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RESUMO

CORREA, T. Q. Efeito de diferentes fotossensibilizadores no controle de Acanthamoeba
polyphaga in vitro. 2013. 71p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia). Universidade
Federal de S&o Carlos, Séo Carlos, SP, 2013.

A inativacao fotodinamica (IFD), utilizada no controle biologico de microrganismos, envolve
a acao de um fotossensibilizador (FS), ativado por luz visivel, no intuito de oxidar substratos
bioldgicos, resultando em efeito citotoxico. O controle de amebas de vida livre é importante,
tanto pela sua patogenicidade quanto pelo fato de abrigarem microrganismos. Além disso,
algumas espécies podem desenvolver sérias infeccdes em humanos. O presente estudo prop6s
analisar a efetividade in vitro da IFD em Acanthamoeba polyphaga utilizando sal de
curcumindides, curcumina, azul de metileno e Photogem® como FS, além de observar
alteracbes morfolégicas causadas pelo sal de curcumindides neste microrganismo. As
amostras foram cultivadas em meio PYG, incubadas a 37°C por 48 a 72 horas. A curcumina
foi solubilizada em 1 mL de DMSO e posteriormente diluida em &gua destilada para obtencédo
das concentragdes finais. Os demais FS foram solubilizados diretamente em &gua destilada.
Para a irradiagdo, diodos emissores de luz foram utilizados nos comprimentos de onda 460 e
630 nm, nas doses de 30 e 50 J/lcm?. Apds os tratamentos, resazurina foi adicionada para
avaliar a viabilidade de A. polyphaga, sendo as amostras incubadas a 37°C por 4 horas. A
intensidade de fluorescéncia foi medida em espectrofotometro de fluorescéncia. Na IFD com
sal de curcumindides nas concentragdes 500, 1000 e 1500 pg/mL, houve reducédo de 27,7%,
61,4% e 82,5% com 30 J/cm?, e de 75,2%, 85,0% e 95,9% com 50 J/cm?, respectivamente. J4
na IFD com curcumina nas concentragfes 35, 70 e 140 ug/mL, houve reducdo de 16,2%,
24,0% e 25,7% com 30 J/cm?, e de 25,4%, 28,3% e 30,5% com 50 J/cm?, respectivamente. Na
IFD com azul de metileno nas concentragfes 24 e 32 ug/mL, houve reducdo de 14,1% e
28,3% com 30 J/cm?, néo havendo reducdo na concentracio de 16 pug/mL e de 18,7%, 36,9%
e 23,9% com 50 J/cm?, respectivamente. Por fim, na IFD com Photogem® nas concentragdes
50, 100 e 200 pg/mL, houve reducdo de 20,1%, 37,6% e 53,5% com 30 J/icm?, e de 17,1%,
38,9% e 57,3% com 50 J/cm?, respectivamente. A retirada do FS antes da irradiagdo mostrou
que o sal de curcumindides provavelmente ndo permaneceu no interior das amebas, pois a
reducdo obtida anteriormente ndo foi observada nesta condigdo. Os FS apresentaram
toxicidade para as amebas, na auséncia de luz, nas concentracGes testadas e o uso isolado da
luz ndo apresentou efeito fototéxico, exceto a dose 50 J/cm? no comprimento de onda 460 nm.
A fototoxicidade proporcionada pelas doses de luz junto aos FS utilizados contribuiu para o
efeito de morte das amebas, sendo a IFD eficiente com o sal de curcumindides. A anélise das
imagens obtidas pela microscopia confocal mostrou que o sal de curcumindides causou danos
em amebas, confirmando a toxicidade apresentada no escuro. Portanto, conclui-se que apenas
0 contato com o FS ja é capaz de induzir mudangas morfoldgicas em A. polyphaga, levando
algumas células a morte.

Palavras-chave: Acanthamoeba polyphaga, inativacdo fotodinamica, curcumina, azul de
metileno, Photogem®.



ABSTRACT

CORREA, T. Q. Effect of different photosensitizers in control of Acanthamoeba
polyphaga in vitro. 2013. 71p. Thesis (Master of Biotechnology). Federal University of Séo
Carlos, Séo Carlos, SP, 2013.

The photodynamic inactivation (PDI), used for biological control of microorganisms, involves
the action of a photosensitizer (PS), activated by visible light, in order to oxidize organic
substrates, resulting in cytotoxic effect. The control of free-living amoebae is important both
for its pathogenicity and its microorganisms harboring. Additionally, some species may
develop serious infections in humans. The present study evaluated the in vitro effectiveness of
PDI in Acanthamoeba polyphaga. Salt of curcuminoids, curcumin, methylene blue and
Photogem® were used as FS. Besides, this study intended to observe morphological changes
caused by the salt of curcuminoids in the microorganism. The samples were grown at 37 °C in
PYG medium for a period of 48 to 72 hours. Curcumin was solubilized in 1 mL DMSO and
further diluted in distilled water to obtain final concentrations. The other PS’s were directly
solubilized in distilled water. The irradiation light-emitting diodes were used at wavelengths
460 and 630 nm at doses of 30 and 50 J/cm® After treatments, resazurin was added to
evaluate the respiratory activity of A. polyphaga and the samples were incubated at 37 °C for
4 hours. The fluorescence intensity was measured in a fluorescence spectrophotometer. In
PDI with salt of curcuminoids at concentrations 500, 1000 and 1500 ug/mL, there was a
reduction of 27.7%, 61.4% and 82.5% at 30 J/cm® and 75.2%, 85.0% and 95.9% at 50 J/cm?,
respectively. In PDI with curcumin at concentrations 35, 70 and 140 ug/mL, there was a
reduction of 16.2%, 24.0% and 25.7% at 30 J/cm?, and 25.4%, 28.3 % and 30.5% at 50 J/cm?,
respectively. In PDI with methylene blue at concentrations 24 and 32 ug/mL, there was a
reduction of 14.1% and 28.3% at 30 J/cm? with no reduction in the concentration of 16
ng/mL and 18.7%, 36.9% and 23.9% at 50 J/cm?, respectively. Finally, in PDI with
Photogem® at concentrations 50, 100 and 200 pg/mL, there was a reduction of 20.1%, 37.6%
and 53.5% at 30 J/cm?, and 17.1%, 38.9% and 57.3% at 50 J/cm?, respectively. The removal
of the PS before irradiation showed that the salt of curcuminoids probably didn’t stay inside
of amoebas, because the reduction obtained previously was not observed in this condition.
The PS was toxic to the amoebae in the absence of light, at the concentrations tested, and the
isolated use of light showed no phototoxic effect, except the dose of 50 J/cm? at 460 nm
wavelength. The phototoxicity by doses of light together the PS contributed to the death of the
amoebae, being more efficient with salt of curcuminoids. The analysis of confocal
microscopy images showed that the salt of curcuminoids caused damage in amoebae,
confirming its toxicity in the dark. Therefore, it is concluded that contact with only the PS is
already able to induce morphological changes in A. polyphaga, leading some of them to death.

Keywords: Acanthamoeba polyphaga, photodynamic inactivation, curcumin, methylene blue,
Photogem®.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga visualizados em microscopia confocal. 16

Figura 2 — Cistos de Acanthamoeba polyphaga visualizados em microscopia confocal. ......17

Figura 3 — llustragdo esquematica das reagfes do tipo 1 € do tipo H........cccooeveiiiiiinincn, 21
Figura 4 — Estrutura quimica da molécula de CUrCUMING .........c.cooeiriiiiinineneesese e 23
Figura 5 — Estrutura quimica da molécula do sal de curcumindides...........c.coceevreneinnrnnns 25
Figura 6 — Estrutura quimica da molécula de azul de metileno............c.cccovveinciiicciinnnnn 25
Figura 7 — Estrutura quimica da molécula de Photogem®...........ccc.oovevverenveeeessiiesssiessinnes 27
Figura 8 — Imagens da mesa iluminadora BioTable RGB..............cccociiiiiiiiiiiiicns 32
Figura 9 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — sal de curcuminéides e 30J/cm?.........c...co....... 37
Figura 10 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — sal de curcumindides e 50J/cm?................... 38

Figura 11 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — retirada do sal de curcumindides antes da IFD.39

Figura 12 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — retirada do sal de curcumindides ap6s a IFD. ..40

Figura 13 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — curcumina € 303/CM>. ........oovevveorerecereernnns 41
Figura 14 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — curcumina € 503/CmM? ..........ocvevveoreevecererennes 42
Figura 15 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — azul de metileno e 303/cm>..........cocoevvervvenn. 43
Figura 16 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — azul de metileno e 503/cm>..........cocoeevvvvenc. 44
Figura 17 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — Photogem® € 303/Cm?.........ocovvvvemeveerrrrnnes 46
Figura 18 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — Photogem® € 503/CM?.........ocovvvvorevecerrsennes 47
Figura 19 — Trofozoitos de A. polyphaga do grupo controle. .........c.cccevveieiieie e, 47
Figura 20 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminogides.................... 49
Figura 21 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminoides.................... 50
Figura 22 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminogides.................... 51
Figura 23 — Imagens do cisto de A. polyphaga com sal de curcumingides............c.cc.cccvvnnen. 52

Figura 24 — Mudancas no tamanho dos trofozoitos e cisto de A. polyphaga..........ccccccueuee. 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Concentragdes dos fotossensibilizadores, doses de luz e grupos de estudo ......... 33



ATCC
DMSO
EROS
FS

GAE
IFD

IFSC
LED
LE)FS()
LE)FS(+)
L(+)FS(-)
L(+)FS(+)
MRSA
PDT
PYG
RGB
RLP068
TFD
UFRJ
USsP

°C

g

mg

L

mL

ML

nm

mM

uM
mg/mL
ng/mL
pL/mL
mwW/cm?
Jlem?

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American Type Culture Collection

Dimetilsulfoxido

Espécies reativas de oxigénio

Fotossensibilizador

Encefalite amebiana granulomatosa (do inglés: granulomatous amebic encephalitis)
Inativagéo fotodinamica

Instituto de Fisica de S&o Carlos

Diodos emissores de luz (do inglés: light emitting diode)
Grupo controle

Grupo controle do fotossensibilizador

Grupo controle da luz

Grupo inativacgdo fotodindmica

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (do inglés: methicillin-resistant S. aureus)
Terapia fotodindmica (do inglés: photodynamic therapy)
Peptona, extrato de levedura e glicose (do inglés: peptone yeast glucose)
Vermelho, verde e azul (do inglés: red, green, blue)
Ftalocianina tetracatiénica

Terapia fotodinamica

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Universidade de S&o Paulo

Grau Celsius

Grama

Miligrama

Litro

Mililitro

Microlitro

Nandmetro

Milimolar

Micromolar

Miligrama por mililitro

Micrograma por mililitro

Microlitro por mililitro

Miliwatt por centimetro quadrado

Joule por centimetro quadrado



1.

2.

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ottt ss s, 13
OBUJETIVOS ...t bbbttt bbbt st beane e 15
2.1. ODJELIVO Gl ...t 15
2.2. ObjJetiVos ESPECITICOS......iiiiiicie et 15
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oovieoeeeeeeeeee et asnes s 16
3.1. Amebas de Vida Livre — Acanthamoeba polyphaga...........cccovvvieieiiniinininnns 16
3.2. INativagao FOTOAINAMICA. ........civiieiiiiiiitirie e 19
3.3. FOtoSSeNSIDIIZAAOIES ........coviiieiie s 22

3.3.1. Curcumina e Sal de curcuMINGIAES ..........cccoceriririininieee e 23

3.3.2. AZUL de METIHENO ... 25

3.3.3. PROOGEM® ...ttt s st 26
3.4. Inativacao Fotodinamica em Amebas de Vida LiVIe ........cccocvevvviieiiiinnieennenenn, 28
MATERIAL E METODOS ......ooiiiiietieceecee st s s sene st enes s 31
4.1. Preparo de Acanthamoeba polyphaga ...........cccoeieiiiiiiiiiiicce e 31
4.2. FOtoSSeNSIDIIZAAOIES ........coieiieieee e 31
4.3, FONTE A8 LUZ....oviiieieiie ettt e bbb nnenneas 32
4.4, Grup0Ss de ESTUAO ..ot 33
4.5. Ensaio de Atividade Metabdlica utilizando Resazurina ...........ccccccevevieivivinennn, 34
4.6. Retirada do FOtossensibilizador...........cccvoiiieiice e 35
4.7. ANALISE ESTAtiSTICA.......ccviieieieiesiee et 35
4.8. Microscopia CONTOCAL.........ccouiiiiiiie e 36
RESULTADOS ..ottt sttt e et e et sbeabeaneareans 37
5.1. Acanthamoeba polyphaga e Sal de curcuminGides............ccccoceevevieiiiiececceee, 37
5.2. Acanthamoeba polyphaga e CurCuMINa...........ccceevveiie e e 41
5.3. Acanthamoeba polyphaga e Azul de Metileno ... 43
5.4. Acanthamoeba polyphaga € Photogem® ...........c.cocovveivieeereissesieeseseesessieseeneens 45
5.5. Observacgado de Acanthamoeba polyphaga em Microscopia Confocal ................. 47
DISCUSSAD ...ttt 54
CONCLUSOES. ..ottt 61
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviriieieieseseie s 62



13

1. INTRODUCAO

Apesar dos avangos conseguidos no tratamento de doencas ocasionadas por bacteérias,
fungos, virus e protozoarios e, apesar da existéncia de varios métodos de controle microbiano,
0S microrganismos, principalmente as bactérias, tém adquirido resisténcia a estes métodos,
sendo um desafio para a area médica o desenvolvimento de novas metodologias para seu
controle e tratamento. H& relatos na literatura de muitas cepas bacterianas tornando-se
resistentes a varios antibioticos e desinfetantes convencionais (KONEMAN et al., 2001;
TORTORA et al., 2005; TRABULSI et al., 2005). Como exemplo, pode-se citar a bactéria
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que desafia as terapéuticas, tornando-
se um problema de infecgdes hospitalares (RIBEIRO et al., 2012).

