotossensibilizador
(FS) que se fotoativado por luz em comprimento de onda especifico, gera espécies reativas de
oxigénio que induz a morte celular e/ou inativacdo de microrganismos (IFD — inativagéo
fotodinamica). O tempo de incubacéo ideal do fotossensibilizador, considerando as diferencas
estruturais e metabolicas de cada microrganismo, € importante para eficacia da IFD. A
curcumina, por ser um FS natural, vem ganhando espaco nas pesquisas cientificas, tendo
mostrado resultados satisfatérios no controle microbioldgico quando associada com a IFD,
porém ainda ndo existem estudos sobre a influéncia do tempo de incubacdo do FS com a
célula bacteriana. O presente estudo teve como objetivo avaliar o tempo de incubacdo do FS
curcumina na IFD, podendo assim auxiliar em futuras pesquisas determinando o tempo ideal
para o contato do FS em bactérias de diferentes composi¢fes de parede: Gram-positivas
(Staphyloccocus aureus) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa). As amostras dos
microrganismos foram cultivadas em caldo TSB (Triptic Soy Broth) e incubadas a 37 °C por
24 horas. O FS foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSQO) para atingir a concentracdo
estoque de 20 mM, posteriormente diluido para obter as concentracdes finais. Foi utilizada
fonte de luz no comprimento de onda 460 nm, e dose final de 30 J/cm?. Apds as incubagdes
com o FS e a irradiacdo, diluicdes decimais das amostras foram plaqueadas em meio TSA
(Triptic Soy Agar) e incubadas a 37 °C por 48 horas; e realizada as contagens. A IFD reduziu
aproximadamente 7 logs de S. aureus na concentracdo de 1 uM com tempo de incubacgéo de
30 minutos, enquanto para P. aeruginosa houve reducdo de no maximo 2 logs com
concentracdo de 50 uM com o mesmo tempo de incubacdo. Foram realizados testes onde se
retirava 0 FS do meio antes da iluminacdo, porém com o processo nao foi encontrado
reducdes como as obtidas sem o procedimento. Em geral, o melhor tempo de incubacéo foi o

de 30 minutos em todas as concentragfes de FS e em ambos os microrganismos.

Palavras-chave: tempo de incubacdo, curcumina, inativacdo fotodinamica, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) has been helping medicine in treatment infectious diseases and
tumors. PDT's principle is based on a photosensitizer (PS) that is photoactivated by light at
specific wavelength which generates reactive oxygen species that induces cell death and/or
microorganism inactivation (PDI - photodynamic inactivation). The optimum incubation time
of the photosensitizer, whereas the structural and metabolic differences of each
microorganism, is important for the more efficient effect of PDI. Curcumin, being a natural
PS, has been gaining ground in scientific research and has shown satisfactory results in
microbiological control when associated with PDI, but there are no studies on the influence of
incubation time of the PS with the bacterial cell. The present study aimed to evaluate the
incubation time of curcumin on PS PDI and can therefore assist in determining future research
the perfect time to contact the PS in bacteria of different wall compositions: Gram-positive
(Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa). Samples of
microorganisms were cultured in TSB broth (Triptic Soy Broth) and incubated at 37 °C for 24
hours. The PS was solubilized in dimethylsulfoxide (DMSO) to achieve concentrations of 20
mM stock, subsequently diluted to obtain the final concentrations. Light source was used at a
wavelength of 460nm, and final dose of 30 J/cm?. After the incubations with the FS and
irradiation decimal dilutions of the samples were plated on TSA medium (Triptic Soy Agar)
and incubated at 37 °C for 48 hours, and the counts performed. The PDI decreased
approximately 7 logs S. aureus at a concentration of 1uM with incubation time of 30 minutes,
while for P. aeruginosa was reduced by 2 logs with a maximum concentration of 50 uM with
the same incubation time. Tests were conducted where PS withdrawing means before
illumination, but the process was not found reductions as those obtained without the
procedure. In general, the best incubation time was 30 minutes in all concentrations and for

both microorganisms.

Keywords: incubation time, curcumin, photodynamic inactivation, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

Oscar Raab demonstrou ha cerca de cem anos que a interagdo de luz, em comprimento
de onda adequado, com um composto atoxico (corante ou droga fotossensibilizadora) e
oxigénio, resultava em espécies reativas, como 0 oxigénio singleto, que induziam a
inviabilizacdo e morte de microrganismos (fungos, bactérias, virus e protozoarios)
(BAGNATO, 2008; KHARKWAL et al., 2011). Ha relatos do uso da técnica terapia
fotodinamica (TFD) bem antes da segunda guerra mundial, mas com a grande familiarizacdo
das penicilinas e outras drogas antibiéticas (WAINWRIGHT, 2002), houve uma diminuigéo
do interesse da proposta de Raab.

Com o aumento das infeccGes hospitalares devido as multiplicacdes de bactérias
resistentes a antibioticos e com o aumento de pacientes com SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) surgiu a necessidade de alternativas terapéuticas voltando assim
com a ideia da IFD (inativagéo fotodinamica) (BAGNATO, 2008).

S80 muitos os termos encontrados na literatura para descrever a TFD, como por
exemplo, PACT do inglés photodynamic antimicrobial chemotherapy, PDT do inglés
photodynamic therapy, PAD do inglés photoactivated disinfection, PDD do inglés
photodynamic disinfection, PDI do inglés photodynamic inactivation, aPDT do inglés
antibacterial photodynamic therapy, entre outros. Neste trabalho foi escolhido o termo IFD
(inativacdo fotodindmica, em inglés PDI) que se refere a inativacdo de microrganismos,
enquanto o termo TFD ¢é citado quando se refere as células mamiferas e tumorais
(BAGNATO, 2008; CASSIDY et al., 2009; HAUKVIK et al., 2009; STREET et al., 2009;
KHARKWAL et al., 2011, DOVIGO et al., 2011).

O fotossensibilizador (FS), quando ativado pela luz visivel, pode reagir com as
moléculas da sua vizinhanca por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a formacao
de radicais livres (reacédo tipo 1) ou por transferéncia do excesso de energia ao oxigénio
molecular (reacéo tipo Il), ocasionando a producdo do oxigénio singleto. As duas reagdes
podem levar a morte celular ou a destruicdo do tecido. Por esse motivo é praticamente
improvavel que microrganismos adquiram resisténcia a IFD (BAGNATO, 2008;
MANTAREVA et al., 2011).

O metabolismo respiratorio é a principal fonte de energia de células em condi¢cdes
aerobicas, dando origem a anion téxico e oxigénio singleto. As células eucarioticas sdo
capazes de produzir e liberar espécies de oxigénio reativas como resposta a fagocitose. O

aumento dessas espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, é consequéncia



16

também de um estresse celular, com a adi¢do de antibioticos e agentes externos. Este oxigénio
singleto é considerado um oxidante de macromoléculas bioldgicas, e pode interagir com
citoplasma e componentes nucleares levando a morte celular e mutagénese por reagir com
lipidios, proteinas e DNA (ADN, em portugués: acido desoxirribonucléico; ou DNA, em
inglés: deoxyribonucleic acid) (BECERRA et al., 2004; MUELLER, et al., 2009).

A TFD vem sendo usada também no controle e combate de pequenos tumores
superficiais. Ao se introduzir o FS no paciente, 0 mesmo se acumula preferencialmente nas
células tumorais, que tém como caracteristica alta taxa de reproducédo. Posteriormente, com a
irradiacdo do laser no tecido acometido, a luz ativa a droga fotossensivel gerando oxigénios
toxicos (oxigénio singleto) que alteram e necrosam o tumor, levando a cura. Em alguns casos
guando a cirurgia é necessaria por conta do tamanho ou local onde o tumor se encontra, €
recomendado que se utilize a TFD como método pré-cirargico para promover a diminuicdo do
tumor (STERNBERG e DOLPHIN, 1996).

A curcumina, composto fotossensibilizante utilizado neste trabalho, € um pigmento
amarelo-alaranjado que pode ser sintetizado quimicamente ou extraido do rizoma da Curcuma
longa L. (BRUZELL et al., 2005; HAUKVIK, 2009; DOVIGO et al., 2011). Tem sido
descrito na literatura que a curcumina possui inumeros efeitos antimicrobianos,
antiinflamatérios, imunomoduladores, entre outros, e que quando usada como droga
fotossensibilizadora, ao ser fotoativada causa grandes danos podendo levar a morte celular
(DAHL et al., 1989; BRUZELL et al., 2005; DOVIGO et al., 2011).

O tempo de contato do FS com o microrganismo é de grande valor para que a IFD seja
efetivamente positiva, pois dependendo da terapéutica pode-se moldar a o tratamento, ou seja,
para uma necessidade de baixa concentracdo de FS aumenta-se o tempo de incubacdo, assim
como se for preciso um tempo de incubacdo menor utiliza-se concentra¢do maior de FS.

