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RESUMO
O controle microbiano tem se mostrando um obstaculo cada vez mais
dificil de ser controlado, tornando-o um foco de pesquisa constante. Os
pesquisadores buscam novos metodos alternativos garantindo tratamento
sem o uso de antimicrobiano ou associando-o0s, ja que o mesmo esta sendo
utilizado de forma negligenciada, causando um aumento na resisténcia dos
microrganismos dificultando mais ainda a escolha de um tratamento. O
microorganimo em estudo foi a Pseudomonas aeruginosa, bactéria
Gram-negativa, de alta viruléncia, encontrada na comunidade e em
ambiente hospitalar, com controle dificultado devido sua alta capacidade
de resisténcia antibidtica, favorecida pelo wuso incorreto de
antibioticoterapias. Essa pesquisa visionou apresentar um método
alternativo ao seu tratamento através do uso de corantes xantenos € um
fotossensibilizador de maneira que sensibilizasse a bactéria. A TFD
(Terapia Fotodinamica) consiste no uso de um corante associado a
irradiagdo de uma luz sobre o microorganismo, promove interagao
corante-luz-bactéria, de forma que o mesmo possa ser inibido ou tenha sua
capacidade de proliferagdo reduzida. Foram utilizados dois tipos de
corantes xanteno (Eritrosina B e Rosa de Bengala), dois extratos de plantas
da baixada maranhense (Punica granatum e Terminalia cattapa) e uma
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fonte de luz LED que foi irradiada durante 40 segundos. As combinagdes
entre corante, extratos das plantas e iluniminag¢ao foram organizados em 7
grupos. Os dois grupos com maior sucesso apresentavam combinagdes
com o corante Rosa-bengala e na presenca de luz, seu potencial bactericida
era fortalecido. No grupo em que houve utilizacdo do extrato Punica
granatum sozinho, houve proliferagdo bacteriana na ausencia da fonte de
luz; na sua presenca, a redugdo das col6nias ndo foi estasticamente
relevante. A TFD apresenta-se como um novo recurso, atuando de modo
independente da antibioticoterapia, evitando e, concomitantemente,
reduzindo a resisténcia bacteriana. Dessa forma, ela surge como uma
alternativa viavel no tratamento de pacientes com “pé diabético”, tendo em
vista sua possivel aplicagdo com diversos tipos de fotossensibilizadores ou
até mesmo em combinagdo com drogas tradicionais, além da utilizacdo de
diversas fontes de luz com comprimentos de onda diferentes para o
tratamento de infecgdes em epitélio e mucosas

Palavras-chave: Terapia Fotodinanima. Pseudimonas aeruginosa.
Pé-diabético. Xantenos.

1 INTRODUCAO

O rapido surgimento de bactérias resistentes estd ocorrendo em todo o mundo,
colocando em risco a eficacia dos antibidticos, que transformaram a medicina e salvaram
milhdes de vidas. A crise de resisténcia aos antibidticos foi atribuida ao uso excessivo e
indevido desses medicamentos, bem como a falta de desenvolvimento de novos pela industria
farmacéutica devido aos incentivos econdmicos reduzidos e requisitos regulamentares
desafiadores (GOULD; BAL, 2013; WRIGHT, 2014). Dentro da defini¢ao estabelecida para o
uso incorreto encontra-se a prescricao indevidas e/ou incorretas, as quais expdes 0s pacientes
a possivel complicagdes da antibidtico terapia. As concentragdes subinibitorias e
subterapéuticas de antibioticos podem promover o desenvolvimento de resisténcia aos
antibidticos, apoiando alteragdes genéticas (VISWANATHAN, 2014). Foi demonstrado que
baixos niveis de antibidticos contribuem para a diversificagdo de cepas em organismos como
Pseudomonas aeruginosa, enquanto que as concentragdes subinibitdrias de piperacilina e/ou
tazobactam mostraram induzir amplas alteragdes protedmicas em Bacteroides fragilis (READ,
WOODS, 2014; VISWANATHAN, 2014).

