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1. INTRODUCAO

Duas das doencas bacterianas mais comuns que afligem os humanos sdo a cérie e a doenca
periodontal. Ambas resultam da formagdo de biofilme, também conhecido como placa dental, nos
dentes e nos tecidos moles da boca. A placa dental pode ser definida como uma comunidade
complexa e diversificada de microrganismos encontrados sobre a superficie dentéria. Nesse
biofilme, os microrganismos se organizam em camadas celulares embebidos em uma matriz de
polissacarideos extracelular que atua na protecdo dessa comunidade microbiana. Estudos
microscépicos demonstram gque no biofilme formado nos dentes naturais estéo presentes algumas
espécies bacterianas associadas a doencas sistémicas, com predominancia de bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus spp, Streptococcus spp e Actinomyces spp) (Chau et al., 1995;
Monsenego, 2000). A remogdo mecanica, boa higiene oral e utilizagdo de agentes antimicrobianos
sdo as formas mais comuns de prevencdo e tratamento da cérie e doenca periodontal. Entretanto, o
acesso limitado de agentes topicos para a placa e o desenvolvimento de resisténcia antibidtica criou
a necessidade de estratégias aternativas para o controle da placa e para tratamento da gengivite e
doenca periodontal (Konopka & Goslinski, 2007).

Adicionamente, o Saphylococcus aureus coloniza as vias nasais em 30-40 % da popul agéo.
A maioria desses microorganismos é inofensiva, mas pode penetrar no corpo através de alguma
lesdo e causar infecgBes severas (Baron, 1996). Atualmente, o S. aureus resistente a antibioticos
considerado uma das mais temidas causas de infecgdes hospitalares (Baron, 1996; Livermore D M,
2000). Esses microorganismos tém importante papel na infeccdo de feridas causadas por
gueimaduras, podendo levar o paciente a morte.

Recentemente, o surgimento de cepas antibiGtico-resistentes estimulou a pesquisa por
tratamentos alternativos para doengas infecciosas. A Terapia Fotodinamica (PDT) tem apresentado
potencia para tratamento de infecgdes localizadas de pele e da cavidade ora (Konopka &
Godlinski, 2007). Uma importante vantagem relacionada a utilizagdo da PDT para o tratamento de
infecgOes deve-se a possibilidade de inativagdo de cepas resistentes aos tratamentos convencionais.
Além disso, parece ser improvavel que os microrganismos desenvolvam resisténcia a PDT, ja que
esta envolve aformago de radicais livres oxidativos ndo-especificos (Dahl et. al., 1989).

2. FUNDAM ENTAQAO TEORICA E OBJETIVOS
2.1 Fundamentacao Tedrica

O processo fotodindmico requer a utilizacdo de um composto quimico denominado
fotossenssibilizador (FS), a aplicagdo de uma luz que sgja correspondente a banda de absor¢éo do
FS, e a presenca de oxigénio. Lambrechts et a. (2005) avaliou a efetividade de uma porfirina
catidnica (TriP[4]) associada a luz haldgena sobre S. aureus e observou que 0s microrganismos
foram sensiveis ao tratamento. Estudos também demonstraram inativacdo de patégenos utilizando
luz de fotopolimerizador e LED (diodos emissores de luz) associados a FSs. Ja foi demonstrado que
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a utilizagdo tanto do laser de He-Ne quanto do LED associados ao azul de toluidina obteve
efetividade semelhante na inativacdo de biofilmes de Streptococus mutans. Recentemente, Gois et
a. (2009) utilizaram um fotossensibilizador derivado da hematoporfirina (Photogem®) em
concentragdes a partir de 25 mg/L associada a iluminagdo do tipo LED para a completa inativagdo
de suspensies celulares de S. aureus.