Assim, este estudo prop6s avaliar o tempo ideal de contato da curcumina com a célula
bacteriana, considerando as diferencas estruturais de parede e o metabolismo de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, a fim de elaborar uma metodologia padrdo de suma
importancia para pesquisas futuras. Por isso a escolha dos microrganismos Staphylococcus
aureus como modelo de bactéria Gram-positiva e Pseudomonas aeruginosa de Gram-

negativa.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do tempo de incubacdo (tempo de
contato) do FS curcumina em Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva, e Pseudomonas
aeruginosa, bactéria Gram-negativa, na IFD. Considerando as diferencas estruturais dos

microrganismos estudados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Inativacao Fotodinamica (IFD)

Em 1900, Oscar Raab observou que a toxicidade do cloridrato de acridina contra
Paramecium caudatum foi dependente da quantidade de luz e que foi um incidente em seu
experimento, publicando assim o primeiro artigo sobre efeitos fotodindmicos de compostos
quimicos (MAISCH, 2007; BAGNATO, 2008).

Um dos mais novos avangos no tratamento de diferentes patologias de origem
microbiana, viral, fngica e inflamatoria é a aplicacéo da inativacdo fotodindmica (IFD) como
atividade antimicrobiana (BAGNATO, 2008).

As bactérias se multiplicam muito rapidamente e uma mutacdo que ajude um Unico
microrganismo a sobreviver na presenca de um antibidtico se tornar4 predominante na
populacdo microbiana (SALMON-DIVION et al., 2004). Com o aumento de bactérias
resistentes aos antibidticos, tem havido um interesse em terapias antimicrobianas alternativas.
A IFD é uma alternativa de tratamento para estes patdgenos e tem tido um retorno promissor
como tratamento de infecgdes resistentes a mudltiplas drogas. Ainda ndo ha relatos de
microrganismos tornando-se resistentes a IFD, mesmo com numerosas tentativas de induzir
resisténcia por ciclos repetidos da técnica com doses semiletais e crescimento microbiano
(KHARKWAL et al., 2011).

A IFD de microrganismos € baseada no conceito de que um corante, conhecido como
fotossensibilizador (FS), deve ser localizado preferencialmente na bactéria, e ndo nas células
ou tecidos circundantes, para posteriormente ser ativado por baixas doses de luz visivel em
adequado comprimento de onda, para ndo haver efeito toxico nas células (MAISCH, 2007). A
técnica consiste na utilizacdo de uma luz ativando um corante (fotossensibilizador) para obter
o efeito citotoxico (O’RIORDAN et al., 2007).

A acdo do FS pode ser de duas maneiras: (i) o FS ativado pode reagir com moléculas
vizinhas por transferéncia de elétrons ou de hidrogénio, levando assim & producéo de radicais
livres (reacdo tipo 1) ou (ii) por transferéncia do excesso de energia ao oxigénio molecular
distribuido pelo sistema vascular (reacdo tipo Il), levando a producdo do oxigénio singleto,
10,, altamente oxidante (BAGNATO, 2008; MANTAREVA et al., 2011).

A formacdo desse oxigénio singleto nada mais é que a transformacéo de um oxigénio
tripleto para singleto. Ou seja, um oxigénio tripleto possui dois elétrons desemparelhados nos

seus orbitais moleculares. Quando em contato com uma molécula organica
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(fotossensibilizador) e luz, ocorre a inversdo do spin de um dos elétrons transformando-o em
um oxigénio singleto, que possui dois elétrons emparelhados no mesmo orbital ou em orbitais
diferentes, sendo assim uma molécula extremamente reativa. O oxigénio singleto pode ser
gerado atraves da reacdo de adgua oxigenada (H,O,) com hipoclorito de sddio (NaOCI) ou, no
caso da IFD, pela transferéncia de energia de uma molécula excitada por uma luz visivel ou
ultravioleta (RONSEIN, 2006).

Embora a técnica seja conhecida hd mais de 100 anos, 0 seu uso para tratar infeccdes
ndo foi muito desenvolvido. Pode ser, em parte, devido a dificuldade de controlar a eficacia
da IFD em modelos de infeccdes em animais. O método padrdo de quantificacdo das cargas
bacterianas em modelos de infecgdes envolve o sacrificio do animal, a remocgdo e
homogeneizacdo do tecido e realizacdo de diluicbes seriadas para fornecer o nimero de
UFC/g (unidade formadora de col6nia por grama) de tecido (HUANG et al., 2010). Por isso a
necessidade de maiores estudos para potencializar e melhorar a IFD.

Estudos destinados a comparar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tém
mostrado melhores resultados sobre bactérias Gram-positivas, pelas dificuldades do FS
penetrar nas células bacterianas Gram-negativas (CALIN et al., 2009). Este fato se explica
por conta da parede celular das espécies Gram-positivas ser formada por uma camada porosa
de peptidoglicano e acido lipoteicoico, permitindo assim que o FS possa atravessa-la. O
envelope da célula bacteriana Gram-negativa é constituido por uma membrana citoplasmatica
interior e uma membrana externa, que sdo separadas pelo peptidoglicano e o periplasma. A
membrana exterior forma uma barreira fisica e funcional entre a célula e seu ambiente. Na
membrana exterior, diferentes proteinas estdo presentes, algumas das quais funcionam como
poros para permitir a passagem de nutrientes, enquanto outras tém uma funcdo enzimatica ou
estdo envolvidas na manutencdo da integridade estrutural da membrana externa e da forma da
bactéria (HAMBLIN et al., 2004).

HAMBLIN et al. (2004) demonstraram que por meio da utilizacdo do PMBN (do
inglés, polycationic péptide polimixina B nonapeptide), era possivel aumentar a
permeabilidade da membrana externa das espécies Gram-negativas e permitir que os FSs
(fotossensibilizadores) que sdo normalmente excluidos da célula, penetrassem em um local
onde as espécies reativas de oxigénio, geradas mediante iluminacéo, causariam danos fatais a
celula.

Portanto, a IFD é considerada um tratamento alternativo para infecgdes causadas por
diversos agentes microbianos e vem ganhando espaco no meio das pesquisas cientificas por

apresentar resultados promissores. Sao necessarios estudos que avaliem, mas principalmente
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potencializem a IFD para diminuir o tempo de tratamento, a quantidade de luz exposta, a
concentracdo do FS e as repeticOes de tratamento. O tempo de contado ideal do FS, por
exemplo, pode diminuir sua concentracdo necessaria para ter o mesmo efeito atingido com

concentragcdes maiores.

3.2. Curcumina

A clrcuma (composto de coloragdo amarelo), também conhecida como acafrdo,
acafrdo da terra, gengibre dourado emangarataia, € a planta de nome cientifico Curcuma
longa L., pertencente a familia Zingiberaceae. Trata-se de um arbusto perene, nativo do sul e
sudoeste asiatico e extensivamente cultivado na India, principalmente em Madras, Bengal e
Bombay, e também na China, Taiwan, Japdo, Burma, Indonésia e no continente Africano
(BRUZELL et al., 2005, ALMEIDA, 2006).

H CO NN [ I' N OCH

Figura 1: Representativo da estrutura quimica da molécula da curcumina (TEITEN et al., 2010).

A curcumina tem o pico de absor¢do maximo no comprimento de onda de 429 nm, seu
espectro de fluorescéncia é de 434 nm de excitacdo e 520 nm de emissdo apresentando
fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta (ALMEIDA, 2006).

Tem sido sugerido que a curcumina possui efeitos antimicrobianos, antiinflamatérios,
antiaterogénico, imunomoduladores, além de propriedades anticancerigenas que poderiam ser
otimizados com a sua iluminagdo em comprimento de onda adequado (DAHL et al., 19809,
BRUZELL et al., 2005, DOVIGO et al., 2011).

Sendo assim, a curcumina é um potencial FS na IFD para infecgdes superficiais
localizadas, porém seu uso € limitado pela dificil solubilidade em agua e baixa estabilidade

em solucdo. A curcumina é praticamente impossivel de ser solubilizada em agua em pH éacido



21

e neutro, sendo soltvel somente em meios alcalinos. Uma formulac&o adequada de curcumina
deve ser estavel durante a producdo, estocagem e durante a IFD. Uma vez que os produtos da
fotodegradacdo ndo mostram nenhuma atividade fotobiologica, estes efeitos tém sido
atribuidos ao estado excitado da curcumina (HAUKVIKI et al., 2009).

A curcumina é a fracdo mais importante da curcuma, e € responsavel pela sua
atividade biologica. CIKRIKCI et al. (2008) discutiram o isolamento e a avaliagdo bioldgica
de clrcuma e curcumina contra bactérias e micobactérias, tais como E. coli, S. aureus, E.
feacalis, P. aeruginosa, M. smegmatis, M. simiae, M. kansasii , M. terrae, M. szulgai e o
fungo Candida albicans. Os resultados da avaliacdo antibacteriana dos extratos de curcuma e
curcumina pura foram fracos para as micobactérias, ndo tiveram nenhum efeito para as Gram-
negativas E. coli e P. aeruginosa e tiveram efeito moderado para as demais bactérias e o
fungo.

A curcumina é considerada um composto ndo toxico e seguro, tanto em culturas de
celulas e estudos em animais quanto em ensaios clinicos (HEGGE et al., 2010).

A escolha da curcumina como FS para este trabalho foi baseada em estudos que
demonstram a eficacia como antimicrobiano e demais efeitos citados e, principalmente, por se

tratar de um composto natural, ja utilizado como corante e tempero, considerado atoxico.

3.3. Staphylococcus aureus

Sdo cocos Gram-positivos, coagulase e fosfatase alcalina positivos, anaerébios
facultativos e fermentadores de manitol. As bactérias Gram-positivas possuem como
caracteristica a parede celular espessa, formada basicamente por uma macromolécula porosa e
insolivel conhecida como peptideoglicano, e por acidos teicdicos (WALKER, 2002;
TORTORA et al., 2005; TRABULSI et al., 2005; LEVINSON, 2010).