Além das bactérias resistentes, hd também um interesse no controle microbiolégico de
amebas de vida livre, tanto pela demonstracdo de sua patogenicidade quanto pelo fato de
desempenharem um papel importante como reservatério de muitos microrganismos (GREUB;
RAOULT, 2004). Trabalhos descritos na literatura indicam que diversas bactérias podem ser
fagocitadas por amebas e podem adaptar-se ao ambiente intracelular, crescer e reproduzir-se
dentro destes microrganismos, firmando uma relacdo de simbiose (BROWN; BARKER,
1999; WINIECKA-KRUSNELL,; LINDER, 2001). Além disso, amebas de vida livre podem
hospedar bactérias endossimbiontes de interesse para a saude publica, como Legionella spp.,
Pseudomonas spp., Mycobacterium spp., entre outros patégenos, sendo que varios dos
endossimbiontes encontrados em amebas sdo também parasitas de macrofagos humanos
(NEWSOME et al., 1998; STEINERT et al., 1998; SKRIWAN et al., 2002; GREUB;
RAOULT, 2004; PRIMM et al., 2004).

Alguns estudos tém mostrado que, amebas de vida livre, que vivem no solo e na agua,
tais como as espécies pertencentes aos géneros Acanthamoeba, Balamuthia e Naegleria séo
responsaveis por causar doencas e/ou infeccdes oportunistas em seres humanos e em outros
animais. As principais doencas séo as infecgdes do sistema nervoso central em seres humanos,
como a encefalite amebiana granulomatosa (GAE), alem das infec¢bes disseminadas da pele,
dos pulmdes e das cérneas (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004; VISVESVARA; MOURA,;
SCHUSTER, 2007; VISVESVARA, 2010). Apesar dos progressos realizados no tratamento
da GAE, esta doenca continua a ter elevada mortalidade devido ao atraso no diagnostico e a
dificuldade no tratamento por falta de terapias adequadas. Além disso, a viruléncia das

amebas, a sua quantidade no local da infeccdo, a demora no inicio da intervencao terapéutica
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e 0 estado do sistema imunologico do paciente sdo alguns dos fatores que podem contribuir
para o sucesso ou ndo do tratamento (VISVESVARA, 2010).

Nesse sentido, é desejavel e necessario o desenvolvimento de técnicas alternativas que
sejam realmente eficazes no controle de microrganismos potencialmente patogénicos. No
intuito de prevenir doencas e de evitar a aquisicdo de resisténcia pelos microrganismos,
pesquisadores tém testado a terapia fotodinamica (TFD) em uma abordagem antimicrobiana.

A primeira demonstracdo da TFD em uma abordagem antimicrobiana ocorreu em
1900 quando Oscar Raab, por um incidente em seu experimento, observou que o corante
acridina apresentou toxicidade contra o protozoario Paramecium caudatum na presenca de luz
(MAISCH, 2007). A partir disso ficou conhecida a possibilidade de inativar in vitro alguns
microrganismos por meio da combinacdo adequada de corante e luz (HAMBLIN; HASAN,
2004; JORI; BROWN, 2004; MAISCH, 2007). Assim, a TFD é uma técnica que envolve um
fotossensibilizador (FS) e uma fonte de luz visivel, sendo a luz 0 meio pelo qual as moléculas
do FS séo ativadas. Com a ativacdo destas moléculas, ocorre um processo de troca de energia
no qual sdo geradas as espécies reativas de oxigénio (ERQOS), capazes de oxidar substratos
biologicos, resultando em um efeito citotoxico (O’RIORDAN et al., 2007).

Embora a TFD tenha sido descoberta na area microbioldgica ha mais de 100 anos, sua
aplicacdo tem ocorrido principalmente no tratamento de cancer, pois com a descoberta dos
antibidticos na década de 1940, sua aplicacdo no tratamento de doencas infecciosas sofreu um
grande atraso (KHARKWAL et al.,, 2011). Muitas séo as denominacOes dadas para esta
técnica, no entanto, quando utilizada para o controle microbioldgico geralmente passa a ser
chamada de inativacdo fotodinamica (IFD).

Os estudos de IFD em amebas de vida livre comecaram a ser desenvolvidos no inicio
do século XXI, porem os efeitos causados pela acdo fotodindmica nestes microrganismos ndo
tém sido muito relatados, fato comprovado pelos escassos trabalhos encontrados na literatura.
Os principais estudos sobre IFD em amebas de vida livre foram realizados por Kassab et al.
(2003), Ferro et al. (2006), Chen et al. (2008), Ferro et al. (2009) e Mito et al. (2012), que se
propuseram a avaliar os efeitos de FS associados a luz em espécies do género Acanthamoeba.

Assim, diante da problematica apresentada e devido ao fato de existirem poucas
publicacdes relacionadas aos efeitos fotodindmicos em amebas de vida livre, este estudo
propds avaliar o potencial da acdo fotodindmica e o0s seus efeitos na inativacdo de
Acanthamoeba polyphaga, ameba relacionada principalmente as ulceracfes corneas agudas e

cronicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar a eficidcia in vitro da inativacdo fotodinamica utilizando diferentes

fotossensibilizadores no controle da ameba de vida livre Acanthamoeba polyphaga.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar o efeito fototoxico da luz nos comprimentos de onda 460 nm e 630 nm nas
doses de 30 e 50 J/cm?.

Verificar o efeito da toxicidade no escuro dos fotossensibilizadores sal de

curcumindides, curcumina, azul de metileno e Photogem®.

Verificar a eficacia in vitro da inativacdo fotodindmica utilizando sal de

curcumindides, curcumina, azul de metileno e Photogem® como fotossensibilizadores.

Verificar o efeito da retirada do fotossensibilizador sal de curcumindides antes e apds

a irradiacdo das amostras.

Observar as alteracdes morfoldgicas causadas pelo fotossensibilizador sal de
curcuminoides em células de Acanthamoeba polyphaga por meio da microscopia confocal.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Amebas de vida livre — Acanthamoeba polyphaga

Amebas de vida livre sdo protozoarios, seres eucariontes e unicelulares, caracterizados
por apresentarem duas fases durante seu ciclo de vida: a vegetativa ou trofozoitica, na qual
apresentam de 8 a 40 um de didmetro, e a dormente ou cistica, com 10 a 25 um de didmetro
(WALKER, 2002; BARNES et al., 2005).

A forma trofozoitica é caracterizada pela presenca de um Unico nucleo e finas
projecdes que se estendem para o exterior da superficie do corpo, os acantopodios (Figura 1).
Sdo eles os responsaveis pela aderéncia das amebas as superficies, pelos movimentos
celulares e alimentacdo. Assim, os trofozoitos sdo individuos ativos, que se alimentam de
bactérias, leveduras, algas ou pequenas particulas organicas e dividem-se assexuadamente por
fissdo binaria. Em condi¢cdes ambientais adversas ou na escassez de agua e alimento, os
trofozoitos ndo conseguem sobreviver e adquirem a forma latente, encistando-se
(MARCIANO-CABRAL,; CABRAL, 2003; GREUB; RAOULT, 2004; KHAN, 2006).

Figura 1 — Trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga visualizados em microscopia confocal.

Fonte prépria. Imagem de transmissdo de trofozoitos de A. polyphaga vistos em microscopia confocal. A: Na
imagem & possivel observar o nucleo, varios vacuolos e os pseuddpodes caracteristicos do tipo acantopddio
(setas) (aumento 40x). B: Trofozoito em destaque (aumento 40x).
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Os cistos apresentam parede dupla de celulose composta pelo endocisto e pelo
ectocisto, sendo a camada exterior irregular (Figura 2). S80 mais resistentes e toleram
condigdes extremas, tais como congelamento, dessecacdo, alteracbes na osmolaridade,
alteragBes no pH, sendo também resistentes ao cloro, aos agentes quimicos antimicrobianos e
a outros sistemas de desinfeccdo (WINIECKA-KRUSNELL; LINDER, 2001; MARCIANO-
CABRAL; CABRAL, 2003; GREUB; RAOULT, 2004; THOMAS et al., 2006). Esta forma
resistente possui poros, que sdo utilizados para monitorar as mudangas ambientais
(AKSOZEK et al., 2002).

Figura 2 — Cistos de Acanthamoeba polyphaga visualizados em microscopia confocal.

Fonte propria. Imagem de transmisséo de cistos de A. polyphaga vistos em microscopia confocal. A: Na imagem
é possivel observar cistos (setas) com dupla parede de celulose (aumento 40x). B: Cisto em destaque, com a
dupla parede de celulose bem definida, formada pelo ectocisto e pelo endocisto (aumento 63x).

Entre as amebas de vida livre, apenas quatro géneros sdo responsaveis por infeccdes,
oportunistas e ndo oportunistas, em humanos e em outros animais. Sao eles: Acanthamoeba,
Balamuthia, Naegleria e Sappinia (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004; KHAN, 2006;
VISVESVARA; MAGUIRE, 2006; SALAH et al., 2009; TRABELSI et al., 2012).

O género Acanthamoeba pertence a familia Acanthamoebidae e € caracterizado por
apresentar amebas de vida livre com acantopodios na forma de espinhos (WALKER, 2002;
BARNES et al., 2005). Sdo encontradas nos mais diversos tipos de ambientes, podendo ser

isoladas a partir de agua doce, salobra, salgada, aquecida, gelada, solo e ar. Também j& foram
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detectadas em instrumentos cirargicos, materiais de dialise, aparelhos de ar condicionado e
lentes de contato (HOFFMANN; MICHEL, 2001; DENDANA et al., 2008; SHOFF et al.,
2008; TRABELSI et al., 2010). Em seres humanos, foram isoladas da cavidade nasal, faringe,
intestino, cérebro, pulméo, pele e corneas (KHAN, 2006).

Os diversos habitats em que ja foram encontradas e a capacidade de encistar dentro
dos tecidos humanos sugerem que estas amebas sejam altamente resistentes (AKSOZEK et
al., 2002) e causadoras de doencas fatais, como encefalite amebiana granulomatosa (GAE),
lesbes cutaneas, de nasofaringe, infec¢des pulmonar e renal, Glceras de mucosas, invasdo
Ossea com subsequente osteomielite e infeccdo ocular (ceratite). Tais doengas ocorrem com
maior frequéncia em pessoas debilitadas, desnutridas e imunocomprometidas (MARCIANO-
CABRAL,; CABRAL, 2003; KHAN, 2006; TRABELSI et al., 2012).

Morfologicamente, as espécies do género Acanthamoeba estdo distribuidas em trés
grupos de acordo com as caracteristicas dos cistos. Mais de 24 espécies ja foram identificadas
com base no critério morfolégico (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004; VISVESVARA;
MOURA,; SCHUSTER, 2007; TRABELSI et al., 2012):

Grupo 1: inclui 4 espécies: A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata e A. tubiashi.
Estas espécies sdo caracterizadas por cistos grandes (> 18 um), sendo o ectocisto enrugado € 0
endocisto estrelado ou liso. Ectocisto e endocisto apresentam-se afastados um do outro;

Grupo 2: inclui 11 espécies: A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A. hatchetti, A.
lugdunensis, A. mauritanensis, A. paradivionensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A.
triangularis. Os cistos sdo menores (< 18 pum) e apresentam o ectocisto grosso ou fino e o
endocisto poligonal, triangular ou redondo;

Grupo 3: inclui 5 espécies: A. culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa,
A. royreba. Os cistos, com aproximadamente 19 um de diametro, apresentam o ectocisto liso
ou ondulado e o endocisto globular ou ovoide.

As espécies mais abundantes na natureza estdo classificadas no grupo 2, que também
inclui as eventualmente patogénicas, tais como A. castellanii e A. polyphaga (SCHUSTER,;
VISVESVARA, 2004; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007; TRABELSI et al., 2012).

A espécie A. polyphaga é capaz de causar encefalite em pacientes com imunidade
comprometida e ceratite geralmente em individuos saudaveis usuarios de lentes de contato
(WALKER, 2002; SCHUSTER; VISVESVARA, 2004; HEASELGRAVE et al., 2006). A
ceratite € uma infeccdo ocular grave causada pelo uso de lentes de contato contaminadas que

acarretam em traumas. A contaminacgéo ocular pode ocorrer por meio da agua ou de particulas
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do ar que contenham essas amebas, sendo comumente relatados casos de ceratite entre
usuarios de lentes de contato que ndo fazem a desinfeccdo correta das mesmas ou que fazem
uso de “salinas caseiras” (BORAZJANI et al., 2000; SCHUSTER; VISVESVARA, 2004,
CLARKE; NIEDERKORN, 2006; KHAN, 2006; VISVESVARA; MAGUIRE, 2006).

Ainda, segundo alguns autores, as especies de Acanthamoeba sdo vistas como
reservatorios biolégicos para um grande numero de agentes patologicos, pois abrigam
algumas bactérias endossimbiontes como Legionella sp, Pseudomonas sp, Mycobacterium sp,
Listeria monocytogenes (NEWSOME et al., 1998; STEINERT et al., 1998; SKRIWAN et al.,
2002; GREUB; RAQULT, 2004; PRIMM et al., 2004). Especificamente, A. polyphaga tem
sido vista como um reservatorio potencial de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Campylobacter jejuni, Vibrio cholera e Escherichia coli 0157 (HUWS et al.,
2008). Portanto, estas amebas podem tornar-se vetores para a propagacdo de infeccoes
potencialmente letais, uma vez que 0s microrganismos instalam-se em localizacGes
intracelulares que os protegem de condi¢cdes adversas, permitindo aumentar sua viruléncia
(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

Desse modo, é essencial estudar, desenvolver e testar possiveis técnicas para o
controle de amebas de vida livre, com a finalidade de evitar futuras contaminacdes da
populacdo. A. polyphaga foi o microrganismo de escolha neste trabalho, pois a natureza
resistente do trofozoito e do cisto, combinado com a relativa facilidade com que o
microrganismo pode ser cultivado e manipulado em laboratério, faz com que seja um modelo
ideal para estudar a resisténcia aos métodos de desinfeccdo existentes (HUGHES;
KILVINGTON, 2001; HEASELGRAVE et al., 2006).

3.2. Inativacao Fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD ou PDT, do inglés, photodynamic therapy) tem sido
comumente utilizada em tratamentos promissores para a cura de diversos tumores
(FERREIRA et al., 2004; HAMBLIN; HASAN, 2004). Nesta terapia € necessario utilizar um
composto quimico denominado fotossensibilizador (FS) juntamente com a aplicacdo de luz
visivel que corresponda a banda de absorcéo do FS escolhido, para que células e/ou tecidos-
alvos sejam destruidos pelos compostos toxicos gerados nesta reacdo (JORI et al., 2006;
BAGNATO, 2008).
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Além da aplicacdo dessa técnica em tratamento de céncer, a TFD tem mostrado
importantes efeitos bactericidas, e por isso 0 seu uso pratico vem aumentando e o seu efeito
antimicrobiano cada vez mais reconhecido (MEISEL; KOCHER, 2005; BRAGA, 2007).
Segundo alguns autores, a TFD tem atraido a atencdo como uma forma de terapia
antimicrobiana (HAMBLIN; HASAN, 2004; JORI et al., 2006), pois visa destruir patégenos
microbianos no tratamento de infeccBes localizadas (ZEINA et al., 2001), principalmente
qguando os tratamentos antimicrobianos tradicionais ndo sdo capazes de dar resultados
satisfatorios (KASSAB et al., 2003).

