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“Terapia fotodinamica antimicrobiana contra bactérias Gram-

positivas: estudo comparativo entre fotossensibilizantes”

Resumo

A existéncia de resisténcia antibidtica entre bactérias patogénicas € iminente.
Estudos para encontrar uma terapia alternativa antimicrobiana a qual bactérias néo
serdo capazes de desenvolver resisténcia tém sido desenvolvidos. Esta terapia
poderia ser através da combinacdo entre a luz e um agente fotossensibilizador,
conhecida como Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (APDT). O objetivo desse
estudo foi analisar a efetividade de dois fotossensibilizantes em induzir morte
bacteriana na auséncia ou presenca de irradiacdo. Para tal foram utilizadas cepas
de bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus
mutans), os fotossensibilizantes azul de metileno (na concentragdo de 5,34uM) e
cloro-aluminio ftalocianina tetrasulfonada - AIPcS, (nas concentracdes: 10uM, 20uM,
30uM, 40uM) e um laser de diodo de baixa poténcia com meio ativo de Arsenieto de
Galio Aluminio (com 685 nm de comprimento de onda). Apds crescimento overnight
a 37° C, as amostras bacterianas foram diluidas e ressuspendidas em PBS,
incubadas por uma hora com um dos agentes fotossensibilizantes seguidas ou nao
de irradiacdo com poténcia de 30 mW e densidade de energia de 4,5 Jicm?,
semeadas em placas de Petri com posterior incubacgéao por 24 horas a 37° C para
desenvolvimento de unidades formadoras de colénias (UFC). Foram observadas
taxas variaveis de UFC nas diversas situacbes em que as bactérias foram
submetidas. Para diferentes concentracdes da AlPcS, com posterior irradiacdo, os
valores de UFC foram menores quando comparados ao controle e foi observado que
a inducao de morte bacteriana foi diretamente proporcional a concentracao utilizada
e, ha auséncia de laser, as concentracdes de AlPcS, ndo promoveram reducao nos
valores de UFC, nédo induzindo morte bacteriana. O azul de metleno, na
concentracdo de 5,34uM, também foi eficaz em induzir morte bacteriana apos
irradiacdo, contudo ele promoveu reducdes significativas nos valores de UFC de
todas as bactérias estudadas na auséncia de irradiacao. Os dois fotossensibilizantes
analisados foram eficazes em mediar a APDT na inducdo de morte bacteriana,
sugerindo boa funcionalidade como alternativa para uma terapia antibiética topica. A
despeito desses resultados experimentais promissores, somente uma controlada
experimentacao clinica pode provar a efetividade da APDT in vivo.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, Azul de Metileno, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans.



Antimicrobial ohotodynamic therapy against gram positive bacteria:
comparative study between photossensitizers

Abstract

The existence of antibimicrobial resistance between pathogenic bacteria is
imminent. Studies to find antimicrobial therapy alternatives which bacteria will not be
able to develop resistance have been carried. This therapy could be through the
combination between the light and a photosensitizer agent, know as Antimicrobial
Photodynamic Therapy (APDT). The aim of this study was to analyze the
effectiveness of two photosensitizers to induce bacterial death in the absence or
presence of irradiation. We used Gram+ bacteria strains Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans), the photossensitizers methylene
blue (5,34 UM concentration) and chlorine-aluminum ftalocyanine tetrasulfonate -
AlPcS, (concentrations: 10 uM, 20 uM, 30 pM and 40 uM) and a low power laser
diode of Gallium Aluminum Arsenide (685 nm wavelength). After growth overnight at
37° C, the bacterial samples had been diluted and resuspended in PBS, incubated
for one hour with AlPcS,4or methylene blue followed or not of irradiation with power of
30 mW and density of 4,5 energy of J/cm2, sown in Petri plates and incubated for 24
hours at 37° C for development of colonies formation units (CFU). Changeable
numbers of CFU in the diverse situations submitted for the bacteria had been
observed. For different concentrations of the AlPcS4 followed irradiation, the values
of CFU lesser when had been compared with the control and were observed that the
induction of bacterial death was directly proportional to used concentration and the
concentrations of AIPcS4 had not promoted reduction in the values of CFU in the
irradiation absence, not inducing bacterial death. The blue one of methylene, in the
concentration of 5,34uM, also was efficient in inducing bacterial death after
irradiation, however it promoted significant reductions in the values of CFU of all the
bacteria studied in the irradiation absence. The analyzed photossensitizers had been
efficient in mediating the APDT in the induction of bacterial death, suggesting good
functionality as alternative for a topic antibiotic therapy. The spite of these promising
experimental results, a controlled clinical experimentation only can prove the
effectiveness of the APDT in vivo.

Key Words: Photochemotherapy, Methylene Blue, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas sao, indubitavelmente, as mais frequentes na
populacdo humana. Nos Ultimos cinqlenta anos, a investigacdo médica e
farmacéutica conquistou importantes vitdrias contra as doencas infecciosas. Com a
producao industrial da penicilina e a vacinacdo em massa, muitas doencas deixaram
de constituir uma ameaga para a vida humana. A "fronteira” da investigag&o continua
aberta, confrontando-se com desafios cada vez mais importantes e, no terceiro
milénio, este desafio entra numa fase crucial. O aparecimento recente da SIDA, o
recrudescimento epidemiolégico da tuberculose, a expansdo de doencas
bacterianas raras, a propagacao de novas infeccdes virais e a crescente resisténcia
de numerosas bactérias aos antibidticos, representam uma séria e real ameacga a
saude publica (JEVONS, 1991).

As infeccdes sdo doencas causadas por bactérias que existem no meio
ambiente e dentro do nosso organismo. Essas bactérias podem produzir toxinas, que
sd0 nocivas para as células humanas e se um individuo ndo dispuser de uma
resposta imune satisfatoria contra elas, o resultado € a doenca. As infeccbes
adquiridas fora do meio hospitalar sdo, de forma geral, controladas com o uso de
antibiéticos. No entanto, isso ndo acontece com as infec¢cdes adquiridas nos
hospitais, pois muitos dos microrganismos que vivem nos hospitais conseguem, por
meio de alguns mecanismos, adquirir resisténcia a muitos antibidticos utilizados para
os destruir. E facil de perceber que as infecgdes hospitalares sdo geralmente mais
dificeis de tratar do que as adquiridas fora do meio hospitalar (VERONESI et al.,
1996).

Sao sugeridos tratamentos alternativos ndo s6 para controlar infeccdes por

microrganismos resistentes a antibioticoterapia, mas para controlar qualquer tipo de
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infeccdo, pois mecanismos de resisténcia podem se fazer presentes em qualquer
espécie bacteriana o que dificultaria o tratamento (WISE et al., 1998 ; HART &
KARIUK]I, 1998).

Visto que a Terapia Fotodinamica (PDT - do inglés Photodynamic Therapy)
tem grande eficacia em induzir morte celular em procedimentos experimentais,
muitos estudiosos também vém aplicando tal terapia para induzir a morte de
microrganismos patogénicos. Neste caso ela passaria a ser chamada de Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (APDT - do inglés Antimicrobial Photodynamic
Therapy) (MANYAK, 1990; WAINWRIGHT, 1998). Com a comprovacgéao da eficiéncia
da APDT, muitas infeccbes poderiam ser controladas sem muitas dificuldades e a
morbidade que elas causam, em muitos pacientes, poderia ser contornada mais

facilmente, devolvendo em um curto periodo a saude aos enfermos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Célula bacteriana

As bactérias variam em espessura (entre 0,25 a 1,5 um) e comprimento (entre
1 e 10 pm). S&o microrganismos unicelulares e dotados de uma estrutura elementar.
Circulam em grande numero no ar, no solo e na agua; contudo, na maior parte dos
casos, sdo inécuas, ou mesmo totalmente favoraveis ao homem: encarregam-se da
decomposicdo e destruicdo das substancias organicas e tém um papel
importantissimo nos processos quimicos do solo. Algumas espécies estao
normalmente presentes na pele, boca, brénquios e intestino, e ndo provocam
doenca. Em especial a flora bacteriana do intestino é Gtil, na medida em que produz
vitaminas e protege da invasao pelas bactérias nocivas (MADIGAN, 2004; FUNKE,
2005).

Por serem organismos procariontes, ndo apresentam um nucleo definido,
estando o0 seu material genético compactado e enovelado numa regido do
citoplasma chamada de nucledide. As bactérias apresentam uma membrana
plasmatica recoberta por uma parede celular. Diferente das células eucaritticas, as
bactérias ndo possuem organelas delimitadas por membranas (MADIGAN,
MARTINKO; PARKER, 2004).

A parede celular das bactérias é uma estrutura rigida, formada por um
complexo mucopeptidico, que da forma a bactéria. A capsula, presente
principalmente em bactérias patogénicas é formada por polissacarideos e tem

consisténcia de um muco. Tal estrutura mucosa confere resisténcia as bactérias

patogénicas contra o ataque e englobamento por leucdcitos e outros fagocitos,
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protegendo-as de possiveis rupturas enzimaticas ou osmaticas.

As bactérias que habitam no corpo humano proliferam num ambiente quente
e umido. Algumas sdo aerobias, o que quer dizer que necessitam de oxigénio para
se desenvolverem e multiplicarem, situando-se, normalmente, na pele ou sistema
respiratorio. As bactérias anaerdbias proliferam onde ndo ha oxgénio, ou seja, nas
camadas profundas dos tecidos ou nas feridas (PELCZAR et al., 1997).

A coloracdo de Gram, assim designada em memoria de Hans Christian
Joachim Gram, que desenvolveu o procedimento em 1884, classifica as bactérias
em Gram+ ou Gram- e continua a ser um dos métodos mais empregados para
classificar as bactérias. Tal classificacdo se baseia na diferente constituicdo da
parede celular de ambos os tipos bacterianos, pis este componente bacteriano
determina como tais bactérias se coram (TRABULSI et al., 1999). Bactérias Gram-
possuem uma parede celular composta de varias camadas que diferem na sua
composicdo quimica sendo mais complexas que a parede celular de bactérias
Gram+, que apesar de ser mais espessa, apresenta predominantemente um unico
tipo de macromolécula.

A rigidez da parede celular é devido a substancia peptideoglicano,
representando a maior parte da parede de Gram+, ao passo que em Gram- ocupa
um pequeno espacgo. O peptideoglicano € uma macromolécula formada por um
arcabouco composto por uma alternancia de N-acetil-glicosamina (NAG) e acido N-
acetilmuramico (NAM). A este ultimo encontram-se ligadas covalentemente cadeias
laterais de tetrapeptideos (CLTs). As CLTs podem ligar-se diretamente como ras
Gram- ou por meio de outros aminoacidos como nas Gram+. Nestas Ultimas o

namero de interligagdes é bem maior (NISENGARD e NEWMAN, 1994).

Os componentes caracteristicos da parede de bactérias Gram+ sédo os acidos
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teicoicos que estdo ligados ao peptideoglicano e os acidos lipoteicdicos que apesar
de serem encontrados ao longo da parede, encontram-se intimamente ligados a
porcdo lipidica da membrana citoplasmética. Esses componentes s&8o o0s
responséveis em facilitar a ligacdo e a regularizacdo da entrada e saida de cétions
da bactéria (TRABULSI et al., 1999).

J& as bactérias Gram- apresentam uma parede celular mais complexa,
formada por uma ou por poucas camadas de peptideoglicano e por uma membrana
externa. O espaco que separa a membrana citoplasmatica da membrana externa €
chamado de periplasma ou espaco periplasmatico. O peptideoglicano se liga a
membrana externa por uma lipoproteina e estd embebido no gel do periplasma que
contém alta concentracdo de enzimas degradadoras e proteinas de transporte. Os
acidos teicéicos nao estdo presentes. A membrana externa é formada de dupla
camada lipidica, possui uma camada interna de fosfolipidios, e uma externa com
lipopolissacaridios e proteinas. As principais proteinas da membrana externa sao as
porinas e estas formam poros propiciando assim a passagem passiva de solutos; as
lipoproteinas com funcgéo estrutural, cuja parte protéica estq covalentemente ligada
ao peptideoglicano e a parte lipidica imersa na camada interna de fosfolipidios da
membrana externa (MADIGAN, MARTINKO ; PARKER, 2004).

A membrana externa das Gram- constitui uma barreira adicional a entrada de
alguns antibidticos, lisozimas, sais de bile, enzimas digestivas e muitos corantes.
Esta permeabilidade parcialmente seletiva é determinada principalmente pelas
porinas e é regulada pelo tamanho da molécula, ndo sendo especifica. O periplasma
possui, além de peptideoglicano, enzimas e proteinas, como as enzimas hidroliticas
(proteases, nucleases, lipases) responsaveis pela quebra de macromoléculas, as

guais a membrana citoplasmatica é impermeavel. Produzem, assim, moléculas
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menores que podem ser transportadas para o interior da bactéria. No periplasma sao
encontradas também enzimas capazes de inativar drogas, tornando as bactérias

resistentes a elas, como as betalactamases que inativam penicilinas.