A figura abaixo mostra detalhadamente as estruturas que formam a parede celular das

bactérias Gram-positivas (Figura 2).
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Figura 2: Representativo estrutural da parede celular de bactéria Gram-positiva (Adaptado, BLACK, 2008).

Apesar de ser encontrado na microbiota normal, como na cavidade bucal em 95%, e
nas narinas e intestino de 30-50% de individuos saudaveis, o Staphylococcus aureus € o
agente de inumeras infeccbes que acometem o ser humano. Estas infeccbes podem ser
brandas ou levarem a morte, podendo ser localizadas, normalmente superficiais e/ou
disseminadas. Possui alta porcentagem de resisténcia a antibioticoterapia convencional.
Muitas das infec¢Bes hospitalares tém como causador a bactéria S. aureus, pois esta presente
em 90% da equipe clinica de um hospital (BARON, 1996; WALKER, 2002; TORTORA et
al., 2005; TRABULSI et al., 2005; MIYABE, 2011).
As infeccBes causadas pelo microrganismo S. aureus podem ser:
e Supurativas
o infeccOes superficiais — foliculite; furdnculos e carbunculos.
o infeccOes sisttmicas — pneumonia; osteomielite; endocardite e enterite
estafilococica aguda; miosite tropical e septicemia.
e Nao supurativas
o quadros toxicos — sindrome estafilocdcica da pele escaldada; sindrome
do choque tdxico; doenca de Kawasaki e intoxicagdo alimentar por
estafilococos.
(KONEMAN et al., 2001; WALKER, 2002; SCHAECHTER et al., 2002; TRABULSI et al.,
2005).
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Como principais fatores de viruléncia o S. aureus possui componentes da superficie
celular (cépsula, peptideoglicano e &cidos teicoicos, proteina A, enzimas, proteina ligadora de
fibronectina e de colageno) e toxinas (algumas sdo citotoxinas ou superantigenos e outras
degradam moléculas de adesdo de células epiteliais cutaneas) (KONEMAN et al., 2001;
WALKER, 2002; TRABULSI et al., 2005).

As penicilinas, cefalosporinas, eritromicinas, aminoglicosidios, tatraciclinas e o0s
cloranfenicois sdo drogas eficientes no combate as infeccGes causadas pelos estafilococos,
porém este microrganismo possui capacidade de se tornar resistente a todas estas. Tal
capacidade se d& por mutagBes em seus genes e/ou por adquirir genes de resisténcia
provenientes de outras bactérias da mesma ou de outras espécies. Por isso a escolha da
antibioticoterapia apropriada deve ser com fundamento nos resultados de testes de
suscetibilidade, considerando que amostras de infeccdes em pacientes hospitalizados sdo mais
resistentes que em pacientes na sociedade (SCHAECHTER et al., 2002; TRABULSI et al.,
2005).

Ha cerca de 50 anos surgiram os primeiros relatos de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA), desafiando assim as terapéuticas de infec¢bes causadas por S. aureus. MRSA
tornou-se um grande problema de infec¢bes hospitalares sendo responséavel pelo aumento
significativo das taxas de morbidade e mortalidade (RIBEIRO et al., 2012).

Alguns estudos envolvendo a IFD para inativagdo de Staphylococcus spp
demonstraram efeito satisfatério. PELOI et al. (2008) propds o uso de diodos emissores de luz
(LED - do inglés: Light emitting diode, diodos emissores de luz) vermelha como fonte de luz
para efeito fotossensibilizante do azul de metileno (AM) na IFD. Para o estudo utilizaram
microrganismos Sthaphylococcus aureus, Escherichia coli, e Candida albicans e o
microcrustaceo Artemia salina, para iluminacdo utilizaram ldmpadas de LED no comprimento
de onda de 663 nm e doses de 2, 4, 6 e 12 J/cm® e como FS o AM nas concentracdes de 7-
140.8 pM para microrganismos e 13.35-668.5 pM para microcrustaceo. Neste trabalho foi
determinado D-valor (o tempo, em minutos, necessario para reduzir a populagédo de 1 log de
microrganismo). A exposi¢do do LED induziu mais de 93,05%, 93,7% e 93,33% de inibicdo
de crescimento para as concentragdes de 42,2 uM de AM por S. aureus (D-valor = 12.05min)
e 35,2 uM de AM para E. coli (D-valor = 11.51min) e C. albicans (D-valor = 12.18min),
respectivamente, apds 20 minutos de exposicao. A exposi¢do do LED por 1 hora aumentou o
efeito citotoxico do AM contra A. salina de 27% para 75%. Os autores concluiram que o LED
vermelho é um dispositivo de luz promissor para a IFD que pode inibir eficazmente o

crescimento das bactérias, leveduras e microcrustaceos.
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MIYABE et al. (2011) utilizaram cepas de S. aureus, S. schleiferi, S. epidermidis, S.
capitis, S. haemolyticus e S. lentus isoladas da cavidade oral de humanos. Utilizaram como FS
0 azul de metileno (AM) na concentracdo de 3 mM com fonte de luz de 660 nm e dose de 10
Jlcm?, e utilizaram como comparagéo o antibidtico ciprofloxacina. Obtiveram uma reducéo
total de 6.29 log;p UFC/mL em comparagdo com o grupo controle. O uso do antibiotico
ciprofloxacina foi eficaz em todos os isolados, exceto para S. schleiferi, contudo esta cepa se
mostrou sensivel a IFD com uma reducdo de 6.83 log;o UFC/mL, sugerindo a IFD como
tratamento alternativo para cepas resistentes a antibioticos.

RIBEIRO et al. (2012) avaliou in vitro a efetividade fototoxica da curcumina em S.
aureus sensivel a meticilina (MSSA), resistente a meticilina (MRSA) e fibroblastos L929.
Utilizaram concentracbes de curcumina de 0,1; 0,5; 1; 5; 10 e 20 uM, luz LED no
comprimento de onda de 455 nm e doses de 37,5; 25,5 e 18 J/cm?. O FS foi incubado por 20
minutos antes da irradiacdo. Neste trabalho os autores concluiram que a curcumina é eficiente
na IFD de MRSA, quando combinada com luz LED. Também observaram uma redugdo em
torno 80% do metabolismo dos fibroblastos.

Diante destes estudos com resultados promissores a IFD ndo foram observados
trabalhos que avaliaram o tempo de incubacdo dos fotossensibilizadores, o que é importante
para maior efetividade da IFD.

3.4. Pseudomonas aeruginosa

Trata-se de um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador, ndo esporulado, mével (um
flagelo polar) e ubiquitario encontrado desde solo, 4gua e vegetais até animais, alimentos e
ambientes hospitalares. E classificado como aerdbio, podendo crescer anaerobicamente na
presenca de nitrato. A parede celular das bactérias Gram-negativas é mais complexa quando
comparada com a parede celular das bactérias Gram-positivas. A parede celular destas
bactérias é formada por uma camada de peptidioglicano e por uma membrana externa, o
espaco que se separa a membrana citoplasméatica da membrana externa é chamado de espaco
periplasmatico. A membrana externa € importante na defesa destas bactérias a acdo de
fagocitose e ao sistema complemento durante a invasdo em um hospedeiro (TRABULSI et al.,
2005; TORTORA et al., 2005).

O microrganismo Pseudomonas aeruginosa raramente causa infec¢Ges em individuos

saudaveis, mas é um dos principais agentes de infecgdes em individuos imunodeficientes. E
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considerado um microrganismo oportunista, com grande importancia em infeccoes
hospitalares, seguido de alto indice de falha terapéutica, por conta da resisténcia adquirida e
natural a muitos antibioticos, desinfetantes convencionais e por se tratar de um agente com
amplos fatores de viruléncia (KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2005; TORTORA
et al., 2005).

A figura abaixo demonstra detalhadamente as estruturas da parede celular de bactérias

Gram-negativas (Figura 3).
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Figura 3: Representativo estrutural da parede celular da bactéria Gram-negativa (Adaptado, BLACK, 2008).

As infecgbes por P. aeruginosa abrangem diferentes tecidos e 6rgaos, por conta da
variedade e do grande nimero dos fatores de viruléncia, sendo alguns desses fatores parte da
estrutura celular e outros sdo produtos extracelulares. Fimbrias ou pili, flagelo,
lipopolissacarideo e alginato sdo fatores de viruléncia contidos na estrutura celular. Como
fatores extracelulares destacam-se a exoenzima S e exoenzima U (inibidoras de fagocitose;
ExoS € tdxica para neutrofilos e ExoU é tdxica para macrofagos), exotoxina A (altamente
toxica), proteases (elastase B, elastase A e protease alcalina; responsaveis pelas leses de pele
e tecidos associadas a hemorragia e necrose), fosfolipase C e ramnolipideo (destroem o
surfactante pulmonar, fazendo os alvéolos colabarem), pigmentos fenazinicos (inibem
proliferacdo da epiderme humana, linfocitos e outras bactérias), sideroforos (captura ferro do
hospedeiro) e o biofilme (KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2005; TOTORA et al.,
2005).