S&8o muitos os termos encontrados na literatura para descrever a TFD, porém, quando
utilizada no controle bioldgico e/ou inativacdo de microrganismos passa a ser denominada
inativacdo fotodinamica (IFD) (GAD et al., 2004). Assim, a IFD ¢ baseada no conceito de que
0 FS seja acumulado preferencialmente no interior dos microrganismos para posteriormente
ser ativado por baixas doses de luz visivel em adequado comprimento de onda. Apds a
irradiacdo do FS ocorre um processo de troca de energia com as moléculas de oxigénio,
gerando espécies reativas toxicas, como o0 oxigénio singleto (*O,), que sdo capazes de oxidar
0s substratos bioldgicos e induzir efeitos citotoxicos (HAMBLIN; HASAN, 2004; JORI et al.,
2006; MAISCH, 2007; DONNELLY et al., 2008).

As espécies reativas toxicas, derivadas da ativacdo do FS pela luz, podem ser geradas
por meio de duas reacdes: reacdo do tipo | e/ou reacédo do tipo Il (Figura 3). Na reacdo do tipo
I, as moléculas do FS, quando ativadas por luz, reagem com as moléculas vizinhas por
transferéncia direta de elétrons ou de hidrogénio, levando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) na forma de radicais livres, como por exemplo, anion superoxido, radical
hidroxila e o peroxido de hidrogénio. Ja na reacdo do tipo Il, as moléculas do FS, quando
ativadas por luz, reagem com as moléculas vizinhas por transferéncia do excesso de energia
ao oxigénio molecular (O,), transformando-o em oxigénio singleto (*O,), reativo e altamente
oxidante (MANTAREVA et al., 2011; St. DENIS et al., 2011; HUANG et al., 2012).

O oxigénio singleto € formado a partir da transformacéo do oxigénio tripleto (*0,) em
singleto (*O,), conforme descrito acima. O estado tripleto é o estado fundamental do oxigénio,
de menor energia, no qual os elétrons estdo desemparelhados nos orbitais moleculares. Porém,
guando as moléculas desse oxigénio interagem com as moléculas do FS, ativadas por luz,
ocorre a inversdo do spin de um dos elétrons, gerando o oxigénio singleto, que possui elétrons

emparelhados no mesmo orbital ou em orbitais moleculares diferentes (RONSEIN, 2006).
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Figura 3 — llustracdo esquematica das reacdes do tipo | e do tipo II.
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Fonte: St. DENIS et al. (2011) modificada. As moléculas do FS inicialmente absorvem um féton e passam para o
estado singleto (FS excitado) que, logo em seguida, passam para um estado tripleto mais longo. As moléculas do
FS no estado tripleto podem interagir com as moléculas de oxigénio por meio de duas rea¢des, do tipo | e do tipo
11, levando a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e oxigénio singleto (*0,), respectivamente.

As duas reacdes, tanto a do tipo | quanto a do tipo Il, sdo responsaveis pela morte
celular e destruicdo do alvo. Por esse motivo é praticamente improvavel que microrganismos
adquiram resisténcia a IFD (BAGNATO, 2008). Além disso, os dois tipos de reacdo podem
ocorrer simultaneamente. O que define a propor¢do em que tais reacGes ocorrem € o tipo de
FS utilizado (HUANG et al., 2012).

Apesar dos mecanismos de geracdo de EROS j& terem sido muito pesquisados, a
maneira exata de como afetam os microrganismos alvos na IFD ainda ndo é totalmente
compreendida (HUANG et al., 2012). O que se pode afirmar, no entanto, é que o sucesso da
IFD depende fortemente da interacdo dos trés elementos principais — FS, luz e oxigénio —,
pois é esta combinacdo que gera as potentes espécies reativas capazes de induzir o dano
oxidativo do microrganismo e, consequentemente, sua morte. Portanto, espera-se que na IFD
tanto o FS quanto a luz, quando estiverem isolados, ndo sejam tdxicos e também ndo tenham a

capacidade de produzir efeitos deletérios no microrganismo (St. DENIS et al., 2011).
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3.3. Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FS) sdo compostos pouco toxicos, inativos em seu estado
fundamental, que absorvem luz na regido do visivel (JORI, 2006). S&o considerados os
principais veiculos da IFD, pois quando iluminados com comprimentos de onda especificos,
sdo excitados e permitem a transferéncia de energia para gerar produtos reativos que causam
citotoxicidade. Muitos FS tém sido pesquisados para o uso em IFD e varios deles apresentam
diferentes estruturas moleculares e distintas propriedades biofisicas. Por isso, o grande desafio
na busca por um FS ideal é encontrar o que tenha a habilidade de ser preferencialmente
armazenado nos microrganismos, de forma mais ou menos especifica, para aumentar o poder
de destruicdo dos mesmos (JORI; BROWN, 2004). Além disso, é fundamental encontrar um
FS que ndo seja decomposto rapidamente pela luz, na tentativa de impedir que seja destruido
antes de causar o dano fotodinamico (SIBATA et al., 2001; ALISSON et al., 2004).

Em geral, para um FS ser eficaz deve apresentar algumas propriedades, tais como: alta
estabilidade, facilidade de solubilizacdo (sendo preferencialmente sollivel em &gua), absorcao
seletiva na estrutura alvo, boa permeabilidade em membrana citoplasmatica, longo tempo de
vida no estado excitado para permitir a transferéncia de elétrons e/ou energia para as
moléculas de oxigénio, elevado rendimento na producdo de EROS e de oxigénio singleto para
ter eficiéncia fotoquimica satisfatoria, baixa toxicidade no escuro, facilidade de obtengéo em
escala industrial e baixo custo de sintese (WILSON; PATTERSON, 2008).

No entanto, alguns problemas podem prejudicar o desempenho dos FS no processo de
IFD e na producdo de EROS. Dentre tais problemas, destacam-se a formacao de agregados e a
fotodegradacgdo do FS. A formacdo de agregados entre as moléculas do FS pode prejudicar o
processo de geracdo de EROS, uma vez que o FS na forma agregada é pouco ativo,
dificultando a transferéncia de energia para gerar oxigénio singleto. Estes agregados formam-
se & medida que se aumenta a concentragdo do FS ou quando o mesmo, de cardter
hidrofobico, estiver presente em meio aquoso, ndo se solubilizando de forma adequada. A
fotodegradagdo do FS corresponde a modificacdo da sua estrutura, geralmente ocasionada
pelas espécies reativas tdxicas (principalmente o oxigénio singleto) produzidas durante a IFD
pelo proprio FS. Tal modificagdo reduz a quantidade de FS intacto no meio de reacdo,
provocando uma queda na producéo de EROS. Este evento causa perda na eficiéncia do dano
fotodindmico, tornando a destruicdo do microrganismo incompleta (MacDONALD;

DOUGHERTY, 2001). O conhecimento sobre a formagédo de agregados e a fotodegradagéo
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do FS pode facilitar o desenvolvimento de novos FS que contribuam significativamente para
melhorar a eficacia da IFD.
Neste trabalho foram utilizados como FS o sal de curcumindides, a curcumina, o azul

de metileno e o Photogem®, por ndo haver relatos na literatura sobre seu uso em A.

polyphaga.

3.3.1. Curcumina e Sal de curcumindides

A clrcuma, conhecida como acafrdo, € a planta de nome cientifico Curcuma longa L.,
pertencente a familia Zingiberaceae, amplamente cultivada em paises asiaticos,
principalmente na india e na China. O seu uso como um componente da medicina indiana,
para tratar diversos tipos de doencas, tem sido muito relatado na literatura (MIGUEL et al.,
2002; BRUZELL et al., 2005; CAMPBELL; COLLETT, 2005; AGGARWAL et al., 2007).
Pesquisas identificaram a curcumina como sendo a principal responséavel pela atividade
bioldgica desta planta (AGGARWAL et al., 2007).

A curcumina (Figura 4) é um pigmento de cor amarela presente nos rizomas da
circuma. Este composto natural, quando extraido dos rizomas, apresenta-se na forma de pé é
muito utilizado como tempero, agente aromatizante, corante e medicamento (MIGUEL et al.,
2002; CAMPBELL; COLLETT, 2005; EPSTEIN et al., 2010). E pertencente & classe dos
polifendis, substancias que possuem hidroxilas ligadas a anéis aroméaticos (KOLEV et al.,
2005; PERET-ALMEIDA, 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica da molécula de curcumina.

Fonte: PERET-ALMEIDA (2005). Estrutura quimica da molécula de curcumina.
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Estudos comprovam que a curcumina possui varias propriedades bioldgicas tais como
imunomodulatoria, anti-inflamatdria, antioxidante e anticancerigena, sendo um potencial em
aplicacdes terapéuticas (MIGUEL et al., 2002; BRUZELL et al., 2005; PRIYADARSINI,
2009). A curcumina também apresenta efeitos antibacterianos. Usando a IFD como um
tratamento antibiotico alternativo, a curcumina pode ser usada como FS e atuar em infeccGes
superficiais localizadas (HAUKVIK et al., 2009). Ha relatos do seu uso como FS na
inativacdo de cepas meticilina resistentes de Staphylococcus aureus (RIBEIRO et al., 2012),
na inativacdo de espécies do fungo Candida (DOVIGO et al., 2011a; DOVIGO et al., 2011b),
na investigacdo da atividade antibacteriana em Escherichia coli e Bacillus subtilis (KAUR et
al., 2010), no estudo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (HAUKVIK et al., 2009).
Contudo, seu potencial antimicrobiano ndo foi testado na inativagdo de amebas de vida livre.

A curcumina possui seu pico de absor¢do maximo em 430 nm, espectro de
fluorescéncia de excitacdo em 434 nm e de emissdo em 520 nm. E um composto praticamente
insolivel em agua com pH acido ou neutro, sendo a melhor solubilidade em agua com pH
acima do neutro. Mas, mesmo em pH alcalino sofre uma rapida degradacio (PERET-
ALMEIDA, 2005). Nesse sentido, o avanco clinico da curcumina tem sofrido dificuldades
pela fraca solubilidade apresentada em agua e pelo tempo de meia-vida curto, o que resulta
em baixa biodisponibilidade (HEGGE et al., 2010; TEITEN et al., 2010).

Pesquisas tém sido realizadas para encontrar a melhor forma de diluicdo da curcumina
em solucdo aquosa com estabilidade e solubilidade aceitaveis. Entretanto, desenvolver uma
formulacdo otimizada, que apresente pH estavel e solubilidade aceitavel, tem sido um desafio,
pois tal formulacdo deve ser estavel ndo s6 durante sua producdo e estocagem, mas também
durante todo o processo de irradiacdo da IFD (HEGGE et al., 2010; TEITEN et al., 2010).

Nesse sentido, a PDT Pharma LTDA (Cravinhos, SP) desenvolveu o sal de
curcuminoides (Figura 5), um novo FS no qual curcumina e outros curcuminoides
apresentam-se diluidos em solucdo de N-metil-D-glucuminato e 4gua destilada a 31,8%.

Segundo a PDT Pharma LTDA, o principio ativo do sal de curcuminoides é
caracterizado pela curcumina, demetoxi-curcumina e bis-demetoxi-curcumina. Esta nova
formulacdo da curcumina possui boa solubilidade em agua devido a carga negativa presente
no oxigénio, porém, seu poder de penetracdo em células é diminuido, pois 0 composto
apresenta-se como ion, e o transporte desta molécula, por difusdo, para dentro das células

torna-se dificultado.
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Figura 5 — Estrutura quimica da molécula do sal de curcuminoides.
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Fonte: PDT Pharma LTDA. Estrutura quimica da molécula do sal de curcumindides. Radicais R; e R, na
curcumina R; = R, = CH3, na demetoxi-curcumina R; = CH;3 e R, = H, na bis-demetoxi-curcumina R; = R, = H.

3.3.2. Azul de Metileno

O azul de metileno (Figura 6) é um corante organico, basico, com propriedade
fluorescente e fotossensibilizadora, pertencente a classe das fenotiazinas. Os corantes
fenotiazinicos sdo representados por moléculas catidnicas constituidas por um sistema de anel
aromatico triciclico (KONAN et al., 2002; PHOENIX, et al., 2003; HUSSAIN et al., 2006).

Figura 6 — Estrutura quimica da molécula de azul de metileno.

Fonte: FEESE; GHILADI (2009). Estrutura quimica da molécula de azul de metileno, molécula catidnica
constituida por anel aromatico triciclico.
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Este composto € muito utilizado como corante citolégico e indicador de Oxido-
reducdo, mas tem se mostrado efetivo no uso como agente fotossensibilizante, pois a carga
positiva presente em sua molécula, juntamente com o baixo peso molecular, promovem sua
melhor interagcdo com células e/ou microrganismos (KONAN et al., 2002).

Estudos comprovam que o azul de metileno tem sido utilizado clinicamente no
tratamento de infeccBes de pele, psoriase e de diversos tipos de cancer (ORTH et al., 1995),
induzindo a destruicdo de células tumorais (MELLISH et al., 2002). Um estudo realizado com
azul de metileno em IFD mostrou que 0 mesmo causa diminuicdo da viabilidade do parasita
da leishmaniose, sendo um forte potencial no tratamento de lesdes (SONG et al., 2011). Além
disso, este corante tem sido empregado como FS em varios tipos de desinfeccdo devido a
efetividade fotodindmica que apresenta sobre microrganismos patogénicos, incluindo
bactérias (WAINWRIGHT et al., 1997; USACHEVA et al., 2001; PHOENIX, et al., 2003;
HUSSAIN et al., 2006), fungos (TEICHERT et al., 2002) e virus (USACHEVA et al., 2001).

O azul de metileno possui intensa absorcdo entre 620-660 nm, apresentando absorcao
na regido vermelha do espectro eletromagnético (PHOENIX, et al., 2003; SEVERINO et al.,
2003; HUSSAIN et al., 2006). E solivel em agua e apresenta baixa toxicidade quando
utilizado em baixas concentracBes (SEVERINO et al., 2003). Contudo, tanto em TFD de
cancer como na IFD de microrganismos, os corantes fenotiazinicos, como o azul de metileno,
podem mostrar alguma toxicidade no escuro, 0 que representa uma desvantagem ao Seu USO

devido & queda provocada em sua eficiéncia fotodindmica (TARDIVO et al., 2005).