De acordo com o0s aspectos citados, a PDT parece ser um método promissor para a
inativagéo de microrganismos patogénicos. Essa terapia poderia suprir as dificuldades encontradas
com as terapias, como a resisténcia antibacteriana. Atualmente, existem novos FS disponiveis que,
se efetivos, poderiam auxiliar nadifusdo daPDT como modalidade terapéutica para o tratamento de
infecgdes bucais. A curcumina € um composto de coloragdo amarela extraida do rizoma da planta
Curcuma longa L (agafréo) que vem sendo investigado na PDT anti-cancer. Tem sido sugerido que
a Curcumina possui efeitos antimicrobianos, antiinflamatérios e imunomoduladores, que poderiam
ser exacerbados com a sua iluminagdo em comprimento de onda adequado (Dahl et. a., 1989). N&o
existem na literatura informagdes disponiveis sobre a PDT associando a Curcumina ao LED na
inativacéo de S aureus. Dessa forma, este estudo propde-se a avaiar a utilizagdo da PDT como
método para inativacdo de S. aureus por meio da associagdo do FS Curcumina afonte de luz do tipo
LED.

2.2 Objetivos

Este estudo avaliou in vitro a atividade fotodindmica da Curcumina associada a um LED
(~455nm) sobre células de S. aureus, em funcdo de:

sei's concentracOes do agente FS Curcuming;

trés doses de luz LED no comprimento de onda azul.

3. METODOLOGIA

Para a avaliagdo da Terapia Fotodindmica sobre S aureus. foram utilizadas suspensdes
celulares (10° célulamL - escala McFarland) de uma cepa padrdo (ATCC 25923) desse
mi crorgani smo.

Para fotossenssibilizagdo das amostras foram utilizadas solugdes de Curcumina (Fluka Co.)
solubilizada em dimetilsulféxido (DM SO) a 10%. A fonte de luz empregada foi uma mesa difusora
de iluminagdo, composta por LEDs azuis, titulada “Bio Table” (idealizada e desenvolvida no
Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo — campus de S&o Carlos). A poténcia de saida do
aparelho (22 mW/cm?) juntamente com o tempo de iluminagdo (29, 20 e 14 minutos), determinou a
quantidade de energia aplicada na amostrairradiada (37,5; 25,5 e 18,0 Jcn).

A susceptibilidade das suspensdes celulares de S aureus a PDT, foi avaliada por meio da
exposicao a seis concentragdes da Curcumina (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20 « M) e trés doses de luz (37,5;
25,5 e 18,0 Jem?) no comprimento de onda azul (~455 nm). Assim, foram testadas 18 condices
experimentais, obtidas pelo cruzamento das seis concentragdes de FS e trés doses de luz. Essas
condigbes experimentais foram denominadas de P+L+. Adicionamente, o efeito da aplicagdo
isolada de cada concentracdo da Curcumina (P+L-) e de cada dose de luz (P-L+) também foi
avaiado. Ainda, amostras adicionais referentes ao grupo controle ndo foram fotossensibilizadas
com Curcumina nem iluminadas com o LED (P-L-), totalizando 28 condi¢bes experimentais.

Para todas as condicdes avaliadas, foram obtidas diluices seriadas de 10 a 10° a partir das
amostras, que foram semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura Mannitol Salt Agar.
Apds 48 horas de incubagdo a 37°C, as placas de Petri foram submetidas a contagem de coldnias e
0s nimeros de unidades formadoras de col6nias (ufc/mL) foram calculados. Para cada condicéo
avaliada neste estudo, foram realizadas cinco repeticdes. O plagueamento das amostras foi realizado
em duplicata para uma melhor caracterizacéo do valor obtido.

Em algumas situacdes, os valores de ufc/mL obtidos foram extremamente elevados e, por
isso, considerados de dificil avaliagdo. Dessa forma, as contagens de microrganismos, em ufc/mL,
foram transformadas em logaritmo na base 10 para uma melhor compreensdo dos resultados e
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também para possibilitar a andlise pretendida neste trabalho. Foi empregada a andlise de variancia
(ANQVA) a dois fatores (concentragcdo de FS e dose de luz) para a avaliagdo dos valores obtidos
nas condicdes P+L+, P-L-, P+L- e P-L+. Nessa andlise foram excluidas as condi¢des experimentais
que resultaram em nenhum crescimento bacteriano, j& que nesses casos foi constatada a inativacao
total do microrganismo e os valores nulos impossibilitariam a inferéncia estatistica. Em todos os
casos, quando a ANOVA apontou a existéncia de diferenca estatisticamente significante, o teste
complementar de Tukey foi empregado. Adotou-se o nivel de 5% de significancia como regra de
decisdo para aceitar como significativa uma diferenca entre as médias.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
As médias e os desvios-padréo dos valores de ufc/mL obtidos em todas as condicdes
experimentais avaliadas estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Médias e desvios-padréo dos valores de logaritmo de ufc/mL obtidos em todas as
condi¢des experimentais avaliadas.