Individuos saudaveis dificilmente s&o vitimas de infec¢bes por P. aeruginosa, pois 0

inicio da infeccdo depende de uma falha na primeira linha de defesa do organismo, que pode
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ser resultado de traumas cirurgicos, queimaduras, didlises, transplantes, longo uso de cateter,
imunodepressao terapéutica (corticoides, radiacdo, anticarcinogénicos) ou de imunodepressdo
clinica (diabetes, neoplasia, imunodeficiéncias, fibrose cistica). As infeccdes podem acometer
0 trato respiratorio superior (otite, sinusite, conjuntivite, ceratite, Ulceras na cornea), o trato
respiratorio inferior (pneumonia, infeccdo pulmonar crénica na fibrose cistica), sistema
nervoso central e bacteremia (septicemia, meningites, abscesso cerebral, endocardite), trato
urinario, trato gastrointestinal (enterocolite necrotizante, inflamacdo no seco), infeccbes
superficiais e tecidos moles (ectima gangrenoso, foliculite, celulite, fasciite necrotizante,
necrose, gangrena, sindrome da unha verde) e infecgBes Osseas e nas articulagdes
(osteomielite, osteocondrite) (KONEMAN et al., 2001; TORTORA et al., 2005; TRABULSI
et al., 2005).

Além de ser um microrganismo naturalmente resistente a maioria dos antibidticos
eficientes em casos de infec¢Bes por outras bactérias Gram-negativas, a P. aeruginosa pode
adquirir resisténcia a antibidticos ap6s uma primeira exposicdo. Para o tratamento das
infeccbes aceftazidima tem sido considerada o p-lactdmico mais indicado, e entre 0s
aminoglicosideos, a amicacina é mais indicada. Em caso de infeccdes severas é recomendado
0 uso combinado de um p-lactdmico e um aminoglicosideo (TORTORA et al., 2005;
TRABULSI et al., 2005).

HAMBLIN et al. (2003) demonstraram a efetividade da IFD por meio de um estudo in
vivo, utilizando ratos com feridas infectadas por P. aeruginosa. Todos 0s grupos controle
(ratos que ndo foram tratados) morreram dentro de 5 dias, em contraste, 90% dos ratos
tratados com IFD sobreviveram. Utilizaram um conjugado de poli-L-lisina-CE6 como FS. A
fonte de luz utilizada foi de 660 nm.

STREET et al. (2009) analisaram a capacidade da IFD inativar, in vitro, P. aeruginosa
em fase planctonica e biofilme, utilizando como FS o azul de metileno (AM). As culturas
planctdnicas de P. aeruginosa foram expostas a uma concentracdo do fotossensibilizador de
0,01% e submetidas a doses de energia de 1,7 a 20,6 J/cm? usando um laser de diodo 670 nm.
Os biofilmes foram expostos ao FS (0,01%) durante 30 segundos antes da iluminagdo com
13,2 ou 26,4 J/cm? de energia. Em fase planctonica uma Unica exposicdo ao FS com doses de
luz maiores de 15,5 J/cm? resultou em 100% de eliminagdo. A viabilidade de 24 horas do
biofilme foi reduzida em 99% com exposicéao unica e 99,9% com dupla exposi¢do, enquanto a
viabilidade de 48 horas foi reduzida em > 99,999% com exposic¢des tanto individuais quanto

duplas. Os autores concluiram que a IFD é eficaz na inativacdo de P. aeruginosa em fase
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plancténica e biofilme, apoiando que na prética clinica a IFD é uma opg¢do viavel para
indicagOes como, por exemplo, otite externa e desinfeccdo de feridas.

HUANG et al. (2010) relatam que na década de 90 foi observado uma diferenca
fundamental na susceptibilidade da IFD entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Verificou-se que, em geral, moléculas neutras ou anidnicas de FS se ligam com eficiéncia a
bactérias Gram-positivas e células fangicas, enquanto que as bactérias Gram-negativas s&o
relativamente resistentes a estes compostos. Citam que a membrana citoplasmatica rodeada
por uma camada porosa de peptidoglicano e &cido lipoteicdico das bactérias Gram-positivas e
a beta-glucana e quitina das células fngicas permitem atravessar estruturas nao catiénicas
dos FSs, aumentando a efetividade da IFD.

WARDLAW et al., (2011) avaliaram, in vitro, a efetividade da IFD na inativacdo de
microrganismos mais comumente encontrados em infeccdes de ferida como Staphylococcus
intermedius, Streptococcus canis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Utilizaram
como FS o &cido aminolevulinico (ALA) topico em exposicOes variando de 15 segundos a 2
horas e com concentracdes que variaram de 1 M a 0,1 mM, a fonte de luz foi utilizada no
comprimento de onda de 635 nm e doses de 0, 54, 108, 162, 216, e 324 J/cm® N&o houve
reducdo significativa na sobrevivéncia bacteriana apds IFD para todos 0s organismos, exceto
para E. coli, quando comparados ao controle. Com os dados encontrados 0s autores sugeriram
que a IFD pode ser uma opcao terapéutica para infeccdes de feridas, mas é necessario repetir
os tratamentos ou alterar o FS em relacdo ao seu mecanismo de transporte para diminuir o
tempo de tratamento. Os autores concluiram também que a IFD foi mais eficaz com bactérias
Gram-positivas e que sdo necessarios estudos para melhorar a eficacia em bactérias Gram-
negativas.

HUANG et al. (2012) avaliaram as contribuicdes do 'O, (oxigénio singleto, produzido
na reacdo tipo Il) e do HO' (radical hidroxila, produzido na reacdo tipo 1) na IFD para
inativacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os autores concluiram que
bactérias Gram-negativas podem ser mais susceptiveis a HO', enquanto bactérias Gram-
positivas s&o mais suscetiveis a *O,.

Perante a estes estudos, alguns com resultados promissores e outros demonstrando a
dificuldade da inativacdo de P. aeruginosa por IFD, ndo foram observados trabalhos que
variaram o tempo de incubacao dos FSs, o que sugere melhorar a efetividade da IFD.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Preparo das amostras

As amostras de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) foram cultivadas em caldo TSB (Tryptic Soy Broth), incubadas em estufa de
37 °C (£ 1 °C) por 24 horas. Apds o crescimento as culturas foram centrifugadas e
posteriormente resuspendidas em solucdo salina e homogeneizadas, com o auxilio de um
agitador automético de tubos. Em seguida, foi realizada leitura em espectrofotdmetro,
operando em comprimento de onda de 600 nm. Para cada unidade da densidade dptica foi
determinado o numero de unidades formadoras de colénias (UFC). Os inoculos testados nos
grupos de estudos eram de aproximadamente 10® UFC/mL, de acordo com a densidade 6ptica.

A metodologia utilizada e o fotossensibilizador escolhido neste trabalho foram
determinados a partir de sucessivos testes, que estdo apresentados como Apéndice 1.

4.2. Fotossensibilizador

Neste trabalho, a curcumina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi utilizada
como droga fotossensibilizadora. As concentracdes do FS e dose de luz foram determinadas
em estudos piloto com o0s respectivos microrganismos. As concentracbes da curcumina
utilizadas sdo apresentadas na Tabela 1. Os tempos de incubacdo do FS no escuro, antes da
exposicdo a luz, foram de 0, 5, 15 e 30 minutos.

Em ambiente protegido da luz, a curcumina foi solubilizada em DMSO
(dimetilsulféxido) na concentracdo de 20 mM por mL. A partir desta solucdo estoque, foram
realizadas diluicbes com solucdo salina com 1% de DMSO, para que o FS atingisse as
concentracdes desejadas para cada microrganismo. As solucdes utilizadas nos experimentos
foram preparadas imediatamente antes do uso. Os tubos contendo as solugbes foram
envolvidos em papel aluminio para manter o fotossensibilizador sem exposi¢édo a luz durante

a realizacéo dos experimentos.
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Tabela 1 Concentracbes do fotossensibilizador utilizadas em Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

Concentracdo do Fotossensiblizador (M) | Concentragéo do Fotossensiblizador (LM)
para Staphylococcus aureus para Pseudomonas aeruginosa
0,10 1,00
0,25 10,00
0,50 25,00
1,00 50,00

4.3. Fonte de Luz e Fluéncia

Neste trabalho foi utilizada uma mesa iluminadora chamada de BioTable RGB de
construcdo propria do Instituto de Fisica de S&o Carlos da USP pelo Laboratério de Apoio
Tecnologico (LAT), na qual LEDs permitem produzir uma iluminacdo uniforme em toda a
placa. A poténcia do sistema pode ser variada, ajustando-se o tempo e intensidade para
produzir a dose desejada. O sistema opera com 0s comprimentos de onda de 460, 530 e 630
nm. O comprimento de onda utilizado neste estudo foi de 460 nm, com poténcia de 36,1
mW/cm? e a fluéncia testada foi de 30 J/cm® As amostras foram irradiadas em temperatura

ambiente, de acordo com a fluéncia previamente estabelecida.

4.4. Grupos de Estudo

Os experimentos foram realizados em fase planctonica (suspensdo) e foram avaliadas
as seguintes condigdes: controle LOFSO; controle do fotossensibilizador LOFS(+); controle da
luz L30FSO e inativacdo fotodindmica IFD, em que “L” representa luz, “FS” representa
fotossensibilizador, “(+)” presenca e “0” auséncia.

Para simular as mesmas condigdes, o grupo controle (LOFSO0), que n&o foi exposto ao
fotossensibilizador ou a luz, também foi colocado nos pogos da placa em temperatura
ambiente pelo mesmo tempo utilizado para a incubacéo e irradiagdo dos outros grupos.