2.2 Etiopatogénia das Bactérias Gram-positivas

2.2.1 Estreptococos

Estas bactérias crescem em cadeias, de comprimento variavel, e sé&o
responsaveis por infeccdes distintas. Embora classificados como aerobios, a maioria
€ anaeroébio facultativa (capazes de crescer em um ambiente com consideravel
concentracdo de oxigénio), enquanto que alguns sdo anaerobios obrigatérios
(VERONESI et al., 1996).

As superficies da cavidade oral sdo constantemente colonizadas por
microrganismos, sendo que 0s estreptococos constituem parte essencial dessa
microbiota. Nas superficies dos dentes ndo ocorre nenhuma renovacao epitelial, o
que contribui para que esses microrganismos possam colonizar e crescer nessas
superficies. Muitos estudos foram realizados na tentativa de demonstrar que os
estreptococos cariogénicos condiziam com a descricdo do Streptococcus mutans,
justificando o fato de que esta espécie de microrganismo esta relacionada a carie
dental, sendo o seu principal agente etioldgico e podendo ser isolado de placas
dentais ou da saliva de individuos cérie-ativos. (LOESCHE, 1993).

O Streptococcus mutans € um microrganismo que apresenta capacidade de
sintetizar polissacarideos extracelulares aderentes, a partir da sacarose, e
polissacarideos intracelulares a partir de carboidratos fermentaveis. Pode ser

prontamente identificado em meios de cultura sélidos (com altas concentracdes de
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sacarose), onde forma colbnias elevadas e irregulares (SVENSATER et al., 2001).
Esta espécie geralmente coloniza a superficie dental, sendo que a area de maior
frequiéncia de localizacdo é a regido mais apical dos pontos de contato entre os

dentes.

2.2.2 Estafilococos

Os estafilococos sé@o bactérias esféricas que, a microscopia, aparecem como
“cachos de uva”. Sdo anaerébios facultativos podendo crescer pela fosforilacdo
oxidativa ou pela fermentacéo do &cido latico (TRABULSI et al., 1999).

Estas bactérias estdo entre as bactérias mais resistentes que ndo formam
esporos e podem sobreviver em muitas situacdes nao fisiolégicas. Normalmente,
encontram-se nas narinas e na pele de 20% a 30% dos adultos saudaveis. Podem
também ser encontradas, embora menos frequentemente, na boca, glandulas
mamarias, sistemas genito-urinario, intestinal e respiratorio superior. As infeccbes
por estafilococos sao freqientemente supurativas (com producao de pus) e tém sido
implicadas em muitos tipos diferentes de infeccbes (NISENGARD ; NEWMAN,
1994).

Um de seus integrantes mais conhecidos, o Staphylococcus aureus é
responsavel por provocar uma variedade de infeccbes, onde quadros supurativos
sédo frequentes. Causa lesbes superficiais na pele como os furdnculos; infeccdes
mais seérias tais como a pneumonia, infeccbes das vias aéreas superiores, mastite,
flebite, meningite, septicemia; infeccdes do trato urinario; além de osteomielite e
endocardite. Ele é a causa principal da infeccdo hospitalar de feridas cirdrgicas

(infeccao nosocomial). (FUNKE, TORTUGA ; CASE, 2005).
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Ele expressa muitos fatores potencialmente virulentos: (1) proteinas de
superficie que promovem a colonizacdo de tecidos do hospedeiro; (2) fatores de
superficie que inibem a atividade fagocitica (capsula, proteina A); (3) propriedades
bioguimicas que realcam sua sobrevivéncia nos fagocitos (como a producdo de
catalase); (4) protecdo contra resposta imune (proteina A, coagulase); (5) toxinas
prejudiciais & membrana promovendo lise de membranas de células eucariontes
(hemolisinas, leucotoxinas, leucocidinas); (6) exotoxinas que provocam danos aos
tecidos do hospedeiro, (7) resisténcia inerente e adquirida aos agentes
antimicrobianos (VERONESIet al., 1996).

Cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) causam
infecgbes significativas e morbidade em muitos pacientes e constituem um
importante agente etiologico de infec¢cdes hospitalares (JEVONS, 1991). Muitas
infeccdes sdo dificeis de tratar e pacientes infectados por muito tempo requerem

longa permanéncia hospitalar.

2.2.3 Enterococos

Estas bactérias, antes classificados como estreptococos do Grupo D ocorrem
em cocos individuais, aos pares e em cadeias curtas. Sao anaerébios facultativos,
gue podem crescer em condicbes extremas e numa grande variedade de meios,
incluindo solo, alimentos, agua e em muitos animais. O seu habitat natural parece
ser o tubo digestivo dos animais, incluindo o do homem, onde representam uma
porcdo significativa da flora normal. Pode também ser encontrado, em menor
namero, nas secrecdes orofaringeas e vaginais (FUNKE, TORTUGA ; CASE, 2005).

Por viver mais tempo na agua do que os coliformes, o enterococos é
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considerado pela Agéncia de Protecéo do Meio Ambiente dos Estados Unidos, como
indicador mais preciso de doencas transmitidas pelo contato com a agua (SADER,
2002). As infeccbes por enterococos ocorrem em doentes internados,
frequentemente apds cirurgia ou instrumentacdo. Os enterococos podem causar
superinfec¢cdes em doentes internados, sob terapéutica antibidtica. A superinfeccéo
pode ocorrer quando os antibiéticos alteram o equilibrio bacteriano no organismo,
permitindo o crescimento dos agentes oportunistas. A superinfeccdo pode ser muito
dificil de tratar, porque € necessario optar por antibidticos eficazes contra todos os
seus agentes etioldgicos (MUTO et al., 2003).

Os Enterococcus faecalis pode causar septicemia, infeccdo do trato urinario,
infecc@o das vias respiratorias nos pacientes com o sistema imune comprometido e
estdo associadas a infeccOes de canais radiculares dos dentes. Algumas linhagens
ultra-resistentes ndo podem ser tratadas com drogas (NISENGARD;NEWMAN,
1994).

E imprescindivel destacar que as infec¢es endodonticas com Enterococccus
faecalis podem representar um problema para o tratamento devido a dificuldade de
elimina-lo do sistema de canais radiculares. Isso ocorre por esse microrganismo
poder existir como cultura pura, sem o suporte de outra bactéria. Além disso,
apresenta a capacidade de ocupar nichos ecoldgicos criados pela remocdo de
outros microrganismos e a capacidade de crescer em um ambiente pobre em
nutrientes (SUNDQVIST et al., 1998). Ainda, € de extrema importancia acrescentar
gue esse microrganismo possui a capacidade de sobreviver em um pH de 11.5, tal
fato pode contribuir para a ocorréncia de re-infeccdo e reabsorcao radicular

inflamatéria (HAN et al., 2001).
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2.3 Resisténcia Bacteriana

Existem trés condicbes que devem ser preenchidas para que um
antibacteriano iniba ou elimine uma bactéria: ) a existéncia de um alvo, Il) o
antibacteriano deve ter a capacidade de atingir o alvo e Ill) ndo pode ser inativado
antes de atingi-lo. As bactérias podem ser classificadas como sensiveis ou
resistentes a antibidticos. Em geral classificam-se como resistentes as bactérias que
crescem in vitro, nas concentracfes em que o antibidtico atinge no sangue quando
administrados nas recomendacdes de uso clinico. A resisténcia pode ser natural ou
adquirida. O antimicrobiano ndo induz a resisténcia, mas seleciona as bactérias mais
resistentes existentes em uma populacao (SVENSATER et al., 2001)..

A aquisicdo de resisténcia por uma bactéria sensivel é decorrente de uma
alteracdo genética que se expressa bioquimicamente. As alteracdes genéticas
podem ser originadas de mutacbes cromossdémicas, pela aquisicdo de plasmideos
de resisténcia ou por transposons. A resisténcia mediada por mutacdes é
geralmente simples, isto é, atinge gpenas um antibacteriano, porque dificilmente
uma bactéria sofre mutacfes simultdneas para dois ou mais antibacterianos. A
mediada por plasmideos de resisténcia pode ser simples, mas na maioria das vezes
€ multipla, tornando as bactérias resistentes a dois ou mais antibiéticos. Isto se deve
a presenca de genes de resisténcia, para diferentes antibacterianos, em um so6
plasmideo. Pode-se ter também a presenca de dois ou mais plasmideos de
resisténcia diferentes numa mesma bactéria. Tanto a resisténcia cromossémica
como a extracromossOmica podem ser transferidas de uma bactéria para outra

(MURRAY et al., 1992).
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Sao varios 0s mecanismos quimicos que podem tornar as bactérias
resistentes: producdo de enzimas que codificam a molécula do antibacteriano
tornando-o inativo; diminuicdo da permeabilidade a entrada de antibacterianos;
alteracdo do alvo: sintese de novas enzimas que ndo sofrem acao do antibacteriano;
expulsdo do antimicrobiano da bactéria (TRABULSIet al., 1999).

A descoberta de antimicrobianos peptidicos oferece uma 6tima oportunidade
para combater microrganismos patogénicos. A aquisicdo de resisténcia para
antimicrobianos peptidicos em amostras susceptiveis é mais lenta e menos comum
gquando comparado com outros agentes antimicrobianos. As cargas positivas e a
habilidade para adotar uma estrutura anfipatica sédo as propriedades que realcam a
afinidade dos peptideos com os fosfolipidios carregados negativamente da
superficie da membrana das bactérias. Os peptideos interferem com a integridade
da membrana e assim podem afetar seus alvos citoplasméaticos. Em vertebrados,
antimicrobianos peptidicos sdo sintetizados e secretados por células fagociticas e
células epiteliais e contribuem para a resposta imune inata. (ZASLOFF, 2002).

Evidéncias atuais mostram que as bactérias do biofilme estdo em um estado
fisiologico que as tornam menos susceptiveis a agentes antimicrobianos. O acumulo
do complexo biofilme bacteriano na superficie dentaria contribui para que as
bactérias residentes sobrevivam as forcas de remocgéo e também contribui para a
protecdo das bactérias contra mecanismos de defesa especificos e ndo-especificos
do hospedeiro. Os mecanismos de resisténcia também incluem barreiras de difuséo
fisicas ou quimicas para a penetracdo de agentes antimicrobianos no biofilme,
crescimento do biofilme em regibes com limitacdo de nutrientes, ativacdo de
respostas ao estresse oxidativo e o desenvolvimento de fendtipos biofilme-

especificos (DAVEY ; O'TOOLE, 2000; MAH ; JIANG, 2001).
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O tratamento atual das enfermidades associadas a placa envolve a remogéao
mecanica do biofilme e o0 uso de anti-sépticos e antibidticos. Contudo, o
desenvolvimento de resisténcia antibidtica de bactérias patogénicas conduziu a
novas pesquisas com a finalidade de descobrir alternativas terapéuticas
antibacterianas as quais bactérias ndo desenvolvam resisténcia (HAMBLIN et al.,
2002).

O aumento dos problemas relacionados a microrganismos resistentes é
particularmente importante quando existe alteracdo na resposta imune, como
conseqUéncia de terapias imunossupressoras ou uma sindrome de imunodeficiéncia.
As principais infec¢cdes mediadas por estafilococos e enterococos possuem grande
facilidade em adquirir resisténcia a uma larga escala de agentes quimioterapicos. A
vancomicina e antibiéticos glicopeptidicos sdo opcbes efetivas no tratamento de
infeccdes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), mas cepas
resistentes a vancomicina de Enterococcus faecalis sdo atualmente responsaveis
em causar infecgcdes nosocomial. A resisténcia a glicopeptideos de enterococos é
devida uma modificagdo da parede bacteriana. Atualmente, embora existam
algumas terapias alternativas eficazes no tratamento de infeccbes mediadas por
microrganismos resistentes, a busca continua por novas terapias € imperativa
(WOODFORD, 1998). Recentemente foi reportada a atividade antibacteriana de
cations heterociclicos que mostraram aumento em suas atividades frente a
iluminacdo de baixa poténcia. Esta atividade de foto-inativagéo foi observada contra
varias bactérias patogénicas incluindo cepas de MRSA (WAINWRIGHT, 1998).

Muitas infeccbes hospitalares sdo provocadas por Staphylococcus aureus e
eles sdo capazes de adquirir resisténcia a uma variedade de antibioticos. Alguns séo

resistentes a quase todos antibidticos u(teis clincamente com excecdo da



29

vancomicina, mas ja existem relatos de amostras de Staphylococcus aureus
vancomicina-resistentes. A resisténcia a meticilina se difunde com rapidez, pois as
bactérias se multiplicam rapidamente e levam consigo tal caracteristica. Um
plasmideo associado com a resisténcia a vancomicina foi detectado em
Enterococcus faecalis que pode ser transferido ao Staphylococcus aureus no
laboratério. Existem evidéncias que esta transferéncia pode ocorrer naturalmente
(por exemplo, no trato gastrointestinal). Além disso, a resisténcia do Staphylococcus
aureus aos antisépticos e aos desinfetantes, tais como compostos de amonia
guaternaria, pode ajudar na sua sobrevivéncia no ambiente hospitalar (LIVERMORE,
2000; MUTO et al., 2003).