Dosesdeluz Concentracdes de Curcumina (* M)
(Jlem?) 0 0,1 0,5 1 5 10 20
0 6,76%  6,73%* 6,79 676" 0,00 0,00 0,00
0,04 0,03 0,06 0,04 0,00 0,00 0,00
18 6,76% 5688 4328 2358 (000 0,00 0,00
0,05 0,05 0,04 0,12 0,00 0,00 0,00
25,5 6,75  467°  416° 169 0,00 0,00 0,00
0,03 0,28 0,08 0,27 0,00 0,00 0,00
37,5 6,78%2  451°¢  414°  188° 0,00 0,00 0,00
0,05 0,03 0,03 0,34 0,00 0,00 0,00

Navertical, letras maiUscul as iguais correspondem a val ores estati sticamente semel hantes (» =0,05);
Na horizontal, letras mintsculas iguais correspondem a val ores estatisticamente semel hantes (¢ =0,05);
* N&o avaliado por meio de inferéncia estatistica

Para as trés doses de luz aplicadas, a PDT resultou na completa inviabilizagdo de S aureus
apos a fotossensibilizagdo com 5, 10 e 20 «M de Curcumina. Esse resultado foi aceito quando
nenhuma col6nia vidvel foi observada nas placas de Petri ap06s incubacdo a 37°C durante 48 horas
(Figura 1A). Esses achados estdo de acordo com os obtidos por Gaéis et al. (2009) que também
observaram a inativagdo total de S. aureus quando utilizaram um derivado de hematoporfirina como
FS associado aum LED.

Nas condicOes experimentais em que foram avaliadas as concentragoes 0,1; 0,5e 1 «M de
Curcumina foi observada uma reducéo significativa de crescimento bacteriano, em relagdo ao grupo
controle (P-L-). A redugdo na viabilidade celular foi dependente da concentragéo de Curcumina e
dose de luz utilizada. A utilizagdo das concentraces de 0,1; 0,5 e 1 « M de Curcumina resultou em
valores de ufc/mL significativamente inferiores ao grupo controle e diferentes entre si, sendo que a
maior taxa de reducdo foi observada ap0s fotossensibilizagdo com 1 « M. Para cada concentragdo
avaliada, 0 aumento na dose de luz de 18 para 25,5 Jcm? promoveu maior reducdo de viabilidade
microbiana, enquanto que as doses de 25,5 e 37,5 Jcm? resultaram em valores semelhantes de
ufc/mL entre si, independentemente da concentracéo de FS. O efeito fototdxico da curcumina sobre
S aureus também foi investigado por Dahl et a. (1989) Esses autores observaram que 0 mecanismo
de inativagdo celular pode envolver a formagdo de perdxido de hidrogénio durante a iluminagédo e
gue a presenca de oxigénio é fundamental para a ocorréncia do processo fotodinamico.

No grupo controle (P-L-) foi observado abundante crescimento de col6nias viaveis nas
placas de Petri apos 48 h a 37°C (Figura 1B). Além disso, a ANOVA (¢ =0,05), comprovou gue a
utilizag8o isolada da Curcumina (P+L-) ou da luz (P-L+) ndo aterou significativamente o nimero
de ufc/mL, em comparagdo com os valores obtidos no grupo controle.
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Figura 1- Placas de Petri referentes a completa inviabilizagcdo do
microrganismo (A) e ao crescimento abundante de colbnias (B).

5.CONCLUSOES
Com base nas condic¢des experimentais do presente estudo, foi possivel concluir que:

A completa inviabilizagdo das suspensdes celulares de S aureus ocorreu com a utilizagdo de
todas as doses de luz, associadas a5, 10 e 20 « M de Curcumina.

A utilizagdo de baixas concentragbes de Curcumina resultou na reducéo significativa da
viabilidade do microrganismo, sendo essa reducdo dependente da concentracéo avaliada.

A utilizagdo isolada de luz do tipo LED ou de Curcumina ndo demonstrou efeito toxico sobre
as suspensdes celulares de S. aureus.
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