Os experimentos foram realizados em quintuplicata em duas ocasides distintas em

microplacas de 96 pocos. Apds a incubacdo e/ou irradiagdo, foram aspirados 100 pL de um
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total de 200 pL (100 pL do in6culo + 100 uL do fotossensibilizador ou salina) da amostra de
cada pogo e transferidos para microtubos de centrifuga contendo 900 pL de solucdo salina
esterilizada, seguido de diluicbes decimais até 10°. Foram plaqueados em duplicata pelo
método de espalhamento 25 pL de cada diluicdo em cada quadrante, em meio de cultura TSA
(Tryptic Soy Agar). As placas de Petri utilizadas foram divididas em quadrantes. Apds as
inoculagOes as placas foram incubadas em estufa a 37 °C (x 1 °C) por 48 horas para a
realizacdo das contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC).

As analises estatisticas foram feitas pelos métodos analise de variancia com dois

fatores (ANOVA “Two Way”) e teste de Tukey, que estdo apresentadas como Apéndice 2.

4.5. Efeito da IFD na auséncia do FS no meio

Para avaliar a interferéncia na passagem da luz por conta da concentracdo do FS foi
realizado o processo de retirada do FS da seguinte forma: apds os tempos de incubacdo com o
FS as amostras foram centrifugadas em centrifuga de microtubos a 6000 g por 10 minutos, 0s
sobrenadantes foram retirados e as amostras foram ressuspendidas em salina com 1% de
DMSO. Apds o processo de retirada do FS, as amostras foram transferidas para placa de 96
orificios e iluminada com dose de luz de 30 J/cm? seguidas de diluicBes decimais e
plagueamento (mesmo processo feito com 0s experimentos sem a retirada do FS). Foram
escolhidas uma concentracdo para cada microrganismo, com o critério dos melhores
resultados. Para S. aureus foi escolhida a concentragédo de FS de 0,5 uM e para P. aeruginosa
foi escolhida a concentracdo de 25 uM. A dose de luz permaneceu a mesma para ambos 0s

microrganismos (30 J/cm?).
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5. RESULTADOS
5.1. Staphylococcus aureus

Os resultados da avaliagdo dos tempos de incubacdo de 0; 5; 15 e 30 minutos para o
microrganismo Staphylococcus aureus e o fotossensibilizador curcumina nas concentragdes

0,1; 0,25; 0,5 e 1uM estdo representados nas Figuras 4 e 5.

Staphylococcus aureus B0 min

8,00 - B 5 min
it — B 15min

E 30 nun

log10(ufc/mL)
:é:
[e=]

IFD 0,1 IFDO0.,25 IFDO0.5 IFD 1 L30FS0  LOFSO

Figura 4. Avaliacdo dos diferentes tempos de incubagdo para Staphylococcus aureus, utilizando curcumina nas
concentracdes 0,1; 0,25; 0,5 e 1 uM e dose de luz de 30 J/cm?. Valores médios de log (UFC/mL) e desvio-
padrdo. Grupos: inativacao fotodindmica (IFD), controle da luz (L30FS0) e controle (LOFSO0).

Pode-se considerar que houve reducgéo de aproximadamente 3 logs na concentracdo de
0,1 uM do FS nos tempos de incubagéo de 0, 5 e 15 minutos e reducdo de aproximadamente 4
logs no tempo de 30 minutos. Na concentragédo de 0,25 uM do FS houve reducdo de 3 logs no
tempo de 15 minutos, reducdo de 4 logs nos tempos de 0 e 5 minutos e reducdo de 5 logs no
tempo de 30 minutos. Houve reducdo de aproximadamente 4 logs na concentragéo de 0,5 uM

do FS no tempo de 15 minutos, reducdo de 5 logs nos tempos de 0 e 15 minutos de incubagéo
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e reducéo de 6 logs no tempo de 30 minutos. Na concentracdo de 1 uM do FS houve redugéo
de aproximadamente 6 logs no tempo de 5 minutos e 7 logs nos tempos de 0, 15 e 30 minutos.

Os resultados mais satisfatorios foram no tempo de 30 minutos para todas as
concentracdes do FS. E os resultados com menores redugdes de UFC/mL foram nos tempos
de incubagéo de 5 e 15 minutos em todas as concentragdes, exceto na concentragdo de 1 uM
com tempo de 15 minutos.

Deve-se ressaltar também que ndo houve reducdo na utilizacdo da luz isolada,
caracterizando assim que o emprego da luz sem fotossensibilizador ndo possuiu efeito
fototoxico na dose escolhida.

As analises estatisticas feitas pelos métodos ANOVA e teste de Tukey mostraram que
as concentracdes de 0,10 uM e 0,50 uM apresentam comportamentos semelhantes em todos
0s tempos, ou seja, ha um aumento na meédia entre os tempos 0 e 5 minutos, entre 5 e 15
permanecem quase constantes e apresentam um decaimento significativo entre 15 e 30
minutos. Para a concentracdo 0,25 pM h& um aumento na média entre os tempos 0 e 15
minutos e, assim como em 0,10 uM e 0,5 uM, h& um decrescimento significativo dos 15 aos
30 minutos.

E possivel observar que as concentragdes 0,10 uM, 0,25 uM e 0,50 uM apresentam
médias bem superiores as apresentadas quando as bactérias sdo submetidas a concentracGes 1
MM, exceto para o tempo 30 das duas concentragdes mais altas.

Em suma, ha indicios de que a combinacdo de concentracdo e tempo que reduziu a
maior quantidade de UFC/mL é a de 1 uM associada ao tempo de incubacdo de 30 minutos.
Sendo assim, basta se observar na Tabela 2 apresentada no Apéndice 2, as quais combinacoes
ela é estatisticamente igual.

Considerando-se a economia de tempo e de concentracdo de curcumina, tem-se que a
melhor combinacao que tem resultados iguais aos encontrados com a concentra¢do 1 UM com
30 minutos € a de 0,5 uM com 30 minutos.

Com o gréafico representado na Figura 5 pode-se observar que o uso isolado do FS
incubado por 30 minutos ndo possui efeito citotoxico nas concentragdes escolhidas, pois ndo

houve redugdo do nimero de UFC/mL.
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Figura 5. Controles do fotossensibilizador curcumina (LOFSO,1 ; LOFS0,25 ; LOFS0,5 e LOFS1 — concentragdes
em UM) no escuro, com tempo de incubacdo de 30 minutos e grupo controle (LOFSO) em Staphylococcus
aureus. Valores médios de log (UFC/mL) e desvio-padréo.

5.2. Pseudomonas aeruginosa

Os resultados utilizando o microrganismo Pseudomonas aeruginosa com as
concentragdes de 1; 10; 25 e 50 uM de curcumina e tempos de incubacdo de 0; 5; 15 e 30

minutos estao representados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6. Avaliacdo dos diferentes tempos de incubacdo para Pseudomonas aeruginosa, utilizando curcumina
nas concentracdes 1; 10; 25 e 50 UM e dose de luz de 30 J/cm? Valores médios de log (UFC/mL) e desvio-
padrdo. Grupos: inativacao fotodindmica (IFD), controle da luz (L30FS0) e controle (LOFSO0).

N&o houve reducéo satisfatoria do numero de UFC/mL na IFD na concentragdo de 1
MM do FS em nenhum dos tempos de incubagdo. Na concentracdo de 10 uM do FS houve
pequena reducdo de aproximadamente 1 log nos tempos de 5, 15 e 30 minutos. Na
concentracdo de 25 puM do FS houve reducdo de 1 log nos tempos de incubacdo de 0 e 5
minutos e redugdo de aproximadamente 2 logs nos tempos de 15 e 30 minutos. Houve
reducdo de 1 log na concentragdo de 50 UM do FS no tempo de incubagdo de 0 minuto e de
aproximadamente 2 logs nos tempos de 5, 15 e 30 minutos.

Em todas as concentracGes do FS no grupo IFD o melhor tempo de incubacao foi de
30 minutos, exceto para a concentragdo de 1 pM do FS, na qual ndo houve reducdo

significativa do nimero de UFC/mL.
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Pode-se observar que o uso isolado da luz, assim como no microrganismo S. aureus,
ndo reduziu o numero de UFC/mL de P. aeruginosa, demonstrando que a luz ndo possui
efeito fototoxico na dose utilizada.

Por meio das andlises estatisticas (Tabela 3 apresentada no Apéndice 2), verifica-se
que a concentracdo de 1 puM ndo apresenta diferencas estatisticas em relacdo a variagdo no
tempo. O mesmo acontece com a concentracdo de 10 pM. As amostras expostas a
concentracdes 1 UM e 10 uM de FS apresentam médias de UFC/mL superiores as médias
encontradas quando as bacterias foram submetidas as concentracées 25 puM e 50 uM de FS.

H& indicios de que as concentracbes 25 UM e 50 pM apresentam 0S mesmos
resultados para todos os tempos observados (0, 5, 15 e 30 minutos), em média 0 mesmo
numero de bactérias ndo sobrevive a exposicdo ao fotossensibilizador e a luz. Assim, pode-se
dizer que as maiores reducbes do numero de UFC/mL foram com as concentracfes de 25 uM
ou 50 uM, possivelmente nos tempos 15 ou 30 minutos.