A Pseudomonas aeruginosa ¢ uma causa comum de infecgdes associadas a cuidados
de saude, incluindo pneumonia e infec¢des da corrente sanguinea (sepse bacteriana), do trato

urindrio e do sitio cirargico. Mais de 6.000 (13%) das 51.000 infec¢des por P. aeruginosa
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associadas a cuidados de saude que ocorrem nos EUA a cada ano sdo de cepas
multirresistentes (MDR). Aproximadamente 400 mortes por ano sdo atribuidas a essas
infeccdes. Algumas destas cepas sdo resistentes a quase todos os antibidticos, incluindo
aminoglicosideos, cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenémicos (WRIGHT, 2014). A

Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) é uma técnica que utiliza uma
fonte de luz de baixa frequéncia e um corante, também denominado agente fotossensibilizante
(FS), para a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), entre as quais se destaca o
oxigénio singlete ('02). O '0O2 ¢ altamente eletrofilico e pode oxidar diretamente ligagdes
duplas em moléculas bioldgicas e macromoléculas, desempenhando assim um papel
importante na citotoxicidade por causar dano e morte celular (HAMBLIN, HASAN, 2004).

A PDT tem se mostrado uma terapia antibacteriana alternativa. Sendo efetiva contra
virus, fungos e bactérias, pode ser utilizada em infec¢des locais e de pouca profundidade com
microbiota conhecida. Diferentemente da PDT utilizada no tratamento do cancer, a PDI pode
ser feita por aplicagdo local do FS na area infectada por aplicagdo topica, instilagdo, injecao
intersticial ou aerossol (HAMBLIN; HASAN; 2004).

Os FS xantenos apresentam uma caracteristica importante de ndo se ligam a membrana
celular e localizam-se no citoplasma. Alguns exemplos de xantenos sdo Rosa de Bengala,
Eosina Y, Fluoresceina ¢ Eritrosina B. Rosa de Bengala tem sido usado em oftalmologia como
um corante para diagnoéstico de varias doengas externas ao olho. Como um FS, ele pode matar
virus, bactérias e protozoarios, além de induzir efeitos fotodindmicos in vitro em eritrocitos,
cardiomiocitos e células epiteliais do pigmento da retina (WOOD, 2006).

O presente estudo tem como objetivo investigar o potencial fotodindmico da
combinagdo de fotossensibilizadores xantenos irradiados por um fotopolimerizador de alta

poténcia sobre suspensdo planctonica e biofilmes de Pseudomonas aeruginosa.

2 METODOS

2.1 Bactéria Referéncia

A cepa padrao de Pseudomona aeruginosa (American Type Culture Collection ATCC
27853) que foi utilizada neste estudo, um tipo de cepa referéncia para estudo e
desenvolvimento de pesquisa. O microrganismo foi reativado em meio de cultura BHI (Brain
Heart Infusion) Merck, Damstady, Germany) numa concentragdo final de glicose (ISOFAR,

Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) a 1% em atmosfera de microaerofilia a 37°C por
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18-24 horas. Apds o crescimento, a suspensdo foi centrifugada (Fanem, Sao Paulo, Brasil) a
3000 RPM por 5 minutos. Apos retirado da centrifuga e observada formagdo do pellet a
suspensao foi lavada 2 vezes com solugdo salina de tampao fosfato (PBS) estéril para descarte
do sobrenadante (Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil). Em seguida, o material resultante teve
sua turbidez ajustada com auxilio do espectrofotdmetro até atingir absorbancia similar a uma

suspensdo para solucdo estoque de 2x10° UFC/ml no comprimento de onda similar a 540 nm.

2.2 Fotossensibilizadores (FS)

Os extratos de Punica granatum e Terminalia cattapa em concentragdes de 100
mg/ml e os corantes Eritrosina na concentracdo de 2,1uM e Rosa de Bengala 2,1uM (Sigma
Aldrich, St Louis, MI, EUA),foram dissolvidos em 100mL de PBS (Laborclin, Pinhais,
Paran4, Brasil) e em seguida foi realizado um teste de dilui¢do para identificar as

concentragdes que teriam atividade contra a Pseudomonas aeruginosa.