E neste contexto que, na busca incansavel de alternativas para ac&o
antimicrobiana no combate a microrganismo resistentes, se insere a terapia

fotodinamica antimicrobiana

2.4 Laser de baixa poténcia e Terapia Fotodindmica

A laserterapia vem conquistando um grande espaco na odontologia moderna,
juntamente com a evolucdo dos materiais e técnicas. De uma maneira geral este
avanco tecnoldgico vem contribuindo ndo somente na reducdo do tempo de trabalho
clinico, mas também em aspectos biolégicos do tratamento, como na reducao
significativa dos microrganismos orais que por ventura possam desenvolver um
guadro patolégico (ALMEIDA-LOPES, 1999).

De origem da lingua inglesa, a palavra laser € um acrbnimo para “Light
Amplication by Stumulated Emission of Radiation” (Amplificacdo da Luz por Emissao
Estimulada de Radiacdo). Tal radiacdo é eletromagnética nao-ionizante, com

caracteristicas bastantes distintas. A radiacdo laser apresenta coeréncia temporal e
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espacial, ou seja, propaga-se com a mesma fase no tempo e espaco, ela € dita
monocromatica por apresentar um Unico comprimento de onda e concentra uma alta
densidade de energia em pequenos pontos (BRUGNERA-JR ; PINHEIRO, 1998).

Quando o laser incide no tecido ele pode ser refletido, absorvido, transmitido
ou espalhado. O comprimento de onda do laser determina a absorcéo seletiva pelos
tecidos, ou seja, para cada comprimento de onda existe um tipo diferente de
interacéo entre o tecido e o laser (BRUGNERA-JR; PINHEIRO, 1998).

A laserterapia € dividida em dois sistemas quanto a poténcia dos aparelhos: a
terapia laser de baixa poténcia (LPLT — “Low Power Laser Therapy’) e a de alta
poténcia (HPLT — “High Power Laser Therapy’).

Os lasers de baixa poténcia possuem uma poténcia média de 30 a 100 mW,
sendo seu modo de emissdo continuo ou pulsatil e comprimentos de onda que
variam entre 630 a 904 nm. Seus efeitos em tecidos ndo séo térmicos, sendo o
aquecimento produzido por eles muito insignificante, de 0,1 a 0,5° C. Suas
aplicacbes principais estdo baseadas na quantidade de luz absorvida, para desta
forma produzir reagfes fotoquimicas e ou fotofisicas. Os lasers de alta poténcia ou
lasers cirdrgicos sao aqueles que emitem poténcias maiores que 0s primeiros e sao
indicados para procedimentos cirdrgicos, podendo causar danos térmicos ao tecido
alvo (KURACHI et al., 2002)..

Define-se a LPLT como um tipo de terapia capaz de causar alteracdes
celulares e teciduais, gerados pelo processo de biomodulacdo, ou seja, pode
promover a ativacdo ou inativacdo de processos metabodlicos e ndo envolve as
propriedades térmicas do laser (BRUGNERA-JR ; PINHEIRO, 1998).

O laser de baixa poténcia além de possuir a propriedade de biomodulacéo,

também possui propriedade regeneradora e cicatricial. Mas quando em associacao
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com um agente fotossensibilizador, tal laser adquire a propriedade de provocar
morte celular pela producdo de produtos altamente reativos caracterizando a Terapia
Fotodinamica (PDT) (KURACHI et al., 2002).

A PDT pode ser definida como a administracdo de uma droga ndo toxica ou
um corante que € chamado de fotossensibilizante podendo ser administrado
sistémicamente, localmente ou topicamente em um paciente portador de uma leséo
(cancerigena ou ndo), deixando encubar por um tempo determinado seguido de
iluminacdo da lesdo por luz visivel (normalmente com comprimento de onda que
abrange a regido do vermelho), e na presenca de oxigénio, conduz a geragdo de
produtos citotoxicos levando consequentemente a morte celular e destruicéo tecidual
(BOYLE ; DOLPHIN, 1996).

As primeiras fontes de luz utilizadas foram as lampadas convencionais, com
luz ndo coerente e policromatica associadas, na maioria das vezes a um
componente térmico. Com o desenvolvimento da tecnologia laser, obteve -se uma luz
monocromatica, com comprimento de onda especifico, grande densidade de
energia, dose de irradiacdo bem controlada e sistema de entrega através de fibras
Opticas. Em paralelo com a evolugdo quimica dos fotossensibilizantes, estudos
foram realizados para desenvolver novas fontes de luz. Os avangos no
conhecimento do sistema 6ptico do tecido permitiram que grandes melhorias fossem
realizadas no plano de tratamento (BRANCALEON ; MOSELEY, 2002).

Um dos principais motivos de usar a PDT como uma terapia € a concepcao
de sua seletividade. Efeitos colaterais podem ser minimizados aumentando o
acumulo seletivo do fotossensibilizante em células-alvo, e pela distribuicdo
focalizada e confinada da luz. Nao obstante, a PDT pode levar a alguns efeitos

adversos incluindo longa duracdo da fotossensibilidade da pele, ocasionalmente
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disturbios sistémicos e metabdlicos e destruicao tecidual excessiva do local tratado

(ORENSTEIN et al., 1996).

2.5.1 Fotossensibilizadores

Por volta de 1960 alguns estudos mencionaram o uso de hematoporfirina
(HP) e porfirinas e sua localizacdo seletiva em tumores que regrediam apos
exposicdo a luz visivel. Nesta mesma época foi descoberto o derivado da
hematoporfirina (HPD) que foi de grande utilidade para o aprimoramento da PDT.
Um preparado semi-purificado de HPD conhecido como Photofrin® (PF), foi o
primeiro fotossensibilizante a obter aprovacdo e regulamentagdo para ser usado
como coadjuvante no tratamento de varios canceres em muitos paises. Apos a
realizacdo de procedimentos experimentais com a finalidade de tratar tumores com
HPD-PDT, foram observadas algumas desvantagens, incluindo: prolongada
sensibilidade da pele, necessitando evitar luz solar por algumas semanas, pobre
penetragéo da luz dentro do tumor devido aos comprimentos de onda usados, dentre
outras (BAAS et al., 1995).

Estudos tém sido feitos para desenvolver novos fotossensibilzantes, e
atualmente existe um grande numero de fotossensibilizantes para serem
empregados na PDT. Contudo, existe a dificuldade em se escolher qual o
fotossensibilizante que apresenta melhor eficiéncia em uma determinada patologia.
Alguns fotossensibilizantes podem ser facilmente preparados a partir de sintese
parcial de materiais que existem em abundancia na natureza, favorecendo
economicamente e conferindo-lhe vantagens quando comparado com a sintese

guimica total (BAAS et al., 1995).
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As caracteristicas do fotossensibilizante ideal tém sido discutidas em recentes
estudos (DETTY et al. 2004; ALLISON et al., 2004). Eles devem ter baixos niveis de
toxicidade local na auséncia de irradiacdo e baixa incidéncia de toxicidade quando
administrado sistémicamente e devem absorver luz em comprimentos de onda que
abrangem a regido do vermelho ou do infravermelho proximo para penetrar nos
tecidos.

Muitos dos fotossensibilizantes usados clinica e experimentalmente sé&o
derivados de nucleos arométicos tetrapirrélicos, encontrados na natureza na forma
de pigmentos. As porfirinas naturais sdo ndcleos tetrapirrdlicos totalmente
conjugados (ndo-reduzidos) e variam em nuamero e tipo de ligacdes, particularmente
com moléculas do acido carboxilico (por exemplo, a coproporfirina tem quatro
ligacdes com o acido carboxilico e a protoporfirina tem duas). As porfirinas tém sua
faixa de absorcdo na regido de 630 nm de comprimento de onda. As clorinas séo
nucleos tetrapirrdlicos, com uma dupla ligacdo em um reduzido anel pirrélico,
conferindo uma faixa de absorcdo num comprimento de onda maior, que varia na
regiao entre 650 e 690 nm (NYMAN ;;HYNNINEN, 2004).

Um outro grupo de fotossensibilizantes largamente estudado € o das
ftalocianinas (FINGAR et al., 1993). Sua absorcéo se da na faixa de 650 a 700 nm,
com uma respeitavel magnitude. Ela é representada quimicamente por 4 grupos
fenil, mas estes possuem a desvantagem de serem insolUveis em agua e terem
dificuldade de agregacdo. Para minimizar tais desvantagens, foram incluidas nas
moléculas das ftalocianinas ions de metal como o aluminio, zinco, dentre outros.
Novos estudos indicaram que as ftalocianinas tetrasulfonadas possuem
caracteristicas favoraveis como intensa absor¢do na faixa do vermelho visivel e

longa permanéncia no estado ativado (SMETANA et al., 1994).



Outra classe de fotossensibilizantes inclui componentes completamente
sintéticos, ndo ocorrendo naturalmente, conjugados a um sistema de anéis pirrélicos.
Esses grupos incluem as fenotiazinas, e tém sido estudados também seus derivados
nao-tetrapirrélicos. Os exemplos desses grupos sdo o azul de toluidina, o azul de
metileno e a “Rose Bengal’. Estes compostos tém sido largamente estudados como
agentes para mediar foto-inativagdo antimicrobiana e também para mediar a morte
de células neoplasicas em mamiferos (HAMBLIN ; HASAN, 2004).

Muitos destes compostos sao lipofilicos e alguns séo igualmente insoltveis
em agua. Embora se realizem muitos estudos nesta area, os aspectos moleculares
estruturais para sintetizar o fotossensibilizante ideal, com grande seletividade para
tumores, lesdes teciduais ou microrganismos patogénicos, com alto nivel de
fototoxicidade para uma limitada area, sdo ainda desconhecidos.

Para escolher um dos muitos fotossensibilizantes que existem no mercado, é
necessario entender alguns dos mecanismos de como o fotossensibilizante se
comporta frente a irradiacdo e o que acontece com eles quando séo colocados em
contato com células. A maneira precisa como a PDT influencia as células é
controlado, na maioria dos casos, pela localizacdo do fotossensibilizante dentro da
mesma. Esta localizacdo é determinada pela sua natureza quimica (peso molecular,
lipofilicidade, anfifilicidade, carga ibnica e caracteristicas da proteina de ligagéo),
pela sua concentracdo, o tempo de incubacéo, e o fenotipo da célula alvo (NYMAN e
HYNNINEN, 2004).

Os fendmenos fotofisicos envolvendo os fotossensibilizantes sdo explicados
da seguinte forma: seu estado desativado mostra 2 elétrons com cargas opostas
(isto é conhecido como estado singleto) em uma érbita molecular de baixa energia.

Quando ocorre o contato com a luz e esta € absorvida na forma de fétons, um de
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seus elétrons é impulsionado para uma 6rbita de alta energia, mas mantendo sua
carga (primeiro estado singleto ativado) e isto acontece muito rapidamente (em
nanosegundos). O estado singleto ativado pode levar a um processo conhecido
como cruzamento de intersistemas por meio do qual a carga de um elétron excitado
inverte para uma meia vida relativamente mais longa (em microsegundos) passando
para estado tripleto excitado, que possui cargas de elétrons paralelas (CASTANO et
al., 2004).

O fotossensibilizante (PS) no estado tripleto excitado pode submeter a 2 tipos
de reac0es (figura 1). A reacgao tipo | frequentemente envolve producéo inicial de
anion superoxido por transferéncia de elétron do fotossensibilizante no estado
tripleto para o oxigénio molecular e a reacéo tipo Il é caracterizada pela transferéncia
de energia do PS no estado tripleto excitado para o oxigénio molecular para formar
oxigénio singleto no estado ativado (BILSKI et al., 1993; MA e JIANG, 2001). Tal
oxigénio reativo juntamente com outros radicais livres produzidos pela reagéo tipo |
podem diretamente reagir com muitas moléculas celulares, como, por exemplo,
moléculas de uma proteina, promovendo danos a ela por oxidagdo (GRUNE et al.,
2001). Ambas as reacdes podem ocorrer simultaneamente, e a relacdo entre esses
dois processos depende do tipo de fotossensibilizante usado, da concentracdo do

substrato e do oxigénio.
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Figura 1: Mecanismo de formacdo dos produtos reativos das reagles tipo | e tipo Il a partir do
fotossensibilizante (PS) no estado tripleto excitado.