3.3.3. Photogem®

O Photogem® (Figura 7) é um composto derivado da hematoporfirina. A
hematoporfirina, composto isolado da hemoglobina, € uma substancia muito utilizada como
FS em TFD de cancer, pois exibe propriedades de localiza¢do tumoral. Sua purificacdo levou
a producéo de derivados de hematoporfirina, ou seja, substancias com misturas complexas de
componentes que apresentam melhor localizacdo tumoral do que a prépria hematoporfirina
(MIRONOV et al, 1990). O Photogem® é uma destas substancias derivadas da
hematoporfirina. N&do € quimicamente definido, pois € uma mistura complexa de porfirinas,
monodmeros, dimeros e oligdmeros (MIRONOQV et al., 1990; MENEZES, 2006).
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Figura 7 — Estrutura quimica da molécula de Photogem®.

COOR; COOR;

Fonte: RUSSIA (1999) apud MENEZES (2006). A estrutura quimica monomérica do Photogem® tem a formula
representada por [CzsH3zgN4Og],. Nos radicais R1 e R2 ligam-se CH(OH)CH3;, CH=CH, ou a prdpria estrutura
monomeérica da porfirina. Nos ligantes R3 e R4 ligam-se H ou a prépria estrutura monomérica da porfirina,
podendo formar dimeros, trimeros e oligdmeros.

O Photogem® foi um dos primeiros FS a serem sistematicamente estudados para a
aplicacdo clinica em TFD e, portanto, é considerado um FS de primeira geracdo (MIRONOV
et al., 1990; MELO et al., 2004). E produzido pelo Instituto de Quimica Fina de Moscou, na
Rassia (MELO et al., 2004) e apresenta-se na forma de um pd violeta escuro. O espectro de
absorcéo de luz do Photogem® possui um pico em 630 nm (MENEZES, 2006).

Além de ser largamente utilizado como FS em TFD de cancer, pois tem
regulamentacao aprovada para uso clinico em humanos, o Photogem® tem tido boas respostas
na IFD de microrganismos. Ha relatos de seu uso, com significativas reducdes, em IFD de
Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus em dentina cariada (GIUSTI et al., 2008),
Candida albicans e Candida glabrata resistentes ao fluconazol (DOVIGO et al., 2009) e em

Staphylococcus aureus (GOIS et al., 2010).
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3.4. Inativacao Fotodinamica em Amebas de Vida Livre

Muitos trabalhos s&o encontrados na literatura quanto ao uso da IFD para controle
microbioldgico de bactérias e fungos, entretanto, sdo poucos os estudos realizados com
amebas de vida livre. Nesta sessdo, os trabalhos de IFD em Acanthamoeba foram descritos.

Kassab et al. (2003) estudaram o efeito da ftalocianina tetracatiénica (RLP068) em um
possivel patdgeno de ameba de vida livre do género Acanthamoeba. O estudo foi realizado
com trofozoitos de A. palestinensis, que foram incubados no escuro com concentracfes de
0,2; 0,5 e 1 uM de RLPO68 por diferentes intervalos de tempo (0,5; 1; 3 horas). Apos a
incubacdo, os trofozoitos foram irradiados, no comprimento de onda 600-700 nm, com doses
de luz de 6, 15 e 30 J/cm? e poténcia de 50 mW/cm?. Como resultado, a RLP068 exibiu certo
grau de toxicidade no escuro na concentracdo de 1 uM, pois induziu queda de 25% na
sobrevivéncia dos trofozoitos apdés 1 hora de incubacdo. Um decréscimo de 50% na
sobrevivéncia dos trofozoitos foi verificado apds a incubagdo com 0,2 uM de RLP068 seguida
por irradiagdo com dose de luz de 30 J/cm? ou ap6s incubagéo com 1 uM de RLP068 seguida
por irradiacdo com dose de luz de 6 J/cm?. A inativacdo quase completa da viabilidade foi
induzida com exposicdo dos trofozoitos a concentracdo de 1 uM de RLPO68 e irradiagdo com
doses de luz de 15 e 30 J/cm® A incubacdo no escuro por 1 hora com 1 uM de RLP068
induziu algumas mudancas na morfologia geral dos trofozoitos, que apareceram em formato
arredondado. Os autores observaram a existéncia de dois principais sitios de ligacdo para
RLP068 em A. palestinensis, os vacuolos e o nucleo. A localizacdo da RLP068 nos vacuolos
resultou em alteracdo significativa na morfologia dos trofozoitos, além de alteracbes na
fungdo osmorregulatdria. Como consequéncia do acumulo da RLP068, os vacuolos sofreram
alargamentos com eventuais rupturas. Assim, os autores concluiram que os trofozoitos de A.
palestinensis foram muito sensiveis a acdo fotossensibilizante da RLP068.

Ferro et al. (2006) continuaram as pesquisas com a RLP068 estudando seu efeito na
IFD de cistos de A. palestinensis. Os cistos foram incubados no escuro com concentragées de
0,5 a5 uM de RLP068 por 1 hora. Apds a incubacédo, os trofozoitos foram irradiados, no
comprimento de onda 600-700 nm, com doses de luz de 15, 30, 45 e 60 J/cm? e poténcia de
50 mW/cm?. Os resultados mostraram que a RLP068 possuiu alta afinidade pelos cistos de A.
palestinensis, evidenciada pela sua localizagdo em varios sitios subcelulares, como a dupla
parede cistica e algumas organelas. A quantidade da RLP068 armazenada nos cistos
aumentou continuamente com o aumento da sua concentracdo, ndo havendo toxicidade no

escuro para 0s cistos, mesmo na concentragdo mais elevada. Um decréscimo de 50% na
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sobrevivéncia dos cistos, comparado ao controle, foi verificado apés a incubagdo com 0,5 uM
de RLP068 seguida por irradiacdo com dose de luz de 60 J/cm? Um decréscimo semelhante
foi obtido com 1 uM de RLP068 seguida por irradiacdo com dose de luz de 30 J/cm?. Com 5
uM de RLPO68 foi observada grande inibicdo do desencistamento e a inativacdo quase
completa ocorreu nesta concentracdo aumentando-se a dose de luz até 60 J/cm?® De acordo
com 0s autores, os resultados indicaram que a RLP068 possui afinidade por A. palestinensis
mesmo quando o0 microrganismo estd na fase cistica e, o decréscimo na sobrevivéncia dos
cistos esta relacionado a perda da capacidade de desencistamento, ocasionada pelo dano
fotodinadmico.

Para melhorar a compreensdo sobre os mecanismos envolvidos na IFD de A.
palestinensis com a RLP068, Ferro et al. (2009) desenvolveram outro estudo, no qual
identificaram os fotoprocessos nos compartimentos citossolico e mitocondrial por meio do
acompanhamento das atividades enzimaticas, além de investigar alteracdes induzidas na
estrutura dos compartimentos celulares por meio de microscopia de fluorescéncia. De acordo
com os resultados, a incubacgdo dos trofozoitos com vérias concentracfes da RLP068, por 1
hora, promoveu acimulo do FS preferencialmente no vactolo contratil, mesmo em doses
baixas, pois a aparéncia modificada dos vacuolos e a turgidez dos trofozoitos foram
observadas ap0ds a IFD. A fluorescéncia foi evidente no vacuolo contratil de trofozoitos ndo
irradiados e tornou-se menos intensa e mais difusa nos trofozoitos irradiados no comprimento
de onda 600-700 nm, por 10 minutos. As alteracBGes na atividade enzimatica foram avaliadas
apés 20 minutos de incubagdo com 2 uM da RLPO68 e irradiacdo por 10 minutos. As atividades
de algumas enzimas mitocondriais ndo sofreram diminui¢do, enquanto que a atividade de uma
enzima citoplasmatica tipica, como a lactato desidrogenase, foi inibida até 35% comparada com
o controle. Segundo o0s autores, este decréscimo pode ser uma consequéncia direta da
fotossensibilizacdo, que refletiu o dano induzido pela RLP068, ou pode ser uma alteracdo no
microambiente enzimatico como um efeito secundario causado pelo fotoprocesso.

Chen et al. (2008) avaliaram a eficacia da hipocrelina B como FS na IFD de
trofozoitos e cistos de um isolado clinico de Acanthamoeba, além do seu potencial citotoxico
sobre células epiteliais e estromais de cornea. O estudo foi realizado in vitro, sendo os
trofozoitos incubados nas concentragfes de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 ug/mL e os cistos
nas concentracgdes de 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 ug/mL de hipocrelina B por 0,5, 3 e 24 horas
no escuro. Apos a incubacdo, os trofozoitos e cistos foram irradiados, em comprimento de

onda maior que 470 nm, com dose de luz de 90 Jcm? e poténcia de 50 mW/cm?. Os
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resultados mostraram que a concentracdo de 100% de inibicdo para os trofozoitos foi de 1,0
ug/mL, e para os cistos foi de 20 pg/mL, mostrando que os trofozoitos foram
significativamente mais suscetiveis a IFD do que os cistos. Segundo os autores, a hipocrelina
B foi distribuida principalmente no citoplasma dos trofozoitos, permanecendo em algumas
organelas citoplasmaticas, e na dupla parede de celulose dos cistos. Alem disso, ndo exibiu
citotoxicidade no escuro para trofozoitos e cistos, evidenciando que tal FS apresenta
propriedade amebicida no uso conjugado com luz, sendo toxico apenas quando ativado por
comprimento de onda adequado. Quanto as celulas epiteliais e estromais de cornea, o FS
demonstrou citotoxicidade na concentragdo mais baixa na presenca de luz, sendo a IFD dose
dependente na inibicdo destas células.

Mito et al. (2012) avaliaram o efeito do azul de metileno como FS na IFD de A.
castellanii e se esse efeito foi mantido ou aumentado quando realizada em combinagdo com
agentes antiamebianos convencionais, como polihexametileno biguanida, anfotericina B e
voriconazol. Para isso, trofozoitos e cistos foram incubados no escuro, por 10 minutos, nas
concentracfes de 50; 100; 250 e 500 uM de azul de metileno. Apds o periodo de incubacéo,
foram irradiados, no comprimento de onda 660 nm, nas doses de luz de 1,8; 3,6; 7,2 e 10,8
Jlem?. Os resultados mostraram que a IFD n#o foi eficaz nas concentracdes 50 e 100 uM de
azul de metileno. No entanto, nas maiores concentracBes foi observada baixa atividade
respiratéria dos trofozoitos quando comparada com o controle, sendo a eficacia da IFD
dependente da concentracdo testada. Quando os trofozoitos foram incubados na concentracéo
de 500 pM e irradiados por 1,8; 3,6; 7,2 ou 10,8 J/cm? a atividade respiratoria foi
significativamente menor do que a do grupo controle. Quanto aos cistos, uma diferenca
significativa foi observada na atividade respiratdria entre o grupo controle e o grupo tratado.
Além disso, a IFD com azul de metileno apresentou um efeito sinérgico quando utilizada em
combinagdo com os agentes antiamebianos polihexametileno biguanida e anfotericina B, mas

ndo com voriconazol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo de Acanthamoeba polyphaga

Os experimentos foram realizados com o microrganismo Acanthamoeba polyphaga
(ATCC 30461), obtido a partir de amostras da cornea de um paciente com ceratite, cedido
pelo Prof. Dr. Fernando Costa e Silva-Filho da UFRJ. Trofozoitos de A. polyphaga foram
cultivados em frascos de cultura celular em meio PYG (10 g protease de peptona, 7,5 g
extrato de levedura, 15 g glicose em 1 L de salina de Page), incubados em estufa a 37°C por
um periodo de 48 a 72 horas (SCHUSTER, 2002). Apds esse periodo, os frascos de cultura
celular contendo os trofozoitos foram agitados em agitador automatico para o desprendimento
das amebas. Posteriormente, os trofozoitos foram concentrados por centrifugagdo (1000 g por
10 minutos — Centrifuga Excelsa 1l, Modelo 206-BL, FANEM), resuspendidos com meio
PYG e contados em camara de Neubauer para obtencéo de densidade de 10° amebas/mL. Para
a contagem em cadmara de Neubauer, 10 uL da suspensdo amebiana foram misturados com 10 uL
de azul de tripan (Sigma-Aldrich), corante de exclusdo utilizado para observar a viabilidade
celular, sendo incorporado apenas pelas células invidveis, que passam a apresentar o nucleo

corado em azul. Células viaveis apresentam-se incolores.

4.2. Fotossensibilizadores

Os fotosensibilizadores utilizados neste trabalho foram sal de curcumindides (PDT
Pharma, Brasil), curcumina (Sigma-Aldrich, EUA), azul de metileno (QHEMIS, Brasil) e
Photogem® (Moscou, Russia). Imediatamente antes do uso e em ambiente protegido de luz, a
curcumina foi solubilizada em 1 mL de DMSO (dimetilsulfoxido). A partir desta solugdo, foram
realizadas dilui¢des em salina de Page contendo 5% de DMSO para obtencéo das concentragdes
desejadas. J& os demais FS foram diluidos diretamente em &gua destilada para obtencdo das
concentracOes desejadas. As solucdes dos FS foram preparadas em dupla concentracéo, pois ao
serem adicionadas as amostras com A. polyphaga, as concentracbes foram reduzidas pela
metade, obtendo-se as concentragdes finais especificadas na Tabela 1 do item 4.4. Os tubos
contendo as solugdes foram envolvidos em papel aluminio para manter os FS sem exposicéo a
luz durante a realizacdo dos experimentos. O tempo de incubacdo de todas as solugcdes dos FS

com as amostras de A. polyphaga, no escuro, antes da irradiacdo, foi de 1 hora.
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4.3. Fonte de luz

Para realizar a inativacdo fotodindmica em A. polyphaga foi utilizada uma mesa
iluminadora intitulada BioTable RGB (Figura 8). Este aparelho é um prot6tipo constituido de
LED (do inglés, light-emitting diode) e foi desenvolvido pelo Laboratério de Apoio
Tecnologico do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IFSC/USP
S4o Carlos). E revestido internamente com material refletor e as lampadas do tipo LED estéo
distribuidas uniformemente para permitir a emissdo constante de luz. Sobre as lampadas, esta
acoplada uma placa de vidro que permite a difusdo da luz por toda a sua superficie. Neste
sistema, a poténcia pode ser variada ajustando o tempo e a intensidade para produzir a dose
desejada. Em relagéo aos comprimentos de onda, a BioTable RGB opera nos valores de 460,
530 e 630 nm. As amostras de A. polyphaga foram irradiadas no comprimento de onda 460
nm e na poténcia de 36,1 mW/cm? com os FS sal de curcumindides e curcumina e no
comprimento de onda 630 nm e na poténcia de 27,5 mW/cm? com os FS azul de metileno e

Photogem®. As doses de luz empregadas est&o especificadas na Tabela 1 do item 4.4.