2.3 Fonte de Luz
A fonte de luz (L) utilizada foi um fotopolimerizador a base de LED. (3M ESPE,
Sumaré, Sao Paulo, Brasil) de alta poténcia de comprimento de onda de 440-480 nm,
densidade de energia de 96 J/cm? densidade de poténcia (radiancia) de 1200 mW/cm?,
poténcia de 600 mW de forma pulsada por 40 segundos. A distancia de irradiagdo
estabelecida de 5 milimetros foi alcangcada com auxilio do paquimetro (Digimess, Sao Paulo,
Brasil) para que as amostras ndo sofressem altera¢do de temperatura e, como consequéncia,

mortalidade por aquecimento.

2.4 Aplicacao da Terapia FotodinAmica Antimicrobiana

As bactérias foram reativadas em meio BHI 4gar 24 horas antes do processo de
padronizagdo. Apods crescidas, cerca de 5 colonias foram tocadas com auxilio de uma alga
estéril e inoculadas em um tubo com 5 ml de salina previamente esterilizada.

O tubo contendo o novo indculo foi agitado no vortex por 15 segundos e
posteriormente 1 ml deste foi colocado dentro de uma cubeta e analisado no
espectrofotometro ,em um cumprimento de onda de 625 nm, um inoculo com densidade
optica 0,08 a 0,1 (0,5 McFarland) correspondente a 1 a 2 x 10 ® Unidades formadoras de
colonia (UFC)
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Os corantes utilizados foram o Rosa de Bengala 2,1 uM e Eritrosina B 2,1 uM diluidos
em PBS em 10 ml, e homogeneizados por 10 segundos dentro de um falcon de 14 ml
protegidos da luz. Os extratos Punica granatum e Terminalia cattapa estavam a 100 mg/ml.

Foram realizadas nas seguintes combinagdes, que foram divididas em grupos como

mostra a Tabela 1:

Tabela 1 - Divisao dos grupos de tratamento.

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Combinacébes RB/TC EB/TC RB/EB/TC RB PG RB/PG Controle
Volume de cada
50 50 50 100 100 50 -
comrante (ul)
Volume do Inéculo
100 100 50 100 100 100 100
(ul)
Com luz/ sem +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

Fonte: Autores,2020.

Lengenda: RB: Rosa de Bengala; TC: Terminalia cattapa; PG: Punica granatum ; +: Com luz ; -: Sem luz

Em tampas de microtubos, foram pipetadas as combinag¢des; um pedago de papel
aluminio foi colocado por um minuto acima dessas solu¢des onde foi ocorrendo um processo
de pré-irradiacdo, entdo eram irradiadas por 40 segundos (96J/cm2) no modo de luz continua
pela fonte de luz, o qual denominava-se controle positivo, € um o controle negativo, no qual
nao ocorria radiagao.

Para a diluigdo seriada, foram colocados 1000 ul de PBS dentro de 4 microtubos ¢ 100
ul das combinagdes separadamente, no primeiro (1-2x10%) e retirados 100 ul em cada uma das
diluicdes seguintes.

Apos as diluigdes serem feitas, ocorria o plaqueamento de cada uma das diluigdes, em
meio BHI agar ou Agar sangue, colocava-se 3 gotas de 0,5 ul. As placas foram incubadas por
24 horas a 37° C e lidas no dia seguinte, onde se realizava a contagem das coldnias caso

houvesse crescimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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De acordo com o estudo realizado em trés ocasioes distintas, foi realizado inicialmente
um teste para verificar se a fonte de luz poderia ser um fator que interferiria no crescimento
microbiano. Dessa forma, o grupo controle foi composto pelos diferentes isolados clinicos,
submetidos ao protocolo de irradiagdo com luz LED. De acordo com a Figura 1, podemos
observar que a irradiacdo realizada ndo apresentou efeito antimicrobiano em todas as

situagoes testadas.

Figura 1 - Tratamento com Luz
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Fonte: Autores, 2020.