Por causa da alta reatividade e o curto tempo de meia vida do oxigénio
singleto e radicais hidroxil, somente moléculas e estruturas que estdo proximas a
area de sua producdo (areas onde o fotossensibilizante estad localizado) sé&o
diretamente afetadas pela PDT. A vida média do oxigénio singleto em sistemas
biolégicos € menor gue 40 ns (MOAN e BERG, 1991).

E sabido que os produtos reativos da PDT possuem um curto tempo de meia
vida e sua acdo se da no local de sua geracdo, mas em determinadas ocasifes 0

tipo de dano que pode ocorrer em células carregadas com um fotossensibilizante e
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submetidos a iluminacdo depende da sua localizagdo subcelular. O entendimento
das principais localizacdes dele € importante para se chegar a conclusdo de qual
deles é o mais efetivo para cada situacdo. A microscopia confocal por fluorescéncia
€ muito utilizada para determinar a localizacdo intracelular de muitos
fotossensibilizantes. A localizacao subcelular é investigada com diferentes emissfées
de fluorescéncia, onde ser usada para identificar os sitios de localizacdo do
fotossensibilizante, além dos locais que sofrem os danos apos irradiacdo (KESSEL
etal., 1997).

A distribuicé@o intracelular em culturas de células pode ser determinada por
uma escala de fotossensibilizantes com estruturas extensamente diferentes. As
caracteristicas estruturais importantes relativas aos fotossensibilizantes que lhes
conferem absorcéo celular sédo: a) possuir uma carga iénica a qual pode mudar de
um anion (-4) para um cation (+4); b) possuir um grau de hidrofobicidade expressada
como o logaritmico do coeficiente de particdo octanol/agua; c) possuir um grau de
simetria molecular. Fotossensibilizante que sdo hidrofobicos e possuem 2 ou menos
cargas negativas podem difundir através da membrana plasmatica, e entdo localizar
em outra membrana intracelular. Estes fotossensibilizantes também tendem a uma
maior concentragcdo dentro de células in vitro, especialmente quando estao
presentes em baixas concentragcbes em um meio de cultura. Os que sdo menos
hidrofébicos e possuem mais que duas cargas negativas tendem a ser polares, para
assim difundirem com mais facilidade através da membrana plasmatica e eles sao
englobados por endocitose (CASTANO et al., 2004).

O fato de muitos fotossensibilizantes serem fluorescentes assim como
ativados fotoquimicamente, significa que estratégias de imagem e detec¢do podem

ser aplicadas nos protocolos da PDT. Por exemplo, mensuracfes de fluorescéncia
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podem ser feitas para quantificar a concentracdo real de fotossensibilizante numa
lesdo antes de decidir quais o0s parametros apropriados de irradiacao

(BRANCALEON ; MOSELEY, 2002).

2.6 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (APDT)

A APDT parece ser dotada de diversas caracteristicas favoraveis para o
tratamento de infec¢des microbianas localizadas, especialmente apds o advento dos
agentes fotossensibilizantes catidnicos (as fenotiazinas, porfirinas meso-
substituidas, clorinas conjugados a poli-L-lisina) que interagem com a parede
externa da superficie de diversos tipos de células bacterianas e de fungos,
aumentando sua permeabilidade, e permitindo que quantidades significativas do
fotossensibilizante sejam acumuladas na membrana citoplasmaticas. Estes
fotossensibilizantes sdo caracterizados por um largo espectro de atividade, sendo
eficazes contra bactérias gram-negativas e gram-positivas antibiético-resistentes e
fungos. Em geral, a morte extensa de patdogenos pode ser conseguida sob leves
condicbes de irradiacdo, com tempos curtos de incubacdo, que garantem um
elevado grau de seletividade por bactérias em comparacdo com o0s principais
constituintes dos tecidos do hospedeiro, tais como queratinécitos e fibroblastos.
Além disso, a inativacdo de microrganismos pela fotossensibilizacdo € tipicamente
um processo multi-alvo, conseqlientemente, a selecdo de patdégenos foto-resistentes
€ muito improvavel e ndo foi observada experimentalmente (MAISCH et al., 2005).

Wainwright (1998) comentou sobre a resisténcia na aceitacdo da terapia
fotodinAmica antimicrobiana (APDT), apesar da rapida aceitacdo clinica da terapia

fotodindmica (PDT) contra células cancerigenas. Assim como a PDT, a APDT utiliza
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fotossensibilizadores e luz visivel na regido do vermelho ou luz infravermelha a fim
de promover uma resposta fotocitotdéxica, normalmente através de danos oxidativos.
Foi atribuido como principal utilizacdo da APDT a inativacao viral, embora existissem
protocolos para tratamento de infecgéo oral. Tal protocolo foi mostrado com sendo
eficaz in vitro no combate a bactérias (incluindo aquelas resistentes a drogas),
fungos, virus e parasitas.

A proposta de se utilizar a APDT em estudos cutaneos in vivo foi divulgada
por Zeina et al. (2002), mas para isso requereria um procedimento terapéutico onde
as bactérias poderiam ser mortas sem prejudicar o tecido adjacente. Eles
analisaram, in vitro, a existéncia de algum efeito citotoxico em queratindcitos com o
uso da APDT. Taxas de morte foram determinadas para uma linhagem de
gueratinécitos humanos (H103) usando azul de trypan e corante de vermelho neutro
nos testes de viabilidade. Através dos seus resultados foi sugerido que in vivo, a
APDT poderia ser eficiente em reduzir bactérias da pele ndo induzindo efeitos
citotoxicos em queratinocitos.

Rovaldi et al. (2000) analisaram a eficiéncia da APDT na doencga periodontal,
comparando a acao de dois agentes fotossensibilizantes derivados da porfirina. Um
desses derivados foi o clorina €6, o qual mostrou, in vitro, atividade contra um
limitado grupo de bactérias periodontopatogénicas. A partir disso, eles projetaram
um derivado porfirinico conjugado a pentalisina, para que a molécula obtivesse um
maior espectro de acdo. O clorina e6 conjugado a pentalisina mostrou, in vitro,
atividade contra todos os microrganismos orais testados, incluindo Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Eikenella
corrodens, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces viscosus. Portanto, o chlorin e6

conjugado a pentalisina reduziu mais eficazmente as  bactérias
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periodontopatogénicas, podendo ser uma ferramenta significativa para o tratamento
da doenca periodontal, mas estudos in vivo sd0 necessarios.

A existéncia de microrganismos resistentes a antibidticoterapia determina a
necessidade em se desenvolver estratégias antimicrobianas alternativas. Embora a
APDT seja usada por muitos pesquisadores para inativar bactérias in vitro, o uso
desta terapia foi raramente relatado em trabalhos envolvendo modelos animais de
infeccdo. Entdo Gad et al. (2004) descreveram o primeiro uso da APDT para tratar
infeccbes mediadas por bactérias Gram-negativas em feridas excisionais em ratos.
O resultado desse experimento foi bastante satisfatorio e eles sugeriram que a
APDT pode ser aplicada em infec¢@es teciduais leves mediadas por microrganismos
resistentes a antibioticoterapia.

Zeina et al. (2001) comentaram sobre os avan¢os no desenvolvimento da
APDT. Seus estudos basearam-se na utilizacado do azul de metileno em combinacao
com a luz laser em amostras de microrganismos da pele. Usando condi¢Ges de
intensidade de luz padronizadas (densidade de poténcia de 42mW/cm?) e azul de
metileno (100 pg/mL), o numero de mortes foi determinado contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium
minutissimum, Propionibacterium acnes e Candida albicans. A taxa de morte de
Staphylococcus epidermidis mostrou que tal resultado é diretamente proporcional a
intensidade da luz. Uma elevada taxa de morte celular foi também obtida usando
apenas luz solar.

Lambrechts et al. (2005) preocupados com a ascensdo de mdultiplas bactérias
resistentes a antibidticos, viram a necessidade de se pesquisar terapias
antimicrobianas alternativas para tratar infecgdes. Entédo eles analisaram o efeito do

laser associado a um agente fotossensibilizante, no combate a tais microrganismos.
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Seus estudos foram baseados no tratamento de feridas de queimadura em ratos
infectadas com Staphylococcus aureus. O laser usado isoladamente ou em
associacdo com o fotossensibilizante foi eficaz em adiantar a cicatrizacéo da ferida,
sendo sugerido que PDT é eficiente em reduzir rapidamente a concentracdo de
bactérias em queimaduras infectadas.

Chabrier-Rosello et al. (2005) analisaram o efeito proposto pela APDT em
infeccbes mucocutaneas e cutaneas mediadas por Candida albicans. Em seus
estudos, os autores se basearam nas jA conhecidas ac¢bes fotodinamicas do
Photofrin® como agente fotossensibiliozante, e a partir disso quiseram elucidar mais
parametros da acdo fotodindmica contra Candida albicans e examinar se 0s
mecanismos usados comumente pelos microrganismos para bloquear qualquer
resposta oxidativa antimicrobiana ocorriam. Os biofilmes de Candida albicans foram
sensiveis a fototoxicidade de uma maneira dose-dependente e alguns dos
mecanismos usados por microrganismos para bloquear qualquer atividade oxidativa
antimicrobiana ndo foram aparentemente operantes durante o tratamento
fotodindmico, mostrando que a APDT pode ser viavel como terapia alternativa para
tratamento de candidiases mucocultaneas ou cutaneas.

Jori et al. (2006) apontaram a APDT como possuidora de caracteristicas
favoraveis para o tratamento de infeccbes originadas de microrganismos
patogénicos, por apresentar um largo espectro de acdo, uma eficiente inativacéo de
patdégenos antibidtico-resistentes, a auséncia de mutacdo ndo selecionando células
microbianas foto-resistentes. A atividade citotoxica contra uma grande variedade
bactérias, fungos e protozoario foi atribuida como sendo tipica dos
fotossensibilizantes que sdo carregados positivamente em valores de pH fisioldégicos

e caracterizados por uma hidrofobicidade moderada. Estes fotossensibilizantes em
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uma concentragdo micromolar podem induzir uma diminuicdo nos registro da
populacdo microbiana ap0s os periodos de incubacéo e irradiacdo subsequentes.
Portanto, a interacdo entre laser e fotossensibilizante pode representar uma

modalidade alternativa eficaz no tratamento de infecgdes microbianas localizadas.

2.6.1 Acédo da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

Em uma pesquisa utilizando a bactéria Saccharomyces cerevisiae AD4, Ito
(1980) tendo como posse o corante azul de toluidina e uma luz branca de xendnio
avaliou o dano ocorrido na membrana celular através das medidas de fluxo de uma
sonda molecular. Seus resultados sugeriram que a APDT possui a propriedade de
provocar lise na membrana celular.

As diferencas estruturais existentes entre os diferentes tipos de bactérias
devem ser levadas em consideracdo. No geral, bactérias Gram+ aerdbias
desenvolvem a fotossensibilizacdo através da formacdo do oxigénio singleto, ja as
anaerdbias ndo sdo sensibilizadas por este ultimo, mas pela formacdo de outros
radicais livres. No entanto, as bactérias Gram- devem ser tratadas com substancias
gue promovam o rompimento de sua membrana (MALIK et al., 1990). Para ocorrer a
inativacdo, o fotossensibilizante deve ser absorvido pela parede celular, unir-se a
membrana interna da célula e ainda ocorrer a possivel translocacédo deste para o
citoplasma celular, ocasionando a inibicdo da sintese de DNA e posteriormente de
RNA e proteinas.

A peroxidacéo lipidica fotodinAmica, que sdo os mecanismos fotodindmicos
em relagdo & membrana celular, foi alvo de estudo para Girotti (1990). Tal

peroxidacdo se inicia com a absorcdo de fétons da luz por parte de um agente
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fotossensibilizante culminando no desencadeamento das reagdes Tipo | e Tipo |
faladas anteriormente.

Em um estudo realizado por Okamoto et al. (1992), foram testados os efeitos
fotodindamicos de fotossensibilizantes associados com o laser He-Ne (?= 632,8 nm)
em microrganismos cariogénicos, avaliando a zona de inibicdo de crescimento.
Verificaram neste estudo zonas de inibicdo em todas as cepas de Streptococcus
mutans, e quanto mais longo o periodo de irradiacdo, maior era a zona de inibi¢éo.
Sugeriram entdo que, as bactérias cariogénicas podem ser mortas por irradiacao
com laser He-Ne, porém quando em presenca de corantes especificos, como azul
de metileno, Photofrin® e clorina e6.

Paardekooper et al. (1995) estudaram o efeito da APDT em complexos
enzimaticos intracelulares utilizando o azul de toluidina. Os resultados mostraram
gue ocorria uma inibicdo desses complexos enzimaticos e também uma queda nos
niveis de Adenosina Trifosfato (ATP). Portanto, as enzimas intracelulares sao
inativadas, inviabilizando assim a célula.