A combinacédo de concentracdo e tempo que reduziu o maior nimero de UFC/mL foi a
de 25 pM associada ao tempo de incubacdo de 30 minutos. Considerando-se a economia de
tempo e de concentracdo de curcumina, tem-se que a melhor combinacdo que tem resultados

iguais a essa € a de 25 uM com 15 minutos.

log1((ufc/mL)

T.0FS1 LLOFS10 TLOFS25 T.OFSS0 T.OFS0

Figura 7. Controles do fotossensibilizador curcumina (LOFS1 ; LOFS10 ; LOFS25 e LOFS50 — concentragdes em
1M) no escuro, com tempo de incubagdo de 30 minutos e grupo controle (LOFS0) em Pseudomonas aeruginosa.
Valores médios de log (UFC/mL) e desvio-padrao.



36

Com o gréfico representado na Figura 7 pode-se observar que o uso isolado do FS nas
concentragOes utilizadas e tempo de incubacdo de 30 minutos ndo possui efeito citotoxico,

pois ndo houve reducao do numero de UFC/mL.
5.3. Efeito da IFD na auséncia do FS no meio

Os resultados do processo de retirada do FS do meio apds as incubacgdes e antes da

iluminacdo estdo representados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8. Valores médios de log(UFC/mL) e desvio-padrdo dos testes com Staphylococcus aureus da retirada do
FS Curucmina na concentragdo de 0,5 pM, apds os tempos de incubacéo de 0, 5, 15 e 30 minutos, seguidos de
dose de luz de 30 J/cm?. Controle (LOFSO0), controle da luz (L30FS0), controle do fotossensibilizador curcumina
(LOFS0,5) e IFD.
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Figura 9. Valores médios de log e desvio-padréo dos testes com Pseudomonas aeruginosa com a retirada do FS
Curucmina na concentragdo de 25 pM, ap06s os tempos de incubagdo de 0, 5, 15 e 30 minutos, seguidos de dose
de luz de 30 J/lcm® Controle (LOFS0), controle da luz (L30FSO0), controle do fotossensibilizador curcumina
(LOFS25) e IFD.

Com os Graficos apresentados foi possivel observar que ndo houve reducdes
expressivas do nimero de UFC/mL como as encontradas com o FS no meio. Caracterizando
assim que a eficiéncia da IFD utilizando curcumina como FS, nas concentracdes estudadas,
para 0s microrganismos Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa é dependente da
presenca do FS no meio a ser iluminado. Sendo assim, a proposta de que a alta concentragao
do FS teria dificultado a passagem da luz, logo, proporcionado a ineficiéncia da IFD para
Pseudomonas aeruginosa ndo é verdadeira, ja que com a retirada do FS do meio ndo houve
reducdo expressiva do nimero de UFC/mL. Foi possivel observar também que, as reducdes
encontradas com o microrganismo Staphylococcus aureus na presenca do FS, ndo foram as

mesmas quando retirado o FS antes da iluminagéo.
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6. DISCUSSAO

A inativacdo fotodindmica (IFD) surgiu no campo clinico como uma potencial
alternativa para antibioticos no tratamento de infeccdes microbianas. A abordagem da IFD
baseia-se no conceito de TFD, que compreende a acdo de trés componentes: um agente
fotossensibilizador (FS), uma fonte de luz com um comprimento de onda apropriado e
oxigénio (TAVARES et al., 2010). Sdo considerados dois mecanismos de oxidacdo para
inativacdo das células-alvo. No tipo | o fotossensibilizador ativado pode reagir a moléculas
vizinhas por transferéncia de elétrons ou de hidrogénio, levando assim a producao de radicais
livres enquanto o tipo Il envolve transferéncia de energia do estado tripleto do oxigénio
molecular para produzir oxigénio singleto (*O,). Ambos os processos levam & formagéo de
espécies reativas de oxigénio capazes de alterar irreversivelmente componentes vitais das
células, resultando em dano letal oxidativo (ROSA e CRUTCHLEY, 2002; BAGNATO,
2008; TAVARES et al, 2010; MANTAREVA et al, 2011). Uma das principais
caracteristicas da IFD ¢ a falta de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, em fungéo
do modo de acdo (TAVARES et al., 2010).

O tempo de incubacdo analisado neste trabalho é de suma importancia para a eficaz
acdo da IFD. A incubacdo do FS com o microrganismo é processo necessario para que haja a
interacdo entre eles, ou seja, a penetragdo do FS na parede do microrganismo.

A composicdo e formacdo da parede celular se distinguem de um microrganismo para
outro, por isso a concentracdo e o tempo que o FS leva para adentrar a célula microbiana
também ¢é diferente. Com os resultados obtidos neste trabalho podemos observar que a
concentracdo necessaria do FS curcumina para atingir a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus € menor do que a concentracdo necessaria para a inativacdo da
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. Isto é explicado pela diferente composicéao
de parede dos microrganismos utilizados.

As bactérias Gram-positivas possuem a parede celular mais espessa, formada
basicamente por peptideoglicano, por &cidos teicOicos e proteinas. J& as Gram-negativas
possuem a parede celular mais complexa formada por uma camada de peptidioglicano e por
uma membrana externa formada por dupla camada lipidica, o que confere a estas bactérias
caracteristicas muito peculiares quando comparadas as Gram-positivas. A membrana externa
confere as Gram-negativas uma barreira hidrofébica adicional dificultando a entrada de

algumas substancias como antibidticos, detergentes, metais pesados, sais de bile, enzimas
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digestivas e alguns corantes (WALKER, 2002; TORTORA et al., 2005; TRABULSI et al.,
2005; LEVINSON, 2010).

Os resultados obtidos com o microrganismo S. aureus mostraram que para as
concentragdes 0,1 ; 0,25 ; 0,5 e 1 uM do FS curcumina na IFD o melhor tempo de incubacéo
foi o de 30 minutos, seguido do tempo de 0O minuto, exceto para a concentracdo de 1 puM,
onde o segundo melhor tempo de incubagéo foi 0 de 15 minutos. A menor reducao do nimero
de UFC/mL foi utilizando o tempo de 5 minutos de incubacao para as concentracdes de 0,1 e
1 uM. Ja para as concentracdes de 0,25 e 0,5 UM do FS curcumina na IFD a menor reducéo
do numero de UFC/mL foi utilizando o tempo de 15 minutos.

Percebeu-se uma semelhanca de comportamento nas concentragdes 0,1 ; 0,25 e 0,5
UM, que seguem uma regularidade de resultados, ou seja, uma reducdo com o tempo de
incubacdo 0 minutos, seguido de um aumento com os tempos de 5 e 15 minutos, depois uma
diminuicdo com o tempo de 30 minutos de incubagé&o.

Os resultados obtidos com a concentracdo de 0,1 uM do FS na IFD com o tempo de
incubacdo de 30 minutos foram semelhantes aos encontrados utilizando a concentracao de
0,25 uM do FS na IFD utilizando o tempo O minuto. Isto indica que para alguns casos €
possivel optar pelo uso de uma menor concentracdo do FS com um maior tempo de incubacgéo
e obter 0 mesmo resultado de uma maior concentragdo de FS com menor tempo de incubagao.
O mesmo ocorre com as outras concentragdes e tempos. Como por exemplo, a concentracdo
de 0,25 uM do FS associada ao tempo de 30 minutos obteve um resultado semelhante a
concentracdo de 0,5 UM com tempo de incubacdo de O minuto; assim como para a
concentracdo de 0,5 pM com tempo de incubacdo de 30 minutos observa-se resultado
semelhante ao encontrado quando se utiliza a concentracdo de 1 pM com tempo O de
incubacéo.

Com os resultados obtidos é possivel dizer que, avaliar o tempo de incubacdo auxilia
na terapéutica, optando pela melhor concentragdo do FS unida ao tempo de incubacéo,
atendendo assim a necessidade de cada caso. Utilizando concentracdes menores do FS,
portanto menos toxicas, associadas a maiores tempos de incubacéo € possivel obter resultados
semelhantes aos encontrados quando utilizadas concentragbes maiores com tempos menores
de incubacao.

Alguns trabalhos comprovam a eficacia da IFD para a inativagéo de bactérias Gram-
positivas, como o S. aureus. Por exemplo, MIYABE et al. (2011) comprovaram o efeito da
IFD utilizando cepas de S. aureus e outras isoladas da cavidade oral de humanos. Utilizaram

como FS o azul de metileno (AM), fonte de luz de 660 nm e como comparagdo o antibidtico
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ciprofloxacina. Obtiveram uma redugdo total de 6.29 log;o UFC/mL em comparagdo com o
grupo controle. O uso do antibidtico ciprofloxacina foi eficaz em todos os isolados, exceto
para S. schleiferi, contudo se mostrou sensivel a IFD com uma reducdo de 6.83 logi
UFC/mL, sugerindo a IFD como tratamento alternativo para cepas resistentes a antibidticos.

RIBEIRO et al. (2012) avaliaram a efetividade da curcumina em S. aureus sensivel a
meticilina (MSSA) e resistente a meticilina (MRSA). Utilizaram luz LED no comprimento de
onda de 455 nm. O FS foi incubado por 20 minutos antes da irradiacdo. Neste trabalho os
autores concluiram que a curcumina é eficiente na IFD de MRSA.

Para microrganismos Gram-negativos, alguns trabalhos demonstram a dificuldade de
utilizar a IFD eficazmente, sendo necessario pesquisar mais sobre método de acdo do FS
curcumina e de outros FSs.