Figura 8 — Imagens da mesa iluminadora BioTable RGB.

Fonte propria. Imagens da mesa iluminadora BioTable RGB. A: Visualizacdo interna da BioTable. B:
Visualizacdo externa da BioTable. C: BioTable operando no comprimento de onda 460 nm. D: BioTable
operando no comprimento de onda 630 nm.
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4.4. Grupos de Estudo

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente, de acordo com as
concentracdes de FS e doses de luz apresentadas na Tabela 1. Os grupos estudados foram:
controle LOFSO, controle do fotossensibilizador LOFS(concentracdo do fotossensibilizador),
controle da luz L(dose de luz)FSO0 e inativacdo fotodinamica L(dose de luz)FS(concentracdo do
fotossensibilizador, em que O (zero) representa auséncia.

Os experimentos foram realizados em placas de 96 orificios, nos quais foram
colocadas aliquotas de 50 uL de suspensdo amebiana e aliquotas de 50 uL da solucdo do FS
testado ou salina, no caso dos grupos controle e controle da luz. As amostras permaneceram
nas placas por 1 hora no escuro e, ap6s esse periodo de incubacédo, foram irradiadas na dose
de escolha. Para simular as mesmas condigdes, o grupo controle, que ndo foi exposto a luz
nem ao FS, também foi colocado nos pocos da placa de 96 orificios, em temperatura
ambiente, pelo mesmo tempo utilizado na incubacéo e irradiacdo dos outros grupos. Todos 0s

ensaios foram realizados em quintuplicata e em dois experimentos independentes.

Tabela 1 — Concentracdes dos fotossensibilizadores, doses de luz e grupos de estudo.

Concentractes dos Doses de Luz

Fotossensibilizadores 0 30 50
0 LOFSO L30FSO L50FS0
500 LOFS500 L30FS500 L50FS500
Sal de curcuminoides 1000 LOFS1000 L30FS1000 L50FS1000
1500 LOFS1500 L30FS1500 L50FS1500
35 LOFS35 L30FS35 L50FS35
Curcumina 70 LOFS70 L30FS70 L50FS70
140 LOFS140 L30FS140 L50FS140
16 LOFS16 L30FS16 L50FS16
Azul de metileno 24 LOFS24 L30FS24 L50FS24
32 LOFS32 L30FS32 L50FS32
50 LOFS50 L30FS50 L50FS50
Photogem® 100 LOFS100 L30FS100 L50FS100
200 LOFS200 L30FS200 L50FS200

Concentragdes dos fotossensibilizadores em pg/mL. Doses de luz em J/cm?. Grupos de estudo: L representa a dose
de luz e FS representa a concentracao dos fotossensibilizadores.



34

4.5. Ensaio de Atividade Metabdlica utilizando Resazurina

Realizou-se um ensaio com o composto resazurina (Sigma-Aldrich) para avaliar a
viabilidade de A. polyphaga, por meio da atividade metabdlica, ap6s os tratamentos com IFD.
Apos a incubacdo e irradiacdo das amostras, foram adicionadas aliquotas de 10 uL da solugéo
de resazurina, na concentracdo de 0,01%, em cada amostra. A placa foi envolta por papel
aluminio e levada para a estufa a 37°C por 4 horas de incubacdo. Ao término desse periodo, a
intensidade de fluorescéncia foi medida em espectrofotometro de fluorescéncia (SpectraMax
M5, Molecular Devices) nos comprimentos de onda de excita¢cdo 560 nm e de emissdo 590 nm.

A resazurina é um composto atoxico para as celulas. Apresenta-se na coloracdo azul e,
nesta condicao, ndo é fluorescente. Quando estd na presenca de células, as viaveis convertem a
resazurina em resofurina, composto rosa e altamente fluorescente, sendo a quantidade de
fluorescéncia produzida proporcional ao nimero de células vidveis (PROMEGA, 2009). A
reducdo da resazurina em resofurina ocorre pela transferéncia de elétrons provenientes da enzima
mitocondrial NADPH desidrogenase. Assim, € dependente do metabolismo de células viaveis.

Este ensaio é muito simples, rapido, sensivel e preciso para medir o metabolismo
celular, pois a resazurina é um indicador de oxidacdo-reducdo (O'BRIEN et al., 2000). Além
disso, é compativel com a contagem manual pela camara de Neubauer e oferece vantagens, ja
gue é menos trabalhoso e os resultados sdo lidos de maneira ndo subjetiva (McBRIDE et al.,
2005). Portanto, o ensaio de atividade metabdlica utilizando resazurina pode substituir os
métodos tradicionais de contagem de placas por ser uma das melhores alternativas para a
quantificacdo de células plancténicas (PEETERS et al., 2008).

A viabilidade das amebas foi calculada, como porcentagem de sobrevivéncia,
utilizando-se o valor médio de fluorescéncia do grupo controle (LOFS0) como viabilidade

méaxima, de acordo com a seguinte formula:

A Valor de fluorescéncia individual de cada orificio
%o sobrevivéncia = x 100

Valor médio de fluorescéncia do controle
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4.6. Retirada do Fotossensibilizador

Para verificar se os fotossensibilizadores utilizados permaneceram no interior das
amebas durante a IFD, alguns experimentos foram realizados para sua retirada antes da
irradiacdo das amostras. Para isso, o fotossensibilizador de escolha foi o sal de curcumindides,
nas concentracdes de 500, 1000 e 1500 pg/mL. O FS foi incubado com as amebas no escuro
pelo mesmo tempo de incubacdo descrito anteriormente (1 hora) e, ap0s esse tempo, as
amostras foram centrifugadas (1000 g por 10 minutos — Centrifuga Eppendorf, Modelo 5418) e
resuspendidas com meio PYG para posterior irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm? e adicéo da
resazurina. Esse experimento foi realizado para verificar se o efeito causado pela IFD nos
experimentos iniciais permaneceria 0 mesmo ap6s a retirada do FS, dando indicios da
localizagdo do mesmo, ou no interior ou ao redor dos microrganismos.

Para verificar se o0s fotossensibilizadores utilizados permaneceram agindo e
provocaram algum efeito ap6s a irradiacdo das amostras, durante o periodo de incubacdo com
a resazurina, novos experimentos foram realizados. O fotossensibilizador de escolha também
foi o sal de curcumindides, nas mesmas concentracdes citadas acima, e sua retirada foi feita
apo6s a irradiacdo das amostras, na dose de luz de 30 J/cm?. O FS foi incubado com as amebas
no escuro pelo mesmo tempo de incubacdo descrito anteriormente (1 hora) e, apds esse
periodo, as amostras foram irradiadas. Depois da IFD, as amostras foram centrifugadas (1000
g por 10 minutos — Centrifuga Eppendorf, Modelo 5418) e resuspendidas com meio PYG para
adicdo da resazurina. Esse experimento foi realizado para evitar o contato do FS com as

amebas por mais 4 horas, referentes ao tempo de incubag@o com a resazurina.

4.7. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste
de homogeneidade de variancia de Levene. A comparacao entre os diferentes tratamentos foi
realizada pelo teste de analise de variancia (ANOVA) e, posteriormente, foi aplicado o teste
de Tukey para analisar a existéncia de diferenca significativa entre os grupos estudados. O

nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05).
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4.8. Microscopia Confocal

A microscopia confocal, realizada na Universidade de S&o Paulo (USP S&o Carlos),
foi utilizada neste trabalho com o objetivo de observar o comportamento de células
individuais de A. polyphaga durante o contato com o FS. O FS escolhido para realizar esta
analise foi o sal de curcuminoides. Assim, antes e depois da realizacdo dos experimentos com
sal de curcumindides, amostras contendo amebas foram analisadas em microscopio confocal,
modelo LSM 780 (Zeiss, Alemanha).

Para esta andlise, aliquotas de 50 uL da suspensdo amebiana em meio PYG foram
transferidas para laminas de microscopio, e a morfologia das amebas foi observada minutos
antes do contato com o FS. Ap0s esta primeira observacéo, aliquotas de 50 pL da solucdo do
sal de curcuminoides, na concentracdo de 1000 pg/mL, foram adicionadas as laminas
contendo as amebas, e 0 seu comportamento foi observado.

As imagens foram geradas atraves da observacdo em microcopio confocal invertido
(ZEISS — LSM780) com excitagdo em comprimento de onda de 405 nm. As imagens foram
registradas a cada minuto durante 2 horas. A analise das imagens foi realizada utilizando o
software ZEN 2010 (Lancamento da Versao 6.0).
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5. RESULTADOS
5.1. Acanthamoeba polyphaga e Sal de curcuminoides

Os resultados da eficacia da IFD em A. polyphaga utilizando sal de curcumindides
como FS nas concentragfes de 500, 1000 e 1500 pg/mL e irradiagdo nas doses de luz de 30 e

50 J/cm?, no comprimento de onda 460 nm, estdo representados nas Figuras 9 e 10.

Figura 9 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — sal de curcuminéides e 30 J/cm?.
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Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando sal de curcumindides como FS nas concentragfes de
500, 1000 e 1500 pg/mL e irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?® Grupos: controle (LOFS0), controle da luz
(L30FS0), controle do FS (LOFS500 / LOFS1000 / LOFS1500) e inativacdo fotodindmica (L30FS500 /
L30FS1000 / L30FS1500). Os valores mostrados no grafico sdo a média e desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

O efeito da luz foi avaliado isoladamente no grupo controle da luz. Ao analisar o
grafico (Figura 9), observa-se que ndo houve reducdo na sobrevivéncia de amebas com
irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?, sendo 100,5% o total de amebas sobreviventes. O efeito
do sal de curcumindides foi avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, nos quais se
observa reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentragfes de 500, 1000 e 1500 ug/mL,
sendo 86,5%, 56,2% e 37,8% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Ao irradiar as
amebas do grupo IFD na dose de luz de 30 J/cm?, observa-se reducdo na sobrevivéncia de
amebas, sendo 72,3%, 38,6% e 17,5% o total de amebas sobreviventes nas respectivas
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concentragdes 500, 1000 e 1500 pug/mL. De acordo com estes resultados, nota-se que o FS
apresentou toxicidade para as amebas, no escuro, nas concentracdes testadas, mas observa-se
que a irradiacdo acentuou o efeito de morte causado pelo sal de curcumindides reduzindo pela

metade a sobrevivéncia das amebas do grupo controle do FS na concentracdo de 1500 pg/mL.

Figura 10 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — sal de curcuminéides e 50 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando sal de curcumindides como FS nas concentragdes de
500, 1000 e 1500 pg/mL e irradiacdo na dose de luz de 50 J/cm?® Grupos: controle (LOFS0), controle da luz
(L50FS0), controle do FS (LOFS500 / LOFS1000 / LOFS1500) e inativacdo fotodindmica (L50FS500 /
L50FS1000 / L50FS1500). Os valores mostrados no grafico sdo a média e desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo aos experimentos com sal de curcumindides e dose de luz de 50 J/cm?, ao
analisar o gréafico (Figura 10) observa-se que o efeito da luz também n&o reduziu a
sobrevivéncia de amebas no grupo controle da luz, sendo 99,8% o total de amebas
sobreviventes. Quanto ao efeito do sal de curcumindides, quando avaliado isoladamente nos
grupos controle do FS, observa-se reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de
500, 1000 e 1500 pg/m,L sendo 52,5%, 29,9% e 16,1% o total de amebas sobreviventes,
respectivamente. Ja ao irradiar as amebas do grupo IFD na dose de luz de 50 J/cm?, observa-
se reducdo acentuada na sobrevivéncia de amebas, sendo 24,8%, 15,0% e 4,1% o total de
amebas sobreviventes nas respectivas concentragdes 500, 1000 e 1500 pug/mL. De acordo com

a analise do gréafico, nota-se um efeito de morte acentuado nos grupos inativacdo
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fotodindmica com sal de curcumindides, sendo que a luz azul, na dose de 50 J/cm?,
potencializou a acdo do FS, reduzindo pela metade a porcentagem de amebas dos grupos IFD
comparado aos grupos controle do FS. Entretanto, neste experimento o FS também apresentou

toxicidade para as amebas, no escuro, nas concentragdes testadas.

Em relacdo a retirada do FS antes e ap0s a irradiacdo das amostras, 0s experimentos
foram realizados com o sal de curcumindides por ser o FS que apresentou maior toxicidade
para as amebas. Os resultados da eficacia da IFD em A. polyphaga com a retirada do sal de
curcuminoides antes da irradiacdo e apds a irradiacdo das amebas estdo representados,

respectivamente, nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — retirada do sal de curcuminoides antes da IFD.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando sal de curcumindides como FS nas concentragdes de 500,
1000 e 1500 pg/mL e irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm? O FS foi retirado antes da irradiac&o. Grupos: controle
(LOFS0), controle da luz (L30FSO0), controle do FS (LOFS500 / LOFS1000 / LOFS1500) e inativacdo fotodindmica
(L30FS500 / L30FS1000 / L30FS1500). Os valores mostrados no grafico sdo a média e desvio padréo.

Ao analisar o gréafico (Figura 11), observa-se que ndo houve reducdo na sobrevivéncia
das amebas nos grupos testados, ndo existindo, portanto, diferenca significativa entre os
tratamentos. De acordo com estes resultados, observa-se que o sal de curcumindides,

provavelmente, ndo permaneceu no interior das amebas durante o processo de irradiacao, pois
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o efeito de morte encontrado anteriormente nos grupos controle do FS e IFD, com dose de luz

de 30 J/cm?, ndo foi mais observado.