Para Wainwright (1998) s um microrganismo mostra seletividade para um
corante como o azul de metileno, este pode ser passivel de ser fotossensibilizado.
No que se refere ao mecanismo de acédo, dependendo de sua estrutura molecular e
do meio onde esta ocorrendo a transferéncia eletronica, a molécula pode perder sua
energia através do processo fisico e passar para um estrado tripleto excitado. A
partir dai, os fotossensibilizantes podem ser submetidos a varias vias fotocitotoxicas

e provocar diferentes eventos citotoxicos dependendo de sua localizacéo (tabelal).



Tabela 1: Vias fotocitotoxicas nas células microbianas
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Fonte: Wainwright, (1998).

Em estudos fisiolégicos espectroscopicos,

Oldhan e Phillips (1999)

demonstraram que ndo existe um Unico mecanismo responsavel pela morte dos

microrganismos. Para eles a fotoinativacdo, por exemplo, de Gram-positivas como o

Streptococcus mutans necessitam apenas da producdo de oxigénio singleto por

serem aerobias, no entanto, as bactérias Gram-negativas como a Porphyromonas

gingivalis requerem a formacé&o de outros radicais livres por serem anaerdébias.
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Outro estudo, demonstrando o mecanismo de acdo da APDT em colGnias
bacterianas, avaliou se este mecanismo poderia afetar fatores de viruléncia
bacteriana como os lipopolissacarideos (LPS) e proteases. Utilizando LPS de
Escherichia coli, proteases de Porphyromonas aeruginosas, azul de toluidina e luz
vermelha, a atividade dos fatores de viruléncia foram determinadas previamente e
logo apos a irradiacdo. Foi observado que a APDT pode ser um tratamento adicional
para reduzir os fatores de viruléncia de agentes microbianos (KOMERICK et al.,
2006).

Bhatti et al. (2001) dentificaram as proteinas fotossensiveis da membrana
externa de Porphyromonas gingivalis. Para tal foi utilizado o laser de He-Ne (?=
632,8 nm) e o fotossensibilizante azul de toluidina nas concentracdes de 0,5 e 5
ug/ml e foi criado um painel de anticorpos monoclonais para o patdgeno em questao.
Os anticorpos reconheceram varias proteinas fotossensiveis, sugerindo que tais
proteinas sdo os principais alvos das espécies citotdxicas geradas durante a APDT e
gue tal terapia pode se tornar mais seletiva e assim potencialmente mais efetiva.

Komerick e Wilson (2002) em um de seus estudos observaram que a
composicdo e o pH do meio em que as bactérias estdo suspensas influenciam na

atividade da APDT mediada pelo azul de toluidina.
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3. JUSTIFICATIVA

Visto que a APDT pode constituir um procedimento capaz de induzir morte
bacteriana e desta forma combater a resisténcia antimicrobiana, propomos um
estudo baseado em analisar a capacidade de dois agentes fotossensibilizadores em
mediar a APDT, pois a eficiéncia deles em induzir morte bacteriana constitui um fator
relevante na escolha de qual fotossensibilizante é mais eficaz em matar o

microrganismo promotor de uma determinada infecgéo.
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4. OBJETIVO GERAL

Comparar a eficacia do azul de metileno e da cloro-aluminio ftalocianina
tetrasulfonada como agentes fotossensibilizantes da Terapia Fotodinamica

Antimicrobiana em induzir morte de bactérias Gram+.

4.1 Objetivos especificos

Analisar  diferentes  concentragdes da cloro-aluminio ftalocianina
tetrasulfonada como agente fotossensibilizante da APDT em induzir morte de
bactérias Gram+.

Comprovar a eficacia do azul de metileno como agente fotossensibilizante da

APDT em induzir morte de bactérias Gram+.
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5. MATERIAL E METODO

5.1 Material

Meio de Infusdo de cérebro e coracédo (BHI - “Brain Heart Infusion”) Difco, pH: 7,4:
préprio para o cultivo overnight das culturas bacterianas. O meio foi obtido
adicionando 37,0 g do p6 a 1 L de agua ultrapura seguida de autoclavagem a 121°C

por 15 minutos.

Agar Triptico de soja (TSA — “Tryptic Soy Agar”) Difco, pH: 7,3: agar com digerido
de soja e caseina utilizado para o desenvolvimento de Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis. O meio foi obtido adicionando 40,0 g do p6 do meio a 1 L de
agua ultrapura aquecendo com agitacdo freqlente até que o pé se dissolva

completamente. Em seguida autoclavar a 121°C por 15 minutos.

“Mitis Salivarius Agar” (MAS): Difco, pH: 7,0: Meio seletivo para isolamento de
Streptococcus mutans. O meio foi obtido adicionando 90,0 g do p6 do meio a 1 L de
agua ultrapura aquecendo com agitacdo frequente até que o po se dissolva

completamente. Em seguida autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Solugcdo Tampdo Fosfato de Soédio a 0,9% (PBS — “Phosphate Buffer Saline”)
Fisher: solucdo contendo NaHPO4.H,O, Na,HPO,.7H,O e NaCl, utlizado para

obtencao das solucdes estoque de fotossensibilizantes e suas respectivas dilui¢cdes.

Cepas Bacterianas: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Staphylococcus aureus
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(ATCC 1458) e Enterococcus faecalis (ATCC10100). Elas foram estocados em meio
BHI em tubo inclinado, repicados semanalmente e distribuidos em MAS

(Streptococcus mutans) e TSA (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis).

Fotossensibilizantes: cloro-aluminio ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS,) (Porphyrin
Products, INC), nas concentragdes del0 pM, 20 uM, 30 uM e 40 uM obtidas através
da diluicdo de solucéo estoque de AlPcS; 1 mM em Salina Tampéao Fosfato (PBS);

Azul de Metileno (AM) (Synth), na concentracao de 5,34 uM (0,1 mg/ml).

Triton X-100: Sigma®. Solucdo contendo t-Octilfenoxipoli-etoxietanol utilizada para
tratar a membrana externa das bactérias e assim facilitar a penetragcdo do

fotossensibilizante. Foi diluido em PBS para obtencdo de uma concentracao 1%.

Laser modelo Thera lase®: DMC Equipamentos Ltda - Brasil: diodo com meio ativo
em Arsenieto de Galio Aluminio (GaAlAs), com emisséo na regidao do vermelho (?=
630 - 690nm) com poténcia maxima de emissdo de 50 mW e na regido do
infravermelho ((? = 810 - 830nm) com poténcia maxima de emissdo de 500 mW ,

podendo ser continuo ou pulsado.

Estufa de cultura modelo 502 A Orion®: utilizada para manutencéo das colbnias

bacterianas num ambiente a 37°C.

Transiluminador UV de 302 nm (modeloT26M - BioAgency): utilizado para iluminar

as placas e proceder com a contagem das UFC.
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Fotodocumentador (Gel Logic 100 Imaging Sytem - Kodak®): utilizado para contar

as UFC e documentar as imagens.

Espectrofotbmetro  SpectraCount modelo BS10001 (Packard BioScience

Company) : utlizado para fazer a leitura da densidade Optica das culturas e

determinar a curva de crescimento bacteriano.

5.2 Métodos.

5.2.1 Curva de crescimento

Uma unidade formadora de col6nia (UFC) foi retirada da cultura estoque de
cada cepa bacteriana mencionada (item 5.1) com auxilio da alca de platina e
inoculada em 3 tubos contendo 20 ml de meio BHI respectivamente, com incubacéo
a 37° C. A partir do momento da incubacéo, a cada 2 horas colhia-se 100 ul de cada
tubo com o auxilio de um pipetador automatico (Pipetman, Gilson® - Franca de 100
ul) e colocava em placa de 96 pocos para a realizacdo da leitura espectrofotométrica

no comprimento de onda de 550 nm.

5.2.2 In6culo bacteriano

Obtida a curva de crescimento bacteriano, una UFC foi retirada da cultura
estoque de cada espécie bacteriana mencionada com auxilio da alga de platina e
inoculada no tubo contendo 20 ml de meio BHI e colocadas para incubar overnight a

37°C para que as bactérias atingissem o seu niumero maximo de crescimento.
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5.2.3 Preparo das Placas de Petri

Em placas de Petri limpas e estéreis foram adicionados 20 ml de meio TSA
préprio para o desenvolvimento de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
ou 20 ml de meio MSA préprio para o desenvolvimento de Streptococcus mutans.
Apos distribuir os respectivos meios de cultura, as placas foram colocadas em estufa

a 37°C para teste de esterilizacdo (24 a 48 horas).

5.2.4 Método de Gram

Apoés o crescimento das culturas bacterianas em meio BHI, 20 pl de foram
colocados sobre uma lamina de vidro, espalhando a gota (esfregaco) e fixando com
calor. Despejou-se o corante cristal violeta sobre a lamina cobrindo todo o esfregaco
deixando em repouso por um minuto. Enxaguou-se a lamina para remover o excesso
do corante e foi despejado lugol sobre a lamina cobrindo todo o esfregaco deixando
em repouso por um minuto; a lamina foi novamente enxaguada para remocao do
excesso do fixador. Com a lamina inclinada, despejou-se algumas gotas de alcook
acetona 1:1 v:v (descolorizador) para remover o complexo cristal violeta-lugol das
células Gram-. Este procedimento ndo pode exceder a cinco segundos. Em seguida,
a lamina foi enxaguada com agua para remover o excesso do solvente. Despejou-se
o corante fucsina basica (ou safranina) sobre a lamina cobrindo todo o esfregaco
deixando em repouso por um minuto. Enxaguou-se a lamina com agua pela ultima

vez e elas foram secadas com papel absorvente.

5.2.5 Contagem e diluicdo da cultura bacteriana
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Constatada auséncia de contaminacdo da cultura bacteriana por bactérias
Gram-, 0 processo de contagem bacteriana foi realizado. Para tal foi utilizada a
Camara de Neubauer (Bright - Line 0,0025 mm? ; Optik Labor), onde foi colocado 20
ul de cultura bacteriana para proceder com a contagem em microscopio (modelo
DLMB; Leica).

Obtido o numero de bactérias, as diluicdes foram realizadas em PBS (Solugéo
Salina Tampao Fosfato a 0,9%) na proporcédo de 1:10, quantas vezes for necessario

para chegar a um ndmero de 10®° bact/ml, padronizando este valor

experimentalmente.

5.2.6 Distribuicdo das aliquotas e adi¢cdo do fotossensibilizante

Obtida a quantidade de bactérias desejada, aliquotas de 1000 pl foram
distribuidas em tubos tipo eppendorfs de 1,5 ml e centrifugadas por 5 minutos a
14000 rpm e ressuspendidas em PBS. As amostras foram transferidas para placas
de 24 pogos e dispostas de maneira a caracterizar diferentes grupos (0s grupos com
seus respectivos constituintes estédo assinalados a seguir) divididos em 3 fazes para

gue as bactérias ndo ficassem muito tempo suspensas em uma solugédo ndo nutritiva

e viessem a morrer induzindo resultados falso-negativos:

Grupos da primeira fase:

» Grupo 1* (controle): cultura bacteriana;

» Grupo 2**: cultura bacteriana;

» Grupo 3*: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + azul de metileno 5,34uM;
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» Grupo 4**: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + azul de metileno 5,34uM.

Grupos da segunda fase:

» Grupo 5**: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AlIPcS, 10 pM;
» Grupo 6**: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AlIPcS,4 20 uM;
» Grupo 7**: cultura bacteriana + Triton X 100 - 1% + AlIPcS, 30 uM;

» Grupo 8**: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AIPcS, 40 uM.

Grupos da terceira fase:

» Grupo 9*: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AIPcS4 10 uM;
» Grupo 10*: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AIPcS, 20 pM;
» Grupo 11*: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AIPcS,4 30 uM;

» Grupo 12*: cultura bacteriana + Triton X 100 — 1% + AIPcS,4 40 pM.

*Grupos que nao foram irradiados.

**Grupos que receberam irradiacao.

Os grupos foram distribuidos em triplicata e o processo experimental foi divido
em 3 fases como mencionado anteriormente: na primeira fase foram distribuidas
aliquotas de 1000 pl de cultura bacteriana para o grupo controle (grupo 1), 1000 pl
de cultura bacteriana para o grupo que sera irradiado s6 com laser (grupo 2) e 500 pl
de cultura bacteriana para os grupos onde seria adicionado 500 ul de azul de

metileno (grupos 3 e 4). Nos pogos onde seria colocado o fotossensibilizante, antes



foi adicionado 50 pl de Triton X 100— 1%. Ao final, a placa foi colocada em estufa a
37° C para incubar no escuro por um periodo de 1 hora para posterior irradiacao.