Bactérias Gram-negativas parecem produzir porfirinas diferentes das bactérias Gram-
positivas, o que pode influenciar na resposta a IFD (FOTINOS et al., 2008). Em geral,
acredita-se que os agentes neutros ou aniénicos dos FS podem se ligar e inativar bactérias
Gram-positivas, mas apenas se ligam a membrana externa das Gram-negativas (HAMBLIN et
al., 2004).

Apesar das concentrages utilizadas do FS curcumina serem mais elevadas para
inativar P. aeruginosa do que as concentragdes utilizadas para 0 microrganismo S. aureus,
foram obtidos apenas 2 logs de reducdo nas maiores concentragdes como 25 e 50 uM.

O melhor tempo de incubacdo foi o de 30 minutos para todas as concentracfes e
percebeu-se uma linearidade dos resultados dependente do tempo. Ou seja, quanto maior 0
tempo de incubacdo maior a reducdo do nimero de UFC/mL.

As concentragfes 25 e 50 uM tiveram resultados aparentemente semelhantes quanto a
reducdo do nimero de UFC/mL. Foi proposto que pelo fato das concentracdes serem
elevadas, sendo assim menos transllcidas, houvesse uma interferéncia na passagem da luz
resultando em reducdes insatisfatorias. Por isso foi realizado um segundo teste onde foi
retirado o FS do meio antes da iluminacéo e, com os resultados obtidos, ndo foi observada
reducdes expressivas no nimero de UFC/mL. E possivel interpretar que ndo ha ligacdo ou
penetracdo do FS com o microrganismo, pois 0 mesmo foi excluido com o processo de
centrifugacdo e ressuspenséo.

WARDLAW et al. (2011) avaliaram, in vitro, a efetividade da IFD na inativagdo de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e outros microrganismos. Utilizaram como

FS o acido aminolevulinico (ALA). Os autores concluiram que a IFD foi mais eficaz com
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bactérias Gram-positivas e que sdo necessarios estudos para melhorar a eficacia em bactérias
Gram-negativas.

HUANG et al. (2010) afirmaram que as espécies de bactérias Gram-negativas, P.
aeruginosa, sdo muito mais dificeis de inativar por IFD do que bactérias Gram-positivas, S.
aureus. Apesar de todas as espécies de bactérias Gram-negativas serem mais resistentes a IFD
de espécies Gram-positivas, P. aeruginosa, em particular, € uma das mais resistentes. Os
autores concluiram que concentragdes de AM muito mais baixas do que 1 mM foram
ineficazes na IFD sob quaisquer condicGes, porém quando utilizaram o AM com lavagem por
centrifugacdo e resuspensdo, foi possivel obter morte dependente da dose de luz. Foi
necessaria dose relativamente alta (320 J/cm?) para reduzir 5 logs. Quando a suspens&o
bacteriana ndo foi lavada esta morte ndo foi observada. Os autores sugeriram que a explicacao
para tal fato € que o FS livre em solucdo atuou como um escudo éptico e impediu a luz de
atingir a bactéria e realizar a inativac&o.

Apesar de HUANG e colaboradores (2010) terem concluido que o processo de retirada
do FS seja essencial para efetividade da IFD, com este trabalho ndo foi obtido o mesmo
resultado, pelo contrario, as reducGes ndo foram expressivas tanto para o microrganismo S.
aureus, quanto para 0 microrganismo P. aeruginosa. Sendo que sem a retirada do FS foram
observadas reducgdes significativas com o microrganismo S. aureus.

A presenga da membrana externa nas bactérias Gram-negativas como a Pseudomonas
aeruginosa, utilizada neste trabalho, pode ser a justificativa para a menor efetividade da IFD
nestes microrganismos. E como foi apresentado nas revisdes de literatura 0s microrganismos

Gram-positivos como Staphylococcus aureus € sensivel a IFD, sendo de fécil inativacéo.
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7. CONCLUSAO

Este estudo comprovou que a curcumina, utilizada como FS, ndo possui efeitos
citotoxicos sem a associacdo da luz nas concentracbes estudadas para ambos o0s
microrganismos, pois ndo houve reducdo do numero de UFC/mL. Assim como o uso isolado
da luz no comprimento de onda de 460 nm com fluéncia de 30 J/cm® néo possui efeito
fototdxico para ambos 0s microrganismos.

O tempo de incubacdo do FS com o microrganismo influi diretamente no resultado da
efetividade da IFD, variando de acordo com cada microrganismo e suas diferencas estruturais.
O microrganismo Gram-positivo S. aureus é mais sensivel a IFD com FS curcumina do que o
microrganismo Gram-negativo P. aeruginosa, o que pode ser justificado pela diferente
composicao de parede de cada um.

A retirada do FS do meio influi diretamente na efetividade da IFD, pois com este
trabalho foi possivel observar que sem o FS presente ndo houve reducBes expressivas em
ambos 0s microrganismos, nas concentracdes escolhidas e tempos de incubacéo utilizados.

Com este trabalho foi possivel concluir que levando em conta o tempo de incubacao
do FS e o microrganismo, pode-se utilizar uma maior concentracdo do FS associando um
tempo menor de incubacdo, sendo o mesmo resultado encontrado se for utilizada uma
concentracdo menor do FS associado a um tempo maior de incubagdo. Sendo assim, pode-se
variar a terapéutica de acordo com a necessidade de cada infeccdo, paciente ou local

acometido.
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9. APENCIDE 1

A proposta inicial deste trabalho foi avaliar o tempo de incubacdo do
fotossensibilizador (FS) sal de curcumina (N-Metil-D-Glucominato de Curcumina) a 31,8%
com 0s microrganismos Staphyplococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa na Inativagéo
Fotodinamica (IFD). O sal de curcumina, produzido pela PDT Pharma (Ribeirdo Preto — SP —
Brasil), foi obtido através do extrato da Curcuma longa L. A escolha da solucdo do sal de
curcumina como FS foi justificada pela facil solubilidade em agua.

Os primeiros experimentos foram realizados com o microrganismo S. aureus, e com
altas concentracdes do FS, porém houve reducdo do numero de microrganismo sem a
presenca da luz, caracterizando citotoxidade do FS. Em seguida foram realizados outros
experimentos na tentativa de encontrar concentracGes ideais para a continuidade do trabalho.
As concentragdes 400, 500 e 800 pg/mL foram escolhidas como parametro de acordo com 0s

resultados encontrados e apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 50 J/cm? e concentragdes de
400, 500 e 800 pg/mL de sal de curucumina (L50FS400, L50FS500 e L50FS800), sal de curcumina na auséncia
de luz (LOFS400, LOFS500 e LOFS800) e controle (LOFSO0).

As concentracfes do FS na auséncia da luz (LOFS800 e LOFS400) ndo reduziram a
quantidade de microrganismo e, na presenca da luz na dose de 50 J/cm? reduziram 99,22%,

por isso serviram de parametro para a escolha das demais concentracdes.
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A partir destes resultados foi escolhida uma concentracdo de 300 pug/mL, na qual se
avaliou o tempo de incubacédo (Figura 11) e o processo de lavagem do FS antes da iluminagéo
(Figura 12).
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Figura 11. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 50 J/cm? com concentragdes
de 300 pg/mL de sal de curucumina e tempos de incubacdo de 5, 15 e 30 minutos e 1 e 2 horas (L50FS3005min.,
15min., 30min., 1h. e 2h) sal de curcumina na auséncia de luz e tempos de incubacdo de 5, 15, 30 minutose 1 e 2
horas (LOF3005min., 15min., 30min., 1h. e 2h.) e controle (LOFS0).
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Figura 12. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 50 J/cm? com concentragdes
de 300 pg/mL de sal de curcumina lavando o FS antes da iluminagdo, tempos de incubagdo de 5, 15 e 30
minutos e 1 e 2 horas (L50FS3005min.L, 15min.L, 30min.L, 1h.L e 2h.L) sal de curcumina na auséncia de luz e
tempos de incubacéo de 5, 15, 30 minutos e 1 e 2 horas (LOF3005min.L, 15min.L, 30min.L, 1h.L e 2h.L) e
controle (LOFSO-L).

Com estes experimentos foi notado que havia irregularidade de resultado, pois as
concentragfes de 400, 500 e 800 pg/mL na auséncia da luz ndo reduziram o ndmero de
microrganismo e a concentracdo de 300 pg/mL na auséncia da luz reduziu a porcentagem de
sobrevivéncia, caracterizando uma instabilidade do FS. Diante destes resultados foi
suspeitado que o sal de curcumina estivesse degradado. Foi recebida uma nova aliquota do FS
para novos testes, e novas concentracfes foram determinadas. Foi testada a concentracdo de
100 pg/mL, a qual ndo reduziu o numero de microrganismos na auséncia da luz. A partir deste

resultado foram testadas as concentracdes 25 e 50 pg/mL (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 50 J/cm? e concentragdes de
25 e 50 pg/mL de sal de curucumina (L50FS21 e L50FS50), sal de curcumina na auséncia de luz (LOFS25 e
LOFS50), controle (LOFSO0) e controle da luz (L50FS0).

Com a confirmacéo de que o FS nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL nédo reduziam o
nimero de microrganismos na auséncia da luz, foram escolhidas as concentracdes 12, 25 e 50
pg/mL. A dose de luz foi diminuida para que houvesse menor reducdo na IFD, auxiliando
assim, a avaliagdo do tempo de incubacéo.