Figura 12 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — retirada do sal de curcumindides apds a IFD.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando sal de curcumindides como FS nas concentragdes de
500, 1000 e 1500 pug/mL e irradiagdo na dose de luz de 30 J/cm?. O FS foi retirado apés a irradiacdo. Grupos:
controle (LOFS0), controle da luz (L30FS0), controle do FS (LOFS500 / LOFS1000 / LOFS1500) e inativacéo
fotodindmica (L30FS500 / L30FS1000 / L30FS1500). Os valores mostrados no grafico sdo a média e desvio
padrédo. Letras diferentes indicam diferenga significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

A Figura 12 mostra os resultados da retirada do sal de curcuminoides apoés a irradiacéo
das amostras, ou seja, ao final do experimento. Ao analisar o grafico (Figura 12), observa-se
um efeito muito préximo ao verificado no grafico da Figura 9, pois ndo houve reducdo na
sobrevivéncia de amebas com irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?, sendo 96,5% o total de
amebas sobreviventes. Além disso, o sal de curcumindides, quando avaliado isoladamente nos
grupos controle do FS, reduziu a sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de 500, 1000 e
1500 ug/mL, sendo 80,7%, 62,4% e 44,6% o total de amebas sobreviventes, respectivamente.
E nos grupos IFD observa-se também reducdo na sobrevivéncia de amebas, sendo 44,7%,
26,0% e 14,8% o total de amebas sobreviventes nas respectivas concentragcdes 500, 1000 e
1500 pg/mL com irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?. Estes resultados mostram um efeito

acentuado de morte nos grupos IFD.
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5.2. Acanthamoeba polyphaga e Curcumina

Os resultados da eficacia da IFD em A. polyphaga utilizando curcumina como FS nas
concentracdes de 35, 70 e 140 ug/mL e irradiacdo nas doses de luz de 30 e 50 J/cm?, no

comprimento de onda 460 nm, estdo representados nas Figuras 13 e 14.

Figura 13 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — curcumina e 30 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando curcumina como FS nas concentracdes de 35, 70 e 140
pg/mL e irradiagdo na dose de luz de 30 J/cm? Grupos: controle (LOFSO0), controle da luz (L30FS0) controle do FS
(LOFS35/ LOFS70 / LOFS140) e inativacao fotodindmica (L30FS35 / L30FS70 / L30FS140). Os valores mostrados no
gréfico séo a média e desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

O efeito da luz foi avaliado isoladamente no grupo controle da luz. Ao analisar o
gréfico (Figura 13), observa-se que houve pequena reducdo na sobrevivéncia de amebas com
irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?, sendo 92,9% a porcentagem de amebas sobreviventes.
O efeito da curcumina foi avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, nos quais se
observa que ndo houve reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentracdes de 35 e 70
ug/mL, sendo 101,7% e 97,8% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Ja na
concentracdo de 140 pg/mL houve pequena reducdo na sobrevivéncia de amebas, sendo
92,6% o total de amebas sobreviventes. Estes resultados indicam que a curcumina néo
apresentou toxicidade no escuro para as amebas, nas concentracdes testadas.

Ao irradiar as amebas do grupo IFD com dose de luz de 30 J/cm?, observa-se reducio

na sobrevivéncia de amebas, sendo 83,8%, 76,0% e 74,3% o total de amebas sobreviventes
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nas respectivas concentraces 35, 70 e 140 ug/mL. De acordo com os resultados e a anélise
estatistica, os grupos IFD apresentam diferenca significativa do grupo controle e dos grupos
controle do FS, sendo a porcentagem de reducdo nos grupos IFD resultado da acdo
fotodinamica entre curcumina e luz. Entretanto, n&o foi observada diferenca significativa dentro
do grupo IFD nas concentracGes de 70 e 140 ug/mL. Apesar de serem notadas reducdes na
sobrevivéncia das amebas na IFD com a curcumina, tais redugdes foram inferiores as obtidas na
IFD com o sal de curcumindides. Desse modo, nota-se um baixo efeito de morte causado pela

inativacdo fotodinamica com curcumina em A. polyphaga nas condic¢des testadas.

Figura 14 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — curcumina e 50 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando curcumina como FS nas concentragdes de 35, 70 e
140 pg/mL e irradiacdo nas doses de luz de 50 J/cm?. Grupos: controle (LOFSO0), controle da luz (L50FS0),
controle do FS (LOFS35 / LOFS70 / LOFS140) e inativacdo fotodindmica (L50FS35 / L50FS70 / L50FS140). Os
valores mostrados no gréfico sdo a média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa no
teste de Tukey (p < 0,05).

Em relagdo aos experimentos com curcumina e dose de luz de 50 J/cm?, ao analisar o
gréfico (Figura 14) observa-se que o efeito da luz reduziu significativamente a sobrevivéncia
de amebas no grupo controle da luz, sendo 83,6% o total de amebas sobreviventes. Quanto ao
efeito da curcumina, quando avaliada isoladamente nos grupos controle do FS, observa-se que
ndo houve reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de 35 e 70 pug/mL, sendo
101,2% e 97,0% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Ja na concentracdo de 140

ug/mL, houve pequena reducdo na sobrevivéncia de amebas, sendo 91,9% o total de amebas
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sobreviventes. Estes resultados indicam que a curcumina ndo apresentou toxicidade no escuro
para as amebas, nas concentracdes testadas.

Ao irradiar as amebas do grupo IFD na dose de luz de 50 J/cm?, observa-se reducéo na
sobrevivéncia de amebas, sendo 74,6%, 71,7% e 69,5% o total de amebas sobreviventes nas
respectivas concentracdes 35, 70 e 140 ug/mL. De acordo com estes resultados e a andlise
estatistica, os grupos IFD apresentam diferenca significativa do grupo controle e dos grupos
controle do FS, sendo a porcentagem de reducdo nos grupos IFD resultado da acdo
fotodindmica entre curcumina e luz. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa entre
as diferentes concentragcdes de curcumina dentro do grupo IFD, sendo baixo o efeito de morte

causado pela inativacdo fotodindmica com curcumina em A. polyphaga nas condicdes testadas.

5.3. Acanthamoeba polyphaga e Azul de Metileno

Os resultados da eficacia da IFD em A. polyphaga utilizando azul de metileno como
FS nas concentracdes de 16, 24 e 32 pg/mL e irradiacio nas doses de luz de 30 e 50 J/cm?, no

comprimento de onda 630 nm, estdo representados nas Figuras 15 e 16.

Figura 15 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — azul de metileno e 30 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando azul de metileno como FS nas concentracfes de 16, 24 e 32
pg/mL e irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm? Grupos: controle (LOFS0), controle da luz (L30FSO0), controle do FS
(LOFS16 / LOFS24 / LOFS32) e inativacdo fotodindmica (L30FS16 / L30FS24 / L30FS32). Os valores mostrados no
grafico sdo a média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).
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O efeito da luz foi avaliado isoladamente no grupo controle da luz. Ao analisar o
gréfico (Figura 15), observa-se que ndo houve reducdo na sobrevivéncia de amebas com
irradiacéo na dose de luz de 30 J/cm?, sendo 104,4% o total de amebas sobreviventes. O efeito
do azul de metileno foi avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, nos quais se
observa reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de 16, 24 e 32 ng/mL, sendo
96,7%, 73,4% e 71,4% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Estes resultados
mostram que o azul de metileno apresentou toxicidade para as amebas, no escuro, nas
concentragOes de 24 e 32 ug/mL. E, apesar da maior reducdo ocorrer nestas concentracgoes,
ndo se observa diferenca significativa entre estes grupos.

Ao irradiar as amebas do grupo IFD na dose de luz de 30 J/cm?, observa-se reducéo na
sobrevivéncia de amebas apenas nos grupos de maiores concentracoes, sendo 85,9% e 71,7%
o total de amebas sobreviventes nas respectivas concentragdes 24 e 32 ug/mL. De acordo com
a analise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre o grupo IFD com maior
concentragéo e os grupos controle do FS nas concentracfes de 24 e 32 ug/mL. Assim, nota-se
um baixo efeito de morte causado pela inativacdo fotodinamica com azul de metileno em A.

polyphaga nas condicdes testadas.

Figura 16 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — azul de metileno e 50 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando azul de metileno como FS nas concentracfes de 16, 24 e 32
ng/mL e irradiacdo na dose de luz de 50 J/cm? Grupos: controle (LOFSO), controle da luz (L50FS0), controle do FS
(LOFS16 / LOFS24 / LOFS32) e inativacdo fotodindmica (L50FS16 / L50FS24 / L50FS32). Os valores mostrados no
grafico sdo a média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).
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Em relacdo aos experimentos com azul de metileno e dose de luz de 50 J/cm? ao
analisar o grafico (Figura 16) observa-se que o efeito da luz ndo reduziu a sobrevivéncia de
amebas no grupo controle da luz, sendo 103,6% o total de amebas sobreviventes. Quanto ao
efeito do azul de metileno, quando avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, observa-
se reducdo mais acentuada na sobrevivéncia de amebas nas concentracbes de 16, 24 e 32
ug/mL, sendo 70,0%, 48,1% e 56,9% o total de amebas sobreviventes, respectivamente.

J4 ao irradiar as amebas do grupo IFD na dose de luz de 50 J/cm?, observa-se reducao
na sobrevivéncia de amebas, ndo tdo acentuada como verificado com o FS isolado, sendo
81,3%, 63,1% e 76,1% o total de amebas sobreviventes nas respectivas concentragdes 16, 24 e
32 pg/mL. De acordo com estes resultados, o azul de metileno exibiu toxicidade para as
amebas, no escuro, nas concentracfes testadas, mas quando associado a luz ndo apresentou
efeito fotodindmico desejado. Assim, nota-se um baixo efeito de morte causado pela

inativacdo fotodindmica com azul de metileno em A. polyphaga.

5.4. Acanthamoeba polyphaga e Photogem®

Os resultados da efic4cia da IFD em A. polyphaga utilizando Photogem® como FS nas
concentracdes de 50, 100 e 200 ug/mL e irradiacdo nas doses de luz de 30 e 50 J/cm?, no

comprimento de onda 630 nm, estdo representados nas Figuras 17 e 18.

O efeito da luz foi avaliado isoladamente no grupo controle da luz. Ao analisar o
grafico (Figura 17), observa-se que ndo houve reducdo na sobrevivéncia de amebas com
irradiacdo na dose de luz de 30 J/cm?, sendo 98,5% a porcentagem de amebas sobreviventes.
O efeito do Photogem® foi avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, nos quais se
observa reducdo na sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL,
sendo 85,2%, 63,2% e 43,7% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Estes
resultados indicam que o Photogem® apresentou toxicidade no escuro para as amebas, nas
concentracdes testadas. Ao irradiar as amebas do grupo IFD com dose de luz de 30 J/cm?,
observa-se reducdo na sobrevivéncia de amebas, sendo 79,9%, 62,4% e 46,5% o total de
amebas sobreviventes nas respectivas concentragdes 50, 100 e 200 ug/mL. De acordo com 0s
resultados, os grupos IFD apresentam diferenca significativa do grupo controle, mas nao

diferem dos grupos controle do FS nas respectivas concentracfes, exceto o grupo IFD na
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concentracdo 50 ug/mL. Apesar de serem notadas redugdes na sobrevivéncia das amebas na
IFD com o Photogem®, tais reducdes ndo ultrapassam 50% na viabilidade das amebas na
maior concentracdo, sendo este um baixo efeito da inativacdo fotodindmica em A. polyphaga

nas condicdes testadas.

Figura 17 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — Photogem® e 30 J/cm?.
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Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando Photogem® como FS nas concentragdes de 50, 100 e 200
ug/mL e irradiacéo na dose de luz de 30 J/cm? Grupos: controle (LOFS0), controle da luz (L30FS0), controle do FS
(LOFS50 / LOFS100 / LOFS200) e inativacao fotodindmica (L30FS50 / L30FS100 / L30FS200). Os valores mostrados
no gréfico sdo a média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

Quanto aos experimentos com Photogem® e dose de luz de 50 J/cm?, ao analisar o
grafico (Figura 18) observa-se que o efeito da luz ndo reduziu a sobrevivéncia de amebas no
grupo controle da luz, sendo 97,5% o total de amebas sobreviventes. Quanto ao efeito do
Photogem®, quando avaliado isoladamente nos grupos controle do FS, observa-se reducdo na
sobrevivéncia de amebas nas concentragdes de 50, 100 e 200 pug/mL, sendo 82,8%, 61,9% e
44,4% o total de amebas sobreviventes, respectivamente. Ja ao irradiar as amebas do grupo
IFD na dose de luz de 50 J/cm? observa-se reducdo na sobrevivéncia de amebas, sendo
82,9%, 61,1% e 42,7% o total de amebas sobreviventes nas respectivas concentra¢des 50, 100
e 200 ug/mL. Entretanto, ndo ha diferenca significativa entre os grupos IFD e 0s grupos
controle do FS nas concentracdes equivalentes. De acordo com estes resultados, o Photogem®
por si s6 apresentou toxicidade para as amebas, no escuro, nas concentragdes testadas, e 0

efeito da luz, quando associado a este FS ndo apresentou efeito fotodindmico desejado.
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Figura 18 — Sobrevivéncia de A. polyphaga — Photogem® e 50 J/cm?.
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Tratamentos

Porcentagem de sobrevivéncia de A. polyphaga utilizando Photogem® como FS nas concentragdes de 50, 100 e 200
ug/mL e irradiacéo na dose de luz de 50 J/cm? Grupos: controle (LOFS0), controle da luz (L50FS0), controle do FS
(LOFS50 / LOFS100 / LOFS200) e inativagdo fotodinamica (L50FS50 / L50FS100 / L50FS200). Os valores mostrados
no gréfico séo a média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,05).

5.5. Observacgédo de Acanthamoeba polyphaga em Microscopia Confocal

De acordo com a observacao das imagens obtidas em microscopia confocal, as amebas
apresentaram comportamentos variados, desde a ndo resposta por alguns organismos até a total
resposta por outros. A Figura 19 mostra a condicdo dos trofozoitos antes da incubagdo com o sal
de curcumindides, sendo amebas do grupo controle. Neste grupo observou-se trofozoitos com 8
a 40 um de didmetro, com acantopddios, ndcleo esférico e vactolos no citoplasma, ndo sendo

observadas mudancas morfoldgicas nos trofozoitos ao longo do tempo nesta condicao.

Figura 19 — Trofozoitos de A. polyphaga do grupo controle.

Fonte propria. Imagem de transmissio de trofozoitos de A. polyphaga vistos em microscopia confocal. E
possivel observar trofozoitos com pseuddpodes caracteristicos do tipo acantopddio (aumento 40x).
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Ja no grupo correspondente as amebas incubadas com o sal de curcumindides,
observou-se mudanca no comportamento e na morfologia dos trofozoitos, que se mostraram
mais arredondados. Para melhor andlise quanto ao efeito do sal de curcumindides em A.
polyphaga, quatro células individuais foram analisadas, sendo trés na forma de trofozoito
(Figuras 20 a 22) e uma na forma de cisto (Figura 23).