Na segunda fase foram distribuidas aliquotas de 990 pl de cultura bacteriana
para o grupo onde seria adicionado 10 pl de AlIPcS, (grupo 5), 980 pl de cultura
bacteriana para o grupo onde seria adicionado 20 pl de AlPcS, (grupo 6), 970 ul de
cultura bacteriana para o grupo onde seria adicionado 30 pl de AlPcS, (grupo 7),
960 ul de cultura bacteriana para o grupo onde seria adicionado 40 pl de AIPcS,
(grupo 8). Apds adicao do Triton X 100 - 1% e do fotossensibilizante preconizou-se o
mesmo protocolo de incubacéo da fase 1.

Para a terceira fase seguiu-se 0 mesmo protocolo anterior de distribuicdo das
aliquotas e adicédo do fotossensibilizante para os grupos 9, 10,11 e 12, mas com a

diferenca de que tais amostras ndo foram irradiadas.

5.2.7 Irradiacdo das amostras

Apds uma hora de incubacdo a 37° C, as amostras foram transferidas para
tubos tipo eppendorf e novamente centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos
para retirar o fotossensibilizante ndo captado. Em seguida descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu o sedimento em 1000 pl de PBS e as amostras foram
recolocadas na placa de 24 pocos para realizar a irradiacdo com o laser diodo
GaAlAs (DMC Equipamentos Ltda) nos parametros apontados no quadro 1.

Quadro 1: Parametros de irradiacéo do laser Arsenieto de Galio Aluminio (GaAlAs)

Comprimento de Onda 685 nm

Poténcia 30mw

Tempo de Irradiacao 5.01 minutos
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Area 2,0 cm?
Densidade de Energia 4,5 Jlcm?
Distancia entre a ponta da fibra Optica e a amostra 3cm

5.2.8 Semeadura das amostras em Placas de Petri

Concluida a irradiacéo, foram retiradas aliquotas de 100 pl de cada poco e
distribuidas uniformemente, com o auxilio da alca de Drigalski, em placas de Petri
contendo 20 ml de meio sdlido préprio para o desenvolvimento de cada cultura
bacteriana. Ao final as placas de Petri foram vedadas com parafilme, e colocadas

em estufa a 37° C por 24 horas para o desenvolvimento das UFC.

5.2.9 Método de leitura dos resultados

Transcorridas 24 horas, as placas de Petri foram colocadas sobre um
transiluminador UV de 302 nm (T26M - BioAgency), registradas por
fotodocumentador (Gel Logic 100 Imaging Sytem - Kodak®) e transferidas para um
computador convencional para contagem das U-C através do programa Molecular
Imaging Software (Kodak®). Na confeccdo dos gréaficos foi utilizado o programa
GrafhPad Prism versao 2.0. Empregou-se o teste ANOVA com poés-teste Student-
Newman-Keuls para compara¢des multiplas, considerando um nivel de significancia
de 5% ( < 0,05). Na obtencédo da porcentagem de sobrevivéncia bacteriana, era

calculada a média da triplicada de UFC de cada grupo.
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5.2.10 Obtencéo da concentragao inibitéria minima da AlPcS,

Apés os procedimentos de cultivo, método de Gram, contagem, diluicdo e
distribuicdo das aliquotas das culturas bacterianas assinaladas no item 5.1, foi
adicionado a elas TritonX100 a 1% e AIPcS4 nas concentracdes de 1 uM, 5 uM e 10

UM, seguidas de incubacdo por uma hora a 37°C para captagcdo do
fotossensibilizante, irradiacdo nos parametros apontados no item 5.2.7,
distribuicdao em placas de Petri e transcorridas as 24 horas de incubacao a
37°C, foi preconizada a contagem das UFC e a concentracdo que determinou

valores de UFC menores que o controle com significancia estatistica foi considerada

como sendo a concentracao inibitéria minima.
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6. Resultados

Inicialmente obtivemos os valores da curva de crescimento das bactérias
utilizadas neste estudo, e foi observado que cada bactéria apresenta um padréo de
crescimento diferente, gréafico 1.

A cultura de Enterococcus faecalis foi a primeira a passar da fase lag para a
fase exponencial, por volta da 42 hora, chegando a fase estacionaria na 82 hora onde
permaneceu até a 242 hora. J4 a cultura de Staphylococcus aureus passou para a
fase exponencial por volta da 122 hora estabilizando seu nimero na 182 hora. A
cultura de Streptococcus mutans foi a ultima a passar para a fase exponencial, por
volta da 142 hora, chegando a fase estacionéria na 182 hora como o Staphylococcus

aureus. Estas duas ultimas culturas também permaneceram na fase estacionaria até

a 242 hora.
0.4 _
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Grafico 1- Curva de crescimento bacteriano.
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A partir da obtencdo da curva de crescimento bacteriano, foi padronizado o
cultivo overnight a 37°C em 20 ml de meio BHI para as trés bactérias estudadas e
posteriormente elas foram submetidas a0 método de Gram para a verificacdo da
existéncia ou ndo de contaminacdo das culturas. A existéncia de contaminacao foi
constatada em 15% das culturas cultivadas, sendo imediatamente descartadas. Na
auséncia de contaminagdo, a contagem da quantidade de bactérias existentes por
mililitro de meio foi realizada e a partir do numero de bactérias obtido, foi
preconizado diluicdes seriadas afim de diminuir a quantidade de bactérias para 10°
bactérias por mililitro.

A leitura dos resultados foi baseada na quantidade de UFC que cada amostra
podia desenvolver e elas expressavam as fragcdes de sobrevivéncia bacteriana.
Portanto foram obtidos valores UFC para os diferentes grupos propostos, depois de
completadas 24 horas pés-experimento. Considerado que as UFC do grupo controle
sdo 100%, os valores da porcentagem de sobrevivéncia bacteriana frente a
diferentes situacdes foram indicados num processo comparativo com as do grupo
controle.

Na analise da concentracéo inibitéria minima da AlPcS, foi observado que as
culturas bacterianas submetidas a concentracao de 10 uM da AIPcS, com posterior
irradiacdo mostraram menores valores de UFC com significancia estatistica quando
comparados ao controle, indicando inducdo de morte bacteriana. O mesmo nao foi
observado utilizando as outras concentragcdes mencionadas.

A primeira bactéria submetida ao protocolo de irradiacdo foi Staphylococcus
aureus e, como descrito anteriormente, o procedimento foi dividido em 3 fases. Na
primeira fase foi observado que (grafico 2 e tabela 2) o valor médio obtido para o

controle (grupo 1) foi de 1480 UFC (figura 2A, figura 3A e Figura 4A). As amostras
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onde o laser foi utilizado isoladamente (grupo 2), foi observado um ndmero médio de
1523 UFC (figura 2B) e a uma porcentagem de sobrevivéncia bacteriana superior ao
do controle — 103%. Mas para amostras que continham azul de metileno foi
observada uma grande variagdo de tais valores quando comparada ao controle,
sendo contadas 799 UFC (figura 2C) em média com uma porcentagem de
sobrevivéncia bacteriana de 54% para amostras que continham o fotossensibilizante
na auséncia de irradiacdo (grupo 3) e 646 UFC (figura 1D) em média com uma
porcentagem de sobrevivéncia de 44% para amostras que continham tal
fotossensibilizante, mas que também foram expostas ao laser (grupo 4).

Na segunda fase (grafico 3 e tabela 2, as culturas expostas a 10 uM de
AlPcS, e irradiadas (grupo 5) obtiveram um valor médio de 1369 UFC (figura 3B)
com 92% de sobrevivéncia bacteriana quando comparada ao controle. A adicédo de
20 uM de AIPcS,4 com posterior irradiacao (grupo 6) obteve um walor médio de 1114
UFC (figura 3C) com 75% de sobrevivéncia bacteriana. A incubacdo de bactérias
com 30 uM de AIPcS, e submetidas a irradiacdo (grupo 7) chegou a um valor de
682 UFC (figura 3D) em média com um valor de sobrevivéncia de 46%. Com 40 uM
de AlIPcS4 com posterior irradiacao (grupo 8) promoveram a formacéao de 254 UFC
(figura 3E) em média e 17% de sobrevivéncia bacteriana.

Na terceira fase, através da contagem das UFC das amostras que foram
expostas a diferentes concentracfes de AIPcS4, mas sem exposicado a irradiacao
laser, foi verificado que os valores de UFC e a porcentagem de sobrevivencia
bacteriana foram semelhantes ao controle (grafico 4 e tabela 3). Observada a
incapacidade das diferentes concentragcdes de AlIPcS, em induzir morte bacteriana
da na auséncia de laser, preconizamos apenas o registro do valor médio da AIPcS,

na concentracdo de 40 uM, juntamente com os dados da primeira fase.



60

2000 A
— [-] Controle
Laser
UFC R AM.-L
1000 A

_ Bl AM.+L

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4

Grafico 2= UFC de Staphylococcus aureus 24 horas apds o experimento onde se analisou o efeito do
laser isolado (Grupo2), Azul de Metileno 5,34 UM sem laser (Grupo3) e Azul de Metileno 5,34 uM +
laser (Grupo4) comparado ao controle (Grupol)(p < 0,05).

Figura 2: UFC de Staphylococcus aureus 24 horas ap6s o experimento: A — Controle; B — Laser
isolado; C — Azul de Metileno 5,34 puM sem laser; D - Azul de Metileno 5,34 UM + laser.
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Grafico 3- UFC de Staphylococcus aureus 24 horas apos o experimento com diferentes
concentracdes de AIPcS4 e posterior irradiacdo laser: 10 uM de AlIPcS4 (Grupo5), 20 uM de AlPcS4
(Grupo6), 30 uM de AlPcS4 (Grupo7), 40 uM de AlPcS4 (Grupo8) comparado ao controle (Grupol) (p

< 0,05).

Figura 3: UFC de Staphylococcus aureus 24 horas ap6s o experimento com diferentes
concentragfes de AlIPcS4 e posterior irradiacdo laser: A- Controle; B- 10 uM de AlPcSy4; C-

20 uM de AlPcSg4; D- 30 uM de AlPcS4; E- 40 uM de AlPcS4
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Gréfico 4- UFC de Staphylococcus aureus 24 horas apds o experimento com diferentes
concentragcfes da AlPcS, sem irradiacdo laser: 10 pM de AlPcS,; (Grupo 9), 20 pM de AIPcS,
(Grupo10), 30 uM de AIPcS, (Grupoll), 40 puM de AIPcS,; (Grupol2) comparado ao controle
(Grupol) (p<0,05).

Figura 4: UFC de Staphylococcus aureus 24 horas ap6s o experimento com diferentes concentracdes
de AlIPcS4 sem posterior irradiagdo laser: A- Controle; B- 10 uM de AlPcS4; C- 20 uM de AlPcSy; D-

30 UM de AlPcS4; E- 40 uM de AlPcSy4
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A cultura de Enterococcus faecalis, apresentou 0s seguintes valores: na
primeira fase, grafico 5 e tabela 2, podemos observar que o valor médio obtido para
o controle (grupo 1) foi de 1592 UFC (figuras 5A e 6A). O laser usado isoladamente
(grupo 2) possuiu um valor médio de 1579 UFC (figura 5C) e 99% de sobrevivéncia
bacteriana, diferente dos resultados observados para amostras incubadas com azul
de metileno na auséncia de irradiacao (grupo 3) que apresentavam 1225 UFC (figura
5D) e uma sobrevivéncia bacteriana de 77% e amostras incubadas com azul de
metileno com posterior irradiacdo (grupo 4) que apresentavam 172 UFC (figura 5E) e
uma sobrevivéncia bacteriana de 11%.

Na segunda fase, gréafico 6 e tabela 2, ao contar as UFC de amostras que
continham diferentes concentracbes de AIPcS, com posterior irradiacdo, foi
observado valores de 486 UFC (figura 6B) com sobrevivéncia bacteriana de 30%,
469 UFC (figura 6C) com sobrevivéncia bacteriana de 29%, 393 UFC (figura 6D)
com sobrevivéncia bacteriana de 25% e 257 UFC (figura 6E) com sobrevivéncia
bacteriana de 16% para amostras incubadas com 10 uM de AlIPcS, (grupo 5), 20 uM
de AIPcS, (grupo 6), 30 uM de AIPcS4 (grupo 7) e 40 uM de AIPcSs (grupo 8)
respectivamente.

Na terceira fase, da mesma forma que o ocorrido para o Staphylococcus
aureus, os valores de UFC e de sobrevivéncia bacteriana ndo sofreram variagédo
significativa. Somente as amostras que continham 40 uM de AlIPcS, na auséncia de
laser (grupo 12), que mostraram um valor médio de 1399 UFC (figura 5B) e 88% de
sobrevivéncia bacteriana foram representadas juntamente com os valores obtidos na

primeira fase, como visto no gréfico 5.
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Graéfico 5- UFC de Enterococcus faecalis 24 horas apés o experimento onde se analisou o efeito da
AlIPcS4 40uM sem laser (Grupol2), laser isolado (Grupo2), Azul de Metileno 5,34 uM sem laser
(Grupo3) e Azul de Metileno 5,34 uM + laser (Grupo4) comparado ao controle (Grupol). (p < 0,05).