Escolhidas as concentracBes, os testes foram realizados para avaliar o tempo de

incubacdo (Figura 14) e o processo de lavagem (Figura 15)
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Figura 14. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 30 J/cm® com concentragdes
de 12, 25 e 50 pg/mL de sal de curcumina lavando, tempos de incubacdo de 5, 15 e 30 minutos e 1 e 2 horas, sal

de curcumina na auséncia de luz, controle e controle da luz. L representa luz e FS fotossensibilizador.
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Figura 15. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de luz de 30 J/cm? com concentragdes
de 12, 25 e 50 pg/mL de sal de curcumina lavando o FS antes da iluminacéo, tempos de incubacdo de 5, 15 e 30
minutos e 1 e 2 horas, sal de curcumina na auséncia de luz, controle e controle da luz. L representa luz, FS

fotossensibilizador e -L lavando.

Com os resultados encontrados, foi concluido que se tratava de um FS instavel, pois 0s
primeiros testes ndo reduziram o nimero de microrganismos na auséncia da luz e nestes testes
houve reducdes.

Diante destas problematicas foi definida a troca do sal de curcumina pela curcumina
(Sigma-Aldrich) por ter maior pureza e estabilidade. Porém este FS ndo possui a solubilidade
em &gua como o sal de curcumina, obrigando o uso do DMSO para sua solubiliza¢do. Entdo
foi determinada uma concentracdo limite de 1% de DMSO na diluicdo da curcumina. Os
testes foram iniciados com o microrganismo S. aureus. O microrganismo se mostrou sensivel
a IFD quando utilizada esta curcumina como FS, pois foi trabalhado em baixas concentracdes,
para que ndo houvesse reducdo total e, assim, fosse observada a influéncia do tempo de

incubacdo. As concentracdes escolhidas foram baseadas em trabalhos j& publicados com o FS

curcumina e 0 microrganismo S. aureus.



53

Posteriormente foi realizado um teste piloto para determinacdo das concentracfes do
FS para o microrganismo P. aeruginosa. Como se tratava de um microrganismo ja conhecido
como mais resistente que o S. aureus a FSs, foram testadas concentracGes mais elevadas,
porém dentro do limite de solubilizacdo da curcumina. A partir dos resultados foram definidas

as concentracodes utilizadas no presente trabalho.
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Tabela 2: Teste de Tukey para Mdltiplas Comparagdes para Staphylococcus aureus

Teste de Tukey para a interacdo Concentracdo*Tempo
Pr> |t| para H,: Média(i)=Média(j)

pM/min | 0,2/0| 0,1/5| 0,1/15| 0,1/30 | 0,25/0 | 0,25/5 | 0,25/15 | 0,25/30 | 0,5/0 | 0,5/5| 0,5/15| 0,5/30 1/0 1/5 1/15 1/30
0,1/0 0.9961 | 0.9999 | 0.0439 | 0.1153 | 0.9980 | 1.0000 | <.0001 | <.0001 | 0.0105 | 0.0213 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001
0,1/5 0.9961 1.0000 | 0.0004 | 0.0017 | 0.4925 | 0.9927 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0002 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001
0,1/15 0.9999 | 1.0000 0.0016 | 0.0057 | 0.7273 | 0.9997 | <.0001 | <.0001 | 0.0003 | 0.0006 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001
0,1/30 0.0439 | 0.0004 | 0.0016 1.0000 | 0.6028 | 0.0559 | 0.9603 | 0.4459 | 1.0000 | 1.0000 | <.0001 | <.0001 | 0.0008 | <.0001 | <.0001
0,25/0 0.1153 | 0.0017 | 0.0057 | 1.0000 0.8292 | 0.1417 | 0.8356 | 0.2340 | 1.0000 | 1.0000 | <.0001 | <.0001 | 0.0002 | <.0001 | <.0001
0,25/5 0.9980 | 0.4925 | 0.7273 | 0.6028 | 0.8292 0.9991 | 0.0109 | 0.0003 | 0.3000 | 0.4358 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001
0,25/15 | 1.0000 | 0.9927 | 0.9997 | 0.0559 | 0.1417 | 0.9991 0.0001 | <.0001 | 0.0139 | 0.0278 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001
0,25/30 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.9603 | 0.8356 | 0.0109 | 0.0001 0.9999 | 0.9982 | 0.9901 | 0.0122 | 0.0201 | 0.1745 | 0.0021 | 0.0011
0,5/0 <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.4459 | 0.2340 | 0.0003 | <.0001 | 0.9999 0.7581 | 0.6133 | 0.1776 | 0.2466 | 0.7595 | 0.0502 | 0.0298
0,5/5 0.0105 | <.0001 | 0.0003 | 1.0000 | 1.0000 | 0.3000 | 0.0139 | 0.9982 | 0.7581 1.0000 | 0.0001 | 0.0002 | 0.0044 | <.0001 | <.0001
0,5/15 0.0213 | 0.0002 | 0.0006 | 1.0000 | 1.0000 | 0.4358 | 0.0278 | 0.9901 | 0.6133 | 1.0000 <.0001 | <.0001 | 0.0020 | <.0001 | <.0001
0,5/30 <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0122 | 0.1776 | 0.0001 | <.0001 1.0000 | 0.9999 | 1.0000 | 1.0000
1/0 <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0201 | 0.2466 | 0.0002 | <.0001 | 1.0000 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
1/5 <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0008 | 0.0002 | <.0001 | <.0001 | 0.1745 | 0.7595 | 0.0044 | 0.0020 | 0.9999 | 1.0000 0.9913 | 0.9740
1/15 <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0021 | 0.0502 | <.0001 | <.0001 | 1.0000 | 1.0000 | 0.9913 1.0000
1/30 <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0011 | 0.0298 | <.0001 | <.0001 | 1.0000 | 1.0000 | 0.9740 | 1.0000

Namero em vermelho: os resultados apresentam diferencas estatisticas de p<0,05.
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Teste de Tukey para a interagdo Concentracdo*Tempo
Pr> |t| para H,: Média(i)=Média(j)

pUM/min | 1/0 1/5 1/15 1/30 10/0 10/5 | 10/15 | 10/30 | 25/0 25/5 | 25/15 | 25/30 | 50/0 50/5 | 50/15 | 50/30

1/0 1.0000 | 0.9672 | 0.9997 | 1.0000 | 0.9643 | 0.9577 | 0.3808 | 0.1129 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.1622 | <.0001 | <.0001 | <.0001
1/5 1.0000 0.9917 | 1.0000 | 1.0000 | 0.9024 | 0.8894 | 0.2501 | 0.0621 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0931 | <.0001 | <.0001 | <.0001
1/15 ] 0.9672 | 0.9917 1.0000 | 0.8853 | 0.1109 | 0.1018 | 0.0041 | 0.0004 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0008 | <.0001 | <.0001 | <.0001
1/30 | 0.9997 | 1.0000 | 1.0000 0.9959 | 0.3952 | 0.3735 | 0.0306 | 0.0045 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0077 | <.0001 | <.0001 | <.0001
10/0 | 1.0000 | 1.0000 | 0.8853 | 0.9959 0.9940 | 0.9923 | 0.5782 | 0.2189 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.2962 | <.0001 | <.0001 | <.0001
10/5 | 0.9643 | 0.9024 | 0.1109 | 0.3952 | 0.9940 1.0000 | 0.9997 | 0.9684 | 0.0006 | <.0001 | <.0001 | 0.9869 | <.0001 | <.0001 | <.0001
10/15 | 0.9577 | 0.8894 | 0.1018 | 0.3735 | 0.9923 | 1.0000 0.9998 | 0.9737 | 0.0007 | <.0001 | <.0001 | 0.9895 | <.0001 | <.0001 | <.0001
10/30 | 0.3808 | 0.2501 | 0.0041 | 0.0306 | 0.5782 | 0.9997 | 0.9998 1.0000 | 0.0282 | <.0001 | <.0001 | 1.0000 | 0.0001 | <.0001 | <.0001
25/0 | 0.1129 | 0.0621 | 0.0004 | 0.0045 | 0.2189 | 0.9684 | 0.9737 | 1.0000 0.1374 | <.0001 | <.0001 | 1.0000 | 0.0015 | <.0001 | <.0001
25/5 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0006 | 0.0007 | 0.0282 | 0.1374 0.2512 | 0.0003 | 0.0943 | 0.9917 | 0.2864 | 0.0007
25/15 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.2512 0.7806 | <.0001 | 0.9833 | 1.0000 | 0.9066
25/30 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0003 | 0.7806 <.0001 | 0.0417 | 0.7402 | 1.0000
50/0 ]0.1622 | 0.0931 | 0.0008 | 0.0077 | 0.2962 | 0.9869 | 0.9895 | 1.0000 | 1.0000 | 0.0943 | <.0001 | <.0001 0.0008 | <.0001 | <.0001
50/5 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0001 | 0.0015 | 0.9917 | 0.9833 | 0.0417 | 0.0008 0.9891 | 0.0867
50/15 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.2864 | 1.0000 | 0.7402 | <.0001 | 0.9891 0.8806
50/30 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0007 | 0.9066 | 1.0000 | <.0001 | 0.0867 | 0.8806

NUmero em vermelho:

os resultados apresentam diferencas estatisticas de p<0,05.