De maneira geral, a presenca do FS induziu alteracdes na morfologia das células
amebianas. Tais alteragbes variaram de ameba para ameba, pois diversos efeitos e
comportamentos foram observados ao longo do tempo e em diferentes tempos. Dentre 0s
eventos observados durante o periodo de contato das amebas com o FS, observou-se dano na
membrana plasmatica dos trofozoitos, entrada do FS nas células, extravasamento do conteido
intracelular e, consequente morte em alguns individuos. Estas alteracdes estdo apresentadas
nas sequéncias de imagens das Figuras 20 a 22.

Ao analisar estas sequéncias de imagens das Figuras 20 a 22, correspondentes aos
trofozoitos, observou-se a fluorescéncia verde do sal de curcumindides a partir do momento
em que houve entrada e acimulo do FS nos trofozoitos. Este acimulo do FS causou mudancas
morfoldgicas nos trofozoitos, que passaram a ser observados em formato arredondado, exibindo
diminuicdo e perda dos acantopddios. A partir disso, e somente ap0s determinado tempo em
contato com o FS, foram observadas alteracdes na membrana plasmatica, com o seu posterior
rompimento e permanéncia do FS no interior dos trofozoitos. Os ultimos efeitos observados
foram a granulacdo e o extravazamento do material intracelular.

Em relacdo ao cisto, ao analisar a sequéncia de imagens da Figura 23, também se
observou o acumulo do FS, entretanto, esse acumulo ocorreu primeiramente entre a parede
dupla de celulose. A partir disso, observou-se que o FS passou a ocupar todo o interior do
cisto, concentrando-se cada vez mais com o passar do tempo.

Além destas observacBes, outra muito importante esta relacionada ao tempo de
penetracdo do FS nos trofozoitos. Ao analisar as imagens das Figuras 20 a 22, constatou-se
que esse tempo variou de um trofozoito para outro, sendo que cada um teve sua membrana
rompida em um determinado momento, 0 que evidencia a grande variabilidade de
comportamento dos trofozoitos em relagdo ao FS. O cisto apresentou comportamento
diferente, pois com apenas um minuto de contato com o FS foi possivel observar seu acumulo
entre a dupla parede cistica. Esse efeito do tempo de penetracdo do FS nas amebas pode ser
uma explicacdo para a baixa eficiéncia da IFD encontrada nestes microrganismos. Outra
explicacdo pode ser a falta de ligacdo especifica entre o FS e as células amebianas, fato

observado no processo de retirada do FS, no qual ndo houve morte dos microrganismos.



Figura 20 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminoides.

Imagens do trofozoito 1 de A. polyphaga com sal
de curcumindides vistos em microscopia confocal
(aumento 40x). As imagens ilustram as condi¢des
do trofozoito em contato com o FS nos tempos
indicados: A - 1 min., B - 5 min., C - 15 min., D -
16 min., E - 20 min. Em A observa-se o trofozoito
em sua morfologia caracteristica, com auséncia do
FS no seu interior. Em B observa-se o inicio da
mudanca na morfologia do trofozoito. Em C
observa-se o arredondamento do trofozoito. Em D
observa-se 0 rompimento da membrana plasmatica
e a forte fluorescéncia do sal de curcumindides no
material intracelular extravasado. Em E observa-se
maior extravasamento do material intracelular, que
se apresenta em granulos por todo o citoplasma e
consequente morte do trofozoito.
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Figura 21 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminoides.

120 min.

D

Imagens do trofozoito 2 de A. polyphaga com sal
de curcumindides vistos em microscopia confocal
(aumento 40x). As imagens ilustram as condicdes
do trofozoito em contato com o FS nos tempos
indicados: A - 20 min., B - 50 min., C - 78 min., D
- 80 min., E - 120 min. Em A, B e C observa-se o
trofozoito ja no formato arredondado. Em D
observa-se o inicio da fluorescéncia do sal de
curcuminoides no interior do trofozoito. Em E
observa-se forte fluorescéncia do sal de
curcuminoides no interior do trofozoito, porém,
ndo foi notado o rompimento da membrana
plasmatica, nem o extravasamento do material
intracelular durante os 120 minutos observados.
Portanto, ndo se pode afirmar que houve morte
deste trofozoito.
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Figura 22 — Imagens do trofozoito de A. polyphaga com sal de curcuminoides.

Imagens do trofozoito 3 de A. polyphaga com sal
de curcumindides vistos em microscopia confocal
(aumento 40x). As imagens ilustram as condi¢es
do trofozoito em contato com o FS nos tempos
indicados: A - 1 min., B - 8 min., C - 10 min., D -
20 min., E - 35 min. Em A observa-se o trofozoito
em sua morfologia caracteristica, com auséncia do
FS no seu interior. Em B observa-se o formato
arredondado do trofozoito. Em C observa-se a
fluorescéncia do sal de curcumindides no interior
do trofozoito. Em D observa-se a forte
fluorescéncia do sal de curcumindides no interior
do trofozoito. Em E observa-se uma pequena
mudanca na morfologia arredondada do trofozoito
e material intracelular em grénulos por todo o
citoplasma.
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Figura 23 — Imagens do cisto de A. polyphaga com sal de curcumindides.

120 min.

Imagens do cisto de A. polyphaga com sal de
curcuminoides vistos em microscopia confocal
(aumento 40x). As imagens ilustram as condi¢es
do cisto em contato com o FS nos tempos
indicados: A - 1 min., B - 6 min.,, C - 7 min., D -
10 min., E - 120 min. Em A observa-se a forte
fluorescéncia do sal de curcumindides e sua
localizacdo na dupla parede cistica. Em B observa-
se 0 cisto ainda com o sal de curcumindides
localizado em sua dupla parede. Em C observa-se
a distribuicdo do sal de curcuminoides no interior
do cisto. Em D observa-se a forte fluorescéncia do
sal de curcumindides distribuido no interior do
cisto, indicando um acumulo crescente ao longo
do tempo. Em E observa-se a saturagdo da
fluorescéncia do sal de curcumindides no interior
do cisto. Apesar da permanéncia do sal de
curcumindides no cisto, ndo se pode afirmar que
houve morte.
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Quanto a mudanca na morfologia dos trofozoitos, além da observacdo do
arredondamento, foi notado ainda um aumento no tamanho de suas células. O cisto também
apresentou aumento no seu tamanho celular, conforme representado na Figura 24. Isso esta

relacionado, provavelmente, a entrada do FS nestes microrganismos.

Figura 24 — Mudancas no tamanho dos trofozoitos e cisto de A. polyphaga.

800 -
700 A
600
500 A

400 -

Area (mm?)

A B C D E

Imagens

—4—Trofozoitol =M—=Trofozoito2 =—#—Trofozoito3 =—@=Cisto

Os pontos do grafico representam as mudangas nos tamanhos dos trofozoitos e do cisto observados nas Figuras
20 a 23, durante o contato com o sal de curcuminéides. Os valores indicam a &rea (mm?) de cada trofozoito e
cisto nos respectivos tempos das imagens A, B, C, D e E de cada figura (Figuras 20 a 23).
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6. DISCUSSAO

A inativacdo fotodindmica como técnica para controle microbiano, embora
promissora, encontra-se ainda em fase de desenvolvimento e o entendimento sobre os
mecanismos que levam a inativacdo dos microrganismos encontra-se também em fase inicial
de estudo. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a avaliagdo da acédo
fotodindmica no controle de amebas de vida livre. Por isso, o presente estudo teve como
objetivo geral analisar a eficacia da inativacdo fotodinamica em A. polyphaga utilizando sal
de curcuminéides, curcumina, azul de metileno e Photogem® como fotossensibilizadores.

De acordo com a andlise dos resultados, diferentes respostas foram apresentadas pelos
FS estudados, isto é, cada classe de FS, quando associada a luz aplicada, exibiu um efeito
diferente sobre 0 microrganismo, uns com maior porcentagem de inativagéo do que outros. O
sal de curcumindides associado a luz dobrou o efeito de reducdo na viabilidade das amebas,
sendo assim, foi 0 FS que apresentou melhores resultados na IFD. De modo geral, espera-se
que os FS sejam pouco tdxicos em seu estado fundamental devendo ser ativados apenas
quando iluminados por luz no comprimento de onda especifico (JORI et al., 2006; St. DENIS
et al., 2011). No entanto, os utilizados neste trabalho mostraram-se t6xicos no escuro nas
concentragOes testadas.

O sal de curcumindides, por exemplo, mostrou a maior toxicidade no escuro e
instabilidade ap6s o preparo das solugdes. No entanto, exibiu boa solubilidade em agua, o que
permitiu escolher elevadas concentracfes, sendo mais eficaz do que a curcumina. Esta
diferenca na eficacia pode ser explicada pelas concentracGes escolhidas. A curcumina limitou-
se a uma concentragdo maxima de 140 pg/mL, respeitando a diluicio em DMSO a 5%, nao
sendo possivel aumenta-la devido a formacéo de agregados.

Estes agregados formam-se a medida que se aumenta a concentracéo do FS ou quando
0 mesmo apresenta carater hidrofobico, ndo se solubilizando de forma adequada em meio
aquoso. A formacdo de agregados entre as moléculas do FS faz com que sejam poucos ativos,
prejudicando a transferéncia de energia e a geragdo de oxigénio singleto (MacDONALD;
DOUGHERTY, 2001). Outro problema observado em relagdo a curcumina foi 0 aumento da
sua opacidade nas solugdes mais concentradas, 0 que pode ter causado interferéncia na
passagem da luz, resultando em reduc@es insatisfatorias. Tanto a formacdo de agregados
quanto a opacidade das solugdes podem ter prejudicado o desempenho da curcumina.

Ao analisar os resultados referentes aos experimentos de IFD com o sal de

curcuminoides, observou-se reducdo gradual na sobrevivéncia das amebas conforme o
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aumento da concentracdo do FS. Ja ao analisar os resultados referentes aos experimentos de
IFD com a curcumina, ndo se obteve 0 mesmo comportamento na sobrevivéncia das amebas
de acordo com o aumento da concentragdo do FS. Os resultados mostraram que o sal de
curcuminoides foi altamente toxico para as amebas, no escuro, enquanto que a curcumina nao
apresentou esta toxicidade, sendo o efeito de morte conseguido por meio da acao
fotodindmica. Mas, mesmo havendo um efeito de morte, este foi considerado baixo nas
concentracgdes e doses de luz escolhidas.

A diferenga na eficacia dos resultados entre sal de curcumindides e curcumina também
pode ser explicada pelo principio ativo presente em cada um dos FS. O principio ativo do sal
de curcumindides é caracterizado por apresentar trés compostos: curcumina, demetoxi-
curcumina e bis-demetoxi-curcumina. Péret-Almeida et al. (2008) estudaram a atividade
antimicrobiana in vitro do rizoma em po, dos pigmentos curcumindides e dos 6leos essenciais
da planta Curcuma longa e seus resultados indicaram que o principio ativo bis-demetoxi-
curcumina € um agente antimicrobiano em potencial. Desse modo, o sal de curcuminoides
atua mais fortemente como droga antimicrobiana do que a curcumina.

Apesar do sal de curcumindides ter apresentado toxicidade para amebas e a curcumina
ndo ter mostrado efeito fotodindmico satisfatorio, ambos foram utilizados neste trabalho
devido as boas respostas obtidas em estudos publicados na literatura. Haukviki et al. (2009)
mostraram que a curcumina em combinagdo com luz azul, no comprimento de onda 430 nm,
foi eficaz na reducdo de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis e Streptococcus
intermedius) e Gram-negativas (Escherichia coli). Segundo os autores, este efeito foi
dependente da concentracdo utilizada da curcumina (2,5 a 25 uM, correspondente a 0,92 a 9,2
ng/mL) e da dose de luz empregada (0,5 a 30 J/cm?), ndo sendo encontrados efeitos de
toxicidade deste FS no escuro para as bactérias estudadas.

Os resultados do presente estudo também diferem dos encontrados por Dovigo et al.
(2011a), que estudaram o efeito da curcumina associada a doses de luz no comprimento de
onda 455 nm para inativar Candida albicans. Os autores conseguiram inativar a forma
plancténica do fungo com baixas concentragdes do FS e baixas doses de luz. Além deste
estudo, Dovigo et al. (2011b) testaram a curcumina no intuito de avaliar seu efeito
fotodindmico em isolados clinicos de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
glabrata, e obtiveram 4 logs de reducdo ao utilizar baixas concentracfes de curcumina
associadas a baixas doses de luz.

Em um estudo mais recente, Ribeiro et al. (2012) avaliaram a eficacia da IFD com

curcumina e luz no comprimento de onda 455 nm sobre Staphylococcus aureus resistente a
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meticilina (MRSA). A concentracdo de 5 uM (correspondente a 1,84 ug/mL) combinada com
baixa dose de luz (18 J/cm?) foi suficiente para matar cepas suscetiveis & meticilina. No
entanto, a maior concentragdo de curcumina (20 uM, correspondente a 7,84 ug/mL)
combinada com dose de luz de 37,5 J/cm? foi necessaria para inativar os MRSA. Assim, 0s
resultados de morte foram causados exclusivamente pela acdo da IFD, uma vez que tanto FS
quanto luz, isoladamente, ndo apresentou efeitos toxicos para as bactérias.

Quanto ao efeito isolado da luz azul (comprimento de onda 460 nm), n&o se observou
reducdo na sobrevivéncia de amebas na dose de 30 J/lcm®. Entretanto, doses de luz mais
elevadas podem provocar redu¢do nos microrganismos, apresentando um efeito fototoxico
acentuado, como foi observado com a dose de 50 J/cm? para as amebas. Os baixos niveis de
irradiacdo devem apresentar um comportamento atoxico para 0s microrganismos quando
utilizados em IFD. Dadras et al. (2006) avaliaram os efeitos das baixas doses de irradiacdo em
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e mostraram que, além de ndo terem sido
toxicas, estimularam o crescimento destas bactérias. Assim, 0s baixos niveis de irradiacdo
podem causar a proliferacdo de certos microrganismos em determinadas condigdes, fendmeno
conhecido como bioestimulacéo.

Em relacdo ao azul de metileno, os resultados apresentados mostraram que este FS ndo
foi satisfatorio na IFD de A. polyphaga, provavelmente devido as baixas concentracdes
utilizadas e dose de luz empregada. Além disso, o azul de metileno, quando incubado com as
amebas nas concentracdes de 24 e 32 ug/mL, apresentou toxicidade.