Figura & UFC de Enterococcus faecalis 24 horas apds o experimento: A — Controle; B —
AlIPcS, 40 nM sem laser; C — Laser isolado; D — Azul de Metileno 5,34 uM sem laser; E - Azul
de Metileno 5,34 UM + laser.
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Grafico 66 UFC de Enterococcus faecalis 24 horas apés o experimento com diferentes concentracées
de AlIPcS4 e posterior irradiacdo laser: 10 uM de AIPcS4 (Grupo5), 20 uM de AlIPcS4 (Grupo6), 30 uM

de AIPcS4 (Grupo7), 40 uM de AlPcS4 (Grupo8) comparado ao controle (Grupol).(p < 0,05).

Figura 6: UFC de Enterococcus faecalis 24 horas apés o experimento com diferentes
concentracdes de AlIPcS4 e posterior irradiagdo laser: A- Controle; B- 10 uM de AlPcS4; C

20 uM de AlPcSg; D- 30 uM de AlPcS4; E- 40 uM de AlPcS4
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O Streptococcus mutans foi a dltima bactéria submetida ao protocolo de
irradiacdo e, na primeira fase, como observado no grafico 7 e tabela 2, foi adquirido
um valor médio de 1291 UFC (figuras 7A e 8A ) para o controle (grupo 1). Amostras
gue receberam apenas a irradiagéo laser (grupo 2), apresentaram 1284 UFC (figura
7C) e uma porcentagem de sobrevivéncia bacteriana igual a do controle. Mas para
amostras que continham azul de metileno observouse uma variagdo, sendo
contadas 1077 UFC (figura 7D) em média com sobrevivéncia bacteriana de 86%
para amostras que continham o fotossensibilizante na auséncia de irradiacédo (grupo
3) e 49 UFC (figura 7E) com porcentagem de sobrevivéncia de 4% para amostras
gue continham tal fotossensibilizante, mas que também foram irradiadas com laser
(grupo 4).

Na segunda fase (grafico 8 e tabela 2) foram registrados valores médios de
422 UFC (figura 8B) para amostras com 10 uM de AlPcS, submetidas a irradiacao
laser (grupo 5) com porcentagem de sobrevivéncia de 33%, 242 UFC (figura 8C)
para amostras com 20 uM de AlIPcS; submetidas a irradiacédo laser (grupo 6) com
porcentagem de sobrevivéncia de 19%, 210 UFC (figura 8D) para amostras com 30
UM de AIPcS, submetidas a irradiacdo laser (grupo 7) com um porcentagem de
sobrevivéncia de 16% e 42 UFC (figura 8E) para amostras com 40 um de AIPcS,
submetidas a irradiagcéo laser (grupo 8) com um porcentagem de sobrevivéncia de
3%.

A terceira fase também ndo mostrou valores com diferencgas significativas. As
amostras que continham 40 uM de AlIPcS4 nha auséncia de irradiacéo (grupo 12), ndo
apresentaram variacdo quando comparada ao controle, com um valor médio de 1315
UFC (figura 7B) e a mesma porcentagem de sobrevivéncia do controle sendo

documentadas juntamente com os valores obtidos na primeira fase, grafico 7.
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Grafico 7- UFC de Streptococcus mutans 24 horas apds o experimento onde se analisou o efeito da
AlIPcS4 40uM sem laser (Grupol2), laser isolado (Grupo2), Azul de Metileno 5,34 UM sem laser

(Grupo3) e Azul de Metileno 5,34 uM + laser (Grupo4) de acordo com o controle (Grupol). (p < 0,05)

Figura 7. UFC de Streptococcus mutans 24 horas apos o experimento: A — Controle; B — AIPcS,
40nM sem laser; C — Laser isolado; D — Azul de Metileno 5,34 uM sem laser; E - Azul de Metileno
5,34 uM + laser.
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Gréfico 8 UFC de Streptococcus mutans 24 horas apds o experimento com diferentes concentragées
de AlPcS4 e posterior irradiacdo laser: 10 pM de AlPcS4 (Grupo5), 20 uM de AlIPcS4 (Grupo6), 30uM
de AIPcS4 (Grupo7), 40 uM de AlPcS4 (Grupo8) de acordo com o controle (Grupol). (p < 0,05).

Figura 8: UFC de Streptococcus mutans 24 horas apds o experimento com diferentes
concentragfes de AlIPcS4 e posterior irradiacdo laser: A- Controle; B- 10 uM de AlPcSy4; C-

20 uM de AlPcSy4; D- 30 uM de AlPcS4; E- 40 uM de AlPcSy4
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Extrato Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6 Grupo7 Grupo8 Grupol2
Bacteriano controle s6 Laser s6 AM AM+Laser AlPcSstLaser AlPcSytLaser AlPc&+Laser AlPcSy+Laser s AlPcS
5,34uM 5,34uM 10uM 20uM 30uM 40uM 40uM
Staphylococcus a * * * * * * €
1480£1127 1 1523+67 799494 646142 © | 1369:97 " | 111489 0 | 682+64 0 | 25431 "F¥ | 141381
aureus (103%) (54%) (44%) (92%) (75%) (46%) (17%) (96%)
Enterococcus * * * * * * *
. 1502+184 | 1579381 | 1op5:44 | 172+168 C | 4862177 | 4694153 30348 " | 257¢61 ¥ | 1309+38°€
faecalis (99%) (T7%) (11%) (30%) (29%) (25%) (16%) (88%)
Streptococcus * *€ w4 *p *p *a LY
1291432 1?%?);-'/69 1077+116 49+11 4224169 242473 0 | 210£29 0 42434 ° 131587
mutans (100%) (86%) (4%) (33%) (19%) (16%) (3%) (102%)

% Média das UFC * Erro Padréo

i’ Porcentagem de sobrevivéncia bacteriana

Comparacao ao grupol
€ Comparacgéo ao grupo3
Comparacgéo ao grupo4
@ Comparacéo ao grupo5
Comparagéo ao grupo6
¥ Comparacédo ao grupo?7

A presenca do simbolo indica significancia estatistica ao grupo correspondente (p < 0,05)
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram uma significativa diferenca na
sobrevivencia bacteriana diante das diferentes situacfes as quais as bactérias foram
submetidas. De acordo com Wilson et al. (1992) e Millson et al. (1996), o azul de
metileno com posterior irradiacdo ndo é efetivo contra bactérias até que uma certa
concentracao inicial eficaz tenha sido determinada e isso também vale para a AlPcS4. A
concentracao do azul de metileno de 5,34 uM utilizada foi determinada através de uma
revisdo bibliogréfica e tivemos como base os trabalhos de Chan e Lai (2003). Mas néo
foi encontrado na literatura nenhum registro sobre uma concentragao eficaz da AlPcS4
como agente fotossensibilizante no combate a microrganismos. Dai a necessidade da
obtencdo da sua concentracdo inibitéria minima. A partir da concentracdo inibitoria
minima da AIPcS4 (10 uM) em induzir morte bacteriana, diferentes concentracdes
foram analisadas até que se chegasse a uma concentracdo que promoveria
semelhantes ou melhores resultados em comparacao com o azul de metileno .

Estudos anteriores nos revelaram uma grande escala de corantes que podem ser
usados como agente fotossensibilizante: ftalocianinas, porfirinas, azul de metileno, azul
de toluidina, dentre outros (BERTOLONI et al., 2000; GRIFFITHS et al, 1997,
WAINWRIGHt et al., 1998), e todos mostraram ter atividade contra bactérias Gram+ e
Gram- frente a irradiacdo (MINNOCK et al., 1996). Esta eficacia de morte bacteriana
promovida por todos estes fotossensibilizantes tem sido confirmada como sendo
significativamente diferente entre bactérias Gram+ e Gram-, com maior eficacia contra

as Gram+ (MALIK et al., 1992; NITZAN et al., 2001).
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Foi observado que o azul de metileno por si s6 possuiu efeito bactericida para
todas as bactérias utilizadas neste estudo, sendo tal efeito mais pronunciado nas
amostras de Staphylococcus aureus, reduzindo aproximadamente 50% a sobrevivéncia
bacteriana quando comparada as amostras controle. Isto foge uma regra fundamental
do fotossensibilizante ideal que ressalta a importancia da propriedade atéxica que eles
devem possuir na auséncia de irradiacdo. Ja a AlIPcS4 na concentracdo de 40 uM na
auséncia de laser, promoveu uma pequena reducdo no numero de UFC do
Enterococcus faecalis em comparacdo com o controle, mas ela se mostrou atéxica na
maioria das amostras das diferentes concentracdes utilizadas. O laser, na auséncia de
qualquer fotossensibilizante, ndo promoveu nenhuma variacdo no nimero de UFC das
amostras de bactérias, portanto o laser de baixa poténcia por si s6 ndo foi capaz de
fotoinativar os microrganismos utilizados.

Se o fotossensibilizante se mostra téxico quando utilizado na auséncia de
irradiacdo, ele também pode ser téxico para as células organicas como mostrado por
Paulino et al. (2005). Utilizando aulturas de Streptococcus mutans e de fibroblastos
expostas a diferentes concentracdes de “Rose Bengal’” (0 a 50 uM) e posterior
irradiacdo com uma fonte luminosa com comprimento de onda de 400 a 500 nm em
diferentes periodos de tempo (de 0 a 40 segundos), Di avaliada a viabilidade celular.
Observou-se que a fonte luminosa na auséncia de fotossensibilizante ndo foi toxica e
que o “Rose Bengal’ na auséncia de irradiacao foi toxico na concentragdo acima de 2,5
MM para ambas as culturas celulares. As concentracdes entre 0,5 e 2,5 uM foram
eficazes em induzir morte de Streptococcus mutans sem provocar efeito citotoxico para
os fibroblastos.

Apesar do efeito bactericida do azul de metileno observado neste estudo quando
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utilizado na auséncia de irradiacdo, sua toxicidade é reportada como sendo muito baixa.
Ele tem sido usado em elevadas concentragcdes em varios diagnosticos e terapias,
incluindo injecdo intrarterial em cirurgias reconstrutivas (JONES et al, 1996),
administracdo intravenosa (5mg/kg diluido em 500ml de solucdo glicosada) para
tratamento de hiperparatireoidismo primario (ROBERT et al., 1998), em infusbes
continuas para tratamento de choque séptico (BROWN et al., 1996), sendo a sua
aplicacdo mais importante na PDT contra células neoplasicas (ORTH et al., 1995).

O azul de metileno e alguns de seus derivados (azul de metileno 1,9-dimetil e
azul de metileno 1-metil) mostraram toxicidade e fototoxicidade contra Enterococcus
faecalis resistentes a vancomicina (WAINWRIGHT et al, 1999). Cada um dos
fotossensibilizantes utilizados isoladamente induziu morte bacteriana. O mesmo
resultado, sé que em maior escala, também foi observado quando eles foram irradiados
com uma fonte luminosa de 6,3 Jlcm®. Mas o azul de metileno induziu um menor
namero de mortes quando em comparacdo com o0s seus derivados. Isto pode ser
explicado pela maior hidrofobicidade que os derivados do azul de metileno obtiveram a
partir da alteragdo estrutural as quais ele foi submetido, permitindo uma maior
permeabilidade da parede celular das bactérias a esses fotossensibilizantes.

A concentracdo inibitéria minima da AlPcS4 (10pM) com posterior irradiagdo
laser possuiu efeito bactericida estatisticamente significante em todas as culturas
bacterianas, sendo bastante expressivo para Enterococcus faecalis e Streptococcus
mutans. As demais concentra¢gfes (20uM, 30uM, 40uM) seguidas de irradiacdo laser
promoveram reducdes ainda maiores do niumero de UFC, ou seja, quanto maior a

concentracdo da AIPcS4 empregada, menor a porcentagem de sobrevivéncia
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bacteriana frente a irradiacdo. Através desses resultados foi observado que o grau de
inducdo de morte bacteriana € diretamente proporcional a concentracdo do
fotossensibilizante.

Sabe-se que as bactérias Gram- possuem certa resisténcia contra APDT devido
elas ndo serem susceptiveis a acdo de muitos fotossensibilizantes, mas estes
conduzem prontamente a fototoxicidade nas bactérias Gram-positivas, ou seja, as
bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a APDT em comparagdo as espeécies
Gram-negativas. Alguns fatores, como carga cationica do fotossensibilizante assim
como o0 uso de agentes gque aumentam a permeabilidade da membrana externa das
bactérias, podem aumentar a eficacia da APDT em provocar morte de bactérias Gram-
negativas e melhorar ainda mais sua eficacia contra Gram-positivas (HAMBLIN e
HASAN, 2004; DEMIDOVA ; HAMBLIN 2004).