A toxicidade no escuro do azul de metileno também foi encontrada por Fontana
(2007), que analisou os efeitos da IFD em microrganismos da placa dental em fase
plancténica. Baixas concentracfes deste FS (12,5 e 25 ug/mL) foram utilizadas seguidas de
exposicdo & luz com doses de 30 e 60 J/cm?, no comprimento de onda 665 nm. A autora
observou alta toxicidade do azul de metileno, no escuro, na concentracdo de 25 ug/mL,
encontrando reducéo de 60% ap6s 10 minutos de incubacdo. No presente estudo, a toxicidade
do azul de metileno na concentragdo de 24 ug/mL foi menor do que a encontrada por Fontana
(2007) na concentracdo de 25 pg/mL, sendo 51,9% a redugdo méxima obtida com este FS, no
escuro, para as amebas.

Ao analisar os resultados referentes ao experimento de IFD com o azul de metileno,
observou-se uma reducdo gradual na sobrevivéncia das amebas conforme o aumento da
concentracdo do FS. Porém esta reducéo foi inferior a apresentada pelo sal de curcumindides.
Além disso, ndo houve diferenga significativa entre os grupos controle do FS e os grupos IFD
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dentro da mesma concentracéo, pois mesmo apos a irradiacdo, ndo foram observadas reducdes
notaveis, mostrando que o azul de metileno, nas concentracGes utilizadas, nao apresentou
efeito fotodindmico eficaz para as amebas.

Apesar do azul de metileno néo ter sido muito eficiente neste estudo e ter apresentado
toxicidade, no escuro, para as amebas, outros trabalhos tém mostrado sua eficacia e pouca
toxicidade quando utilizado em baixas concentragcdes. Usacheva et al. (2001), por exemplo,
avaliaram o efeito do azul de metileno na reducdo bacteriana de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. As concentracdes do FS (1 a 200 uM, correspondente a 0,32 a 64
ug/mL) juntamente com a irradiacdo no comprimento de onda 630 nm nas doses de luz de 10
a 60 J/cm? mostraram que o azul de metileno foi eficiente na reducéo destas espécies, sendo
minima a sua toxicidade no escuro.

Song et al. (2011) estudaram a eficiéncia da acdo fotodindmica do azul de metileno
com luz em Leishmania amazonensis. Apos incubacdo do FS, no escuro, por 1 hora, as
amostras foram iluminadas na dose de luz de 9 J/cm? no comprimento de onda 650 nm. A
resposta dose dependente do parasita ao azul de metileno com e sem iluminacdo mostrou que
a toxicidade aumenta com o aumento das concentracdes (5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 80 e 100
uM). De acordo com os autores, a concentra¢do de 100 uM reduziu em 50% a viabilidade dos
parasitas na auséncia de luz, sendo o azul de metileno tdxico nesta concentracdo. Ja as
concentracdes de 50 e 100 uM na presenca da luz (9 J/cm?) reduziram aproximadamente 90%
a viabilidade dos parasitas, sendo a IFD eficaz no controle de Leishmania amazonensis e
promissora para o tratamento de leishmaniose cutanea. Estes resultados diferem dos obtidos no
presente estudo, pois quando a IFD foi realizada com 32 pg/mL e dose de luz de 30 J/cm?® a
reducéo foi de apenas 28,3% para as amebas, e de 23,9% com irradiagdo na dose de 50 J/cm?.

Quanto ao estudo de IFD em amebas de vida livre, Mito et al. (2012) avaliaram o
efeito do azul de metileno como FS em A. castellanii. Os autores ndo observaram toxicidade
deste FS no escuro na maior concentragdo testada (500 uM, correspondente a 160 pg/mL).
Quando esta concentracao foi associada com baixa dose de luz (10,8 J/cm?), no comprimento
de onda 660 nm, os resultados mostraram efetividade na IFD, sendo a atividade respiratoria
significativamente menor (11,6%) quando comparada ao grupo controle. Este foi o Unico
trabalho encontrado até 0 momento sobre IFD em amebas de vida livre, com o uso do azul de
metileno associado a luz. Os resultados apresentados pelos autores diferem dos obtidos no

presente estudo, pois concentracdes de azul de metileno inferiores a 500 uM ja apresentaram
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toxicidade no escuro para A. polyphaga e, além disso, a associacdo com luz néo resultou em
reducdo satisfatoria. Uma explicacdo para esta diferenca de resultados na IFD utilizando azul
de metileno como FS pode ser a espécie de ameba estudada. Como as espécies sdo distintas,
as respostas aos tratamentos também podem diferenciar. Outro fator é que a cepa de A.
polyphaga utilizada trata-se de um isolado clinico.

Em relagdo ao Photogem®, os resultados apresentados mostraram que este FS também
apresentou toxicidade no escuro para as amebas nas concentracOes utilizadas. Quando as
amebas incubadas com Photogem® foram iluminadas nas doses de luz de 30 e 50 J/cm?, ndo
foram observadas maiores reducdes comparado aos grupos controle do FS nas respectivas
concentracdes. Assim, ao analisar os resultados referentes ao experimento de IFD com o FS
Photogem®, observou-se uma reducdo gradual na sobrevivéncia das amebas conforme o
aumento da concentracdo do FS, sendo a resposta dose-dependente neste caso. No entanto,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle do FS e os grupos IFD dentro de
cada concentracgdo testada, indicando que as doses de luz empregadas nao acentuaram o efeito
causado pelo FS.

Apesar da toxicidade apresentada no escuro e da pouca eficiéncia do Photogem® na
IFD de A. polyphaga, outros trabalhos tém mostrado boas respostas quando utilizado em
baixas concentracdes. Giusti et al. (2008) avaliaram o Photogem® na descontaminagéo de
dentina bovina cariada com Lactobacillus acidophilus e Streptococcus mutans. As
concentracdes testadas (1, 2 e 3 mg/mL) e as doses de luz empregadas (24 e 48 J/icm?), no
comprimento de onda 630 nm, mostraram reducéo efetiva das bactérias, mas o Photogem®
apresentou toxicidade no escuro nas maiores concentragdes. Em outro estudo, Gois et al.
(2010) também observaram toxicidade do Photogem®, no escuro, ao avaliar seu efeito na IFD
de Staphylococcus aureus. Concentragdes de 12, 25 e 50 uL/mL e doses de luz de 20, 40 e 60
Jlem?, irradiadas no comprimento de onda 628 nm, foram testadas. Os resultados indicaram que
amelhor resposta de inativaco foi conseguida com 25 e 50 puL/mL e dose de luz de 60 J/cm?.

Quanto ao efeito isolado da luz vermelha (comprimento de onda 630 nm), ndo se
observou reducdo na sobrevivéncia de amebas, ndo sendo toxica para estes microrganismos
nas doses de luz empregadas. Este resultado esta de acordo com os estudos de Kassab et al.
(2003), Ferro et al. (2006) e Mito et al. (2012), que mostraram a auséncia de toxicidade da luz
vermelha, no comprimento de onda 600-700 nm, sobre amebas.

Os resultados dos experimentos da retirada do sal de curcumindides mostraram que,
provavelmente, este FS ndo permaneceu ligado em qualquer estrutura no interior das amebas

ou na superficie, pois os efeitos de morte apresentados ndo foram mais observados apos este
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procedimento. Talvez este fato possa ser explicado pela auséncia de ligacao especifica entre o
FS testado e as estruturas celulares das amebas. Segundo Hamblin e Hasan (2004), para que
haja efeito fotodindmico eficaz, é desejavel que o FS entre no microrganismo e permanega em
seu interior por meio de alguma ligagdo, mais ou menos especifica, com suas estruturas. No
entanto, acredita-se que ao garantir a entrada e internalizacdo do FS nos microrganismos ja
seja o suficiente para gerar reacfes que os levam a morte, ndo sendo necessario haver ligacao
especifica com alguma estrutura celular. De acordo com Jori et al. (2006), a entrada do FS no
microrganismo pode ser facilitada pelo aumento na permeabilidade da membrana, sendo esta
permeabilidade um fator importante durante os processos fotoquimicos iniciais para acentuar
o efeito da IFD.

Quanto a observacao das alteracbes morfoldgicas causadas pelo sal de curcumindides em
células individuais de A. polyphaga, as anélises das imagens obtidas pela microscopia confocal
mostraram que o sal de curcuminéides entrou em algumas amebas, mesmo quando estas
estavam na fase cistica. De acordo com as imagens, e apesar de aparentemente ndo haver
ligacdo especifica entre o FS e as estruturas amebianas, a fluorescéncia do sal de
curcumindides apareceu na membrana plasmatica e nos vaclolos dos trofozoitos e na dupla
parede dos cistos.

A analise microscopica mostrou claramente a mudanca na morfologia dos trofozoitos,
que passaram a apresentar-se em formato arredondado, sem os pseuddpodes caracteristicos. A
turgidez provocada nos trofozoitos sugere a perda das fungdes dos vacuolos devido ao
aumento da pressdo interna provocada pela entrada do sal de curcumindides. Esse
comprometimento das func¢des dos vacutolos, os principais locais da osmorregulacdo, pode ter
causado a morte nos trofozoitos. Além disso, os trofozoitos foram vistos com alto grau de
granulosidade por todo o citoplasma.

De acordo com Kassab et al. (2003), o dano celular ocorrido em amebas pode ser
resultado do alargamento dos vacuolos decorrido, provavelmente, das altera¢fes de equilibrio
osmotico que estes microrganismos sofreram. Este conjunto de fatores leva a reducdo da
viabilidade celular. Tais efeitos também foram analisados por Ferro et al. (2009), que
observaram a formacdo de um grande vacuolo pela fusdo de diversas vesiculas pequenas, 0
que evidenciou um estado de insuficiéncia do controle osmoético pelas amebas. Também
observaram o aumento no tamanho dos trofozoitos e perda dos acantopddios.

As mudancas morfologicas também foram observadas no cisto, que sofreu aumento no
seu tamanho. Uma explicacdo para isso pode ser a ruptura da membrana interna, ocasionando

acumulo do sal de curcumindides em seu interior e aumento da pressdo interna. Esse aumento
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no tamanho, tanto dos trofozoitos quanto do cisto, pode estar associado ao inicio da morte
celular em A. polyphaga. De acordo com Fabris et al. (2012), que estudaram o efeito de uma
porfirina tetracationica em cistos de Colpoda inflata, as analises microscopicas mostraram
que os cistos exibiram morfologia danificada e extensa vacuolizacéo apés a IFD. Além disso,
0s autores observaram que a fluorescéncia do FS foi amplamente difundida nos cistos do
protozoario, mesmo sendo observada em maior quantidade na parede celular e na membrana
plasmatica. Esta observacdo estd de acordo com o acumulo de sal de curcuminoides
verificado no cisto de A. polyphaga do presente estudo.

Entretanto, mesmo observando tais alteracbes morfoldgicas, ndo se pode afirmar que
houve morte, pois quando o FS ndo € bem distribuido nas células do microrganismo, o efeito
fotodindmico ndo é homogéneo, sendo que algumas células de A. polyphaga podem ser
inativadas, enquanto outras ndo passam pelo processo de inativacdo. Assim, mesmo que haja
inativacdo de algumas células amebianas durante o periodo de contato com o FS, o grau em
que ela ocorre ndo é determinado e 0 microrganismo pode recuperar seu crescimento devido
as células integras que restaram e também devido a distribuicdo ndo uniforme do FS.

Apesar da eficiente redugdo causada pela IFD em diversos microrganismos, esta
técnica apresentou alguns problemas quando aplicada em A. polyphaga com os FS escolhidos.
Sabe-se que a eficacia da IFD depende da escolha dos FS mais apropriados e também de
estudos que determinam os melhores pardmetros a serem utilizados, como por exemplo,
concentracdes dos FS, doses e fontes de luz mais adequadas (HAMBLIN; HASAN, 2004,
JORI et al., 2006). No caso das bactérias, que sdo 0s microrganismos mais estudados em IFD,
a inativacdo acontece principalmente devido as modificacdes na membrana plasmatica
(HAMBLIN; HASAN, 2004; JORI et al., 2006), porém em amebas 0s mecanismos que levam
a morte ainda n&o séo bem conhecidos.

Embora os estudos com IFD em amebas de vida livre sejam promissores, conforme
mostraram os trabalhos de Kassab et al. (2003), Ferro et al. (2006), Chen et al. (2008), Ferro
et al. (2009) e Mito et al. (2012), a caréncia no nimero de estudos bem delineados e a
variabilidade nas metodologias encontradas dificultam a sua realizacdo. Nesse sentido, novas
pesquisas Sa0 necessarias para compreender o comportamento destes microrganismos e 0
motivo de alguns terem apresentado resposta positiva enquanto outros se mostraram

indiferentes a IFD.
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7. CONCLUSOES

Apesar da variabilidade dos resultados apresentados, conclui-se que os FS utilizados
neste trabalho, sal de curcuminéides, curcumina, azul de metileno e Photogem®, apresentaram
toxicidade para as amebas, na auséncia de luz, nas concentracdes estudadas. O uso isolado da
luz ndo apresentou efeito fototoxico para as amebas nas doses empregadas, exceto a dose de
50 J/cm?, no comprimento de onda 460 nm, que foi toxica na condicéo testada.

Em relagdo a IFD, a fototoxicidade proporcionada pelas doses de luz empregadas
junto aos FS utilizados contribuiu para o efeito de morte das amebas quando utilizado o sal de
curcuminoides como FS. Ja para os demais FS, a técnica mostrou-se pouco eficiente para este
microrganismo nas condigdes testadas.

A retirada do FS sal de curcumindides, ap6s o periodo de incubacdo, influenciou
diretamente a efetividade da IFD, pois a irradiacdo das amostras apds a retirada do FS do
meio ndo causou reducdo na sobrevivéncia de amebas, indicando que provavelmente o FS nao
se ligou as estruturas amebianas.

Por fim, a visualizagdo das amebas em microscopia confocal mostrou que a presenca
do sal de curcumindides causou danos em algumas amebas, confirmando a toxicidade no
escuro deste FS para tais microrganismos, nas concentracdes estudadas. Portanto, com base
nos resultados obtidos, conclui-se que apenas o contato com o FS ja é capaz de induzir
mudancas morfoldgicas drasticas em trofozoitos de A. polyphaga, além de causar sérios danos

na membrana celular, levando alguns individuos a morte.
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