Existem evidéncias sugerindo que fotossensibilizantes que penetram no interior
da bactéria pode ser mais efetivo que aquele que age na superficie bacteriana
(HAMBLIN et al., 2002). N6s preconizamos 0 uso do Triton X-100 a 1% (SCHMIDT et
al.,, 1998), uma substancia que promove uma melhor permeabilidade da parede celular
das bactérias aos agentes fotossensibilizantes. Mas isto ndo quer dizer que os agentes
fotossensibilizantes que agem na superficie bacteriana nédo sdo eficazes, como muitos
trabalhos anteriores jA mostraram (BHATTI et al., 1998).

Em nosso estudo néo foi possivel analisar a diferenca da eficacia da APDT entre
bactérias Gram- e Gram+, pois foram utilizadas apenas integrantes deste ultimo grupo
bacteriano. Contudo foi observada uma variacdo na porcentagem de sobrevivéncia
entre os integrantes deste mesmo grupo de bactérias. E sugerido que as diferencas

bioquimicas existentes entre 0s microrganismos ou mesmo as diferentes respostas
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produzidas por cada bactéria ao estresse oxidativo acarretam resultados variados na
inducéo de morte de cada tipo bacteriano (DEMIDOVA ; HAMBLIN, 2005).

Estudos anteriores demonstraram que a APDT contra Staphylococcus aureus
pode possuir uma variacao consideravel devido ao fotossensibilizante usado e as
respostas que eles induzem. E foi estabelecido que, para organismos Gram+, tanto
fotossensibilizantes carregados positivamente como o0s carregados negativamente sao
efetivos para mediar a APDT por submeter tais organismos ao estresse oxidativo
(MALIK et al., 1990; SOUKOS et al., 1998).

Alguns fotossensibilizantes possuem uma carga positiva inata, necessitando se
ligar a um veiculo molecular catidénico tal como o poli-L-lisina. Esta ligacdo confere ao
fotossensibilizante capacidade de penetrar através da barreira de permeabilidade
bacteriana (DEMIDOVA ; HAMBLIN, 2004).

Embora néo existam estudos detalhados sobre a carga ibnica total carregada
pelo muco extracelular, existem trabalhos que mostram a interacdo hidrofébica entre o
muco bacteriano em promover adesao a superficies e assim determinar patogenicidade
bacteriana (DAS et al,, 2001; SCHMIDt et al., 1998). Consequentemente, pode-se supor
que as caracteristicas do muco tém um significativo papel na determinacéo da ligacéo e
penetracdo intracelular de fotossensibilizante que varia em carga e hidrofobicidade.
Portanto uma maior ou menor morte bacteriana pode ser determinada pelas
caracteristicas de sua superficie quanto a penetragdo do agente fotossensibilizante e
também pelas caracteristicas hidrofébicas do mesmo.

A diferenca morfolégica entre bactérias Gram+ e Gram- € que estas Ultimas
possuem uma membrana externa (bicamada lipidica) fora da camada de

pepitideoglicano (MALIK et al., 1992). A natureza complexa da membrana externa das
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bactérias Gram- foi determinante para ndo a usarmos em nosso trabalho, pois a
penetracdo de agentes fotossensibilizantes € dificultada. Para uma melhor acdo dos
fotossensibilizantes em Gam- € necessario utilizar substancias que promovam o
rompimento de sua membrana externa (MALIK et al., 1990).

A toxicidade de alguns tipos de fotossensibilizantes foi mensurada diante de
diferentes bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus). Para tal, diferentes doses de energia durante a iluminagéo foram usadas, e em
diversos casos a dosagem de 6,3 Jicm? resultou em diminuicbes consideraveis nas
concentracao inibitéria minima das substancias (WAINWRIGHT et al, 1997). Contudo,
no presente estudo foi utilizado um parametro fixo do laser. Estudos baseados em
diferentes parametros do laser nas culturas bacterianas utilizadas sdo validos, pois
diminuigcbes na concentracdo letal minima da AIPcS; e na toxicidade do azul de
metileno pela utilizacdo de outras concentragcdes podem ocorrer.

Lambrechts et al. (2005) analisaram o efeito do plasma sangiineo humano e da
albumina sérica humana (HSA) na APDT contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. Utilizando luz branca (30 mW/cm? e o cation 5 phenyl-
10,15,20-tris  (N-methyl-4-pyridyl) de cloreto de porfirina (TriP[4]) como
fotossensibilizante, eles observaram que os microrganismos foram fotoinativados com
sucesso quando suspendido em PBS. Ao mudar o meio de PBS para plasma sangliineo
humano o efeito da APDT contra todos os trés microrganismos foi reduzido
drasticamente. Tais resultados se repetiram quando da utilizagdo de suspensdes de
4.5% e de 7% HSA/PBS, mostrando que a albumina inibe a APDT contra Streptococcus
aureus, Porphyromonas aeruginosa e Candida albicans de uma maneira dose

dependente. Portanto a utilizagdo do PBS como meio para promover a irradiacdo em
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experimentos in vitro € de suma importancia para a visualizacdo da real eficiéncia da
APDT em induzir morte de microrganismos e assim evitando a obtenc&o de resultados
falso-positivos.

Todas as evidéncias disponiveis sugerem que as amostras de bactérias
resistentes a antibioticos sédo facilmente combatidas pela APDT assim como amostras
nao resistentes, e que as bactérias ndo desenvolvem prontamente a resisténcia a
APDT. Isso é possivel gracas a auséncia de atividade mutagénica, alta seletividade do
fotossensibilizante para microrganismos sobre células do hospedeiro, uma 6tima e
homogénea distribuicdo do fotossensibilizante na éarea infectada e a habilidade em
irradiar eficazmente a lesdo (HAMBLIN ; HASAN, 2004; DEMIDOVA ; HAMBLIN, 2004).

As proteinas que expressam resisténcia a antibiéticos (MDR) estéo localizadas
na membrana e bombeiam tais drogas para fora das bactérias. Estudos realizados com
amostras desprovidas de MDR mostraram mais morte celular do que a observada com
amostras do tipo selvagem quando da utilizacdo de 3 tipos de corantes fenotiazinicos e
luz vermelha. Portanto, foi proposto que os inibidores especificos de MDR poderiam ser
usados em combinacdo com sais fenotiazinicos para realcar sua eficiéncia
fotodestrutiva frente a irradiacéo laser (TEGOS ; HAMBLIN, 2006).

As infeccbes de boca séo, na maioria das vezes, localizadas e se ndo forem
tratadas podem conduzir a condicbes potencialmente ameacadoras. Patologias orais
como carie, pulpites, doencas periodontais e infec¢cdes da mucosa oral que se mostram
ulceradas sdo prontamente acessiveis e susceptiveis a APDT. Estudos apontam a
susceptibilidade de muitos microrganismos orais causadores de infeccbes a APDT em
grau variado, e que os fotossensibilizantes tém sido efetivos sem causar danos aos

tecidos adjacentes. O uso de fotossensibilizadores apropriados e de luz laser em
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comprimentos de ondas efetivos podem diminuir a quantidade de quase todos os
organismos numa determinada regido, mas na cavidade oral onde ha uma balanceada
microflora nativa, a APDT pode potencialmente ser um problema, pois pode conduzir a
um crescimento de organismos oportunistas (KOMERICK ; MACROBERT, 2006).

O numero e a massa bacteriana séo fatores importantes para a eficacia da
APDT, pois eles sdo determinantes na ligacdo ao fotossensibilizante disponivel e as
espécies de oxigénio reativo gerados extracelularmente (DEMIDOVA e HAMBLIN,
2005). Através da comparacdo de valores de sobrevivéncia dos microrganismos
estudados apoOs adicdo de um dos trés fotossensibilizantes utilizados (Rose Bengal -
RB, azul de toluidina - TBO e um conjugado de clorina poly-L-lisina — pL-ce6) seguida
de iluminacdo com comprimentos de onda apropriados, foi observada uma variacdo nos
resultados quando da diluicio das amostras em PBS antes e ap6s a adicdo do
fotossensibilizante. O pL-ce6 foi o fotossensibilizante mais eficaz, sendo igualmente
eficaz com e sem diluicdo, e mostrou uma dependéncia forte na concentracdo celular. O
TBO foi menos efetivo em todas as amostras, e a dependéncia na concentracdo das
células foi menos pronunciada. O RB se mostrou ineficaz apos a diluicdo (exceto para
S. mutans), mas mostrou uma certa dependéncia da concentracao celular. Contudo as
diluices das culturas bacterianas se fizeram necessarias no atual estudo para evitar a
formacdo de “tapete” durante seu crescimento em Placas de Petri, e isso néo foi
determinante para que a AlPcS4 e o azul de metileno mostrassem alguma ineficiéncia.

Ao compararmos os efeitos da AlPcS4 40 uM com o azul de metileno 5,34 uM
podemos observar a grande diferenca existente quanto a concentragdo, mas iSSo néao

determinou que a maior concentragao da primeira fosse tdo mais eficaz que o segundo.
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Pbde-se notar uma consideravel diferenca da eficiéncia entre os dois
fotossensibilizantes apenas nas amostras de Staphylococcus aureus, sendo bem
equilibrada a eficiéncia deles contra Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans.
Mas vale ressaltar que apesar da grande diferenca de concentragcdo entre 0s
fotossensibilizantes, o de menor concentracdo, azul de metileno, foi relativamente toxico
guando utilizado sem irradiacdo para os trés microrganismos estudados. Apesar da
maior concentracdo da AlPcS4, sua quantidade volumétrica utilizada foi menor quando
comparada ao volume do azul de metileno empregado.

Uma notavel caracteristica dos fotossensibilizantes em provocar morte celular é
a sua capacidade de formar dimeros ou agregados que sao as plincipais espécies que
participam da foto-oxidacdo. Foi demonstrado por Bartlett e Indig (1999), a relacdo entre
dimeros de fotossensibilizantes (incluindo os dimeros de azul de metileno) e proteinas
na fotossensibilizagcdo e sua contribuicdo nas reacdes do tipo | e tipo Il para a total
fotossensibilizacdo. Consequentemente, as diferencas da excitacdo energética e da

estrutura geométrica monomérica e dimérica dos fotossensibilizantes devem ser

consideradas na avaliacdo da eficacia em promover a fotossensibilizacao.

Usacheva et al. (2003) demonstraram espectrofotometricamente a ocorréncia de
uma reacdo metacromatica entre fotossensibilizantes fenotiazinicos, azul de metileno e
azul de toluidina, em bactérias. Além disso, as bactérias induziram uma adicional
dimerizacdo dos fotossensibilizantes. Foi observada uma relagcéo entre a habilidade de
cada fotossensibilizante em formar dimeros e sua eficacia em induzir morte, fornecendo
uma evidéncia que confirma o papel essencial dos dimeros provenientes dos
fotossensibilizantes na APDT.

Os experimentos mostraram que a APDT tem boa funcionalidade como
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alternativa para uma terapia antibidtica topica. A despeito desses resultados
experimentais promissores, somente uma experimentagcédo controlada e minuciosa em
animais pode provar a eficacia da APDT para inativacéo de bactériasin vivo.

Indicadores para AlIPcS4 mostram que ela teria uma boa eficacia para controlar a
colonizacdo bacteriana. Seria valido testa-la em animais, para esterilizar feridas,
desinfetar a pele e lesbes da mesma, realizando estudos da eficacia antimicrobiana
contra bactérias in vivo em comparagdo com sua eficacia contra bactérias in vitro. Ja
para o azul de metileno sdo necessarias novas pesquisas para se chegar a uma
concentracdo que seja menos toxica, pois na auséncia de laser ele induziu morte
bacteriana, e isso poderia também provocar sérios danos as células organicas.

Porém, faz-se necessario a realizacdo de andlises para elucidar melhor os
caminhos do processo de morte celular, haja visto que a qualquer momento a APDT
pode ser testada in vivo, sem o real conhecimento do impacto intracelular que ela

propde.
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8. CONCLUSAO

Num processo comparativo entre a AlIPcS, e o azul de metileno foi observado
gue ambos sdo Uteis em induzir morte de bactérias Gram+ sendo, portanto, eficazes
como agentes fotossensibilizantes da APDT, e que a maior concentracdo da AlPcS,
produziu valores similares ao do azul de metileno na inducdo de morte bacteriana. Mas
sugerimos que a AlPcS; € mais util para ser usada na APDT por ndo apresentar
toxicidade na auséncia de laser e pelo seu menor volume utilizado.

Foi constatado que a porcentagem de sobrevivéncia bacteriana € menor quanto
maior foi a concentracdo da AlPcS,4, mostrando que o grau de morte das bactérias
Gram+ foi concertracao-dependente.

Ja para o azul de metileno foi também observado seu grande potencial em
induzir morte bacteriana, comprovando assim sua eficiéncia na APDT contra bactérias

Gram+.
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