Na tabela 2, os valores médios de todos os grupos testados com a presenca ou auséncia
de luz estdo expressos. O grupo controle apresentou os maiores valores de logaritmo de
UFC/mL sendo estatisticamente diferente dos demais grupos. Dessa forma, podemos observar
que somente a luz ndo funciona como tratamento, no entanto a associa¢do da luz com os com
outros fatores (extratos/corantes) apresenta resultados estatisticamente significantes. Como
por exemplo no grupo G4, onde foi feita a combinacdo do extrato de T. catappa e o corante
Rosa de Bengala, foi obtido um efeito de morte onde o proprio corante e o extrato na auséncia
de luz apresentaram efeito antimicrobiano, no entanto quando na presenga de luz, houve uma

reducdo de mais de 3 Log, sendo essa redugdo considerada clinicamente significante. O
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achado confirmam com os estudos de Tessaroli (2010), a agdo da luz associada a corantes tem
a capacidade de diminuir ou eliminar completamente microrganismos. Assim, a TFD
utilizando o LED mostra-se uma alternativa vidvel, devido as facilidades que essa fonte de luz
oferece quando comparada com a luz laser, além do uso in vitro mostrando-se eficaz contra
coldnias bacterianas e fungicas (PELOI et al., 2008; DOVIGO et al., 2009; COSTA et al.,
2011; DOVIGO et. al., 2011; AMORIM et al., 2012; ROLIM et al., 2012; ANDRADE et al.,
2013) sem causar danos aos fibroblastos e as células humanas (SOARES et al., 2009;
REZUSTA et. al., 2012;). Além disso, os diversos grupos também puderam ser observados de

acordo com as medianas apresentadas por cada um deles, como demostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios de UFC/mL de todos os grupos testados com a presenga ou auséncia de luz.

G1 G2 G3 G4 G5 G6

RB PG RBPG RB/TC EB/TC RB/ER/TC CONTROLE

TFD- TFD+ TFD- TFD+ TFD- TFD+ TFD- TFD+ TFD- TFD+ TFD- TFD+ TFD+

27853 7.043 0.000 7.748 7.778 7.079 7.580 8.000 8.000 7.580 7.329 2.000 2.000 8.000

12557 7.938 7.580 7.710 7.743 7.732 7.663 Q.000 0.000 7.630 7.743 0.000 Q.00 3.000

0.022 7.255 0.000 7.768 0.000 7.602 0.000 6.426 0.000 2.000 7.447 7.166 0.0 2.00

0.025 7.531 7.748 7.841 7.820 7.716 2.041 0.477 0.000 7.271 7.602 7.145 a.om 2.000

0.030 7.368 7.523 7.738 7718 7.073 7.380 6.716 6.125 7.738 7.507 7.079 7.380 8.000

0.034 7.301 7,300 2301 7.732 7.255 6.663 2000 7.815 7.811 7.732 7.255 6. 669 2.00

2018 8,301 0.000 8,301 7.788 7.727 7.531 6. 705 8.000 7.616 7.580 8.000 0.000 8.000

52000 7.580 7.623 2301 0.000 7.83L 7.631 2000 0.000 7.633 7.66 3.000 0.0 2.000

Fonte: Autores, 2020.

O grupo controle foi utilizado como base no presente estudo, em semelhanca aos
valores desse grupo, o G2, ndo apresentou valor estatistico significante, levando em
consideragdo aos outros tratamentos da mesma forma o grupo 3, onde todos possuem Punica
granatum. Estudos com essa planta revelam uma atividade antimicrobiana mais relevante em
bactérias Gram-positivas, como relatado por argenta e colaboradores. (2002) sobre o extrato
da casca de P. granatum inibindo bactérias como Streptococccus mutans, Streptococcus
sobrinus e Lactobacillus casei

J4 a comparagdo entre os grupos 4 e 6 ¢ possivel observar que o tratamento
efetivamente teve sucesso comparado aos outros tratamentos realizados. G4 apresenta uma

combina¢cdo RB+TC com mediana de 3,25 UFC/ml e G6 apresenta combinagdo RB+EB+TC
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com mediana de 2,75 UFC/ml, ambas quando TFD +, sendo os dois grupos com as maiores
reducdes de Log, logo, maior efeito antimicrobiano e estatisticamente significante em relagao
ao grupo controle. Ademais, em G6, cinco das sete amostras (12557, 0022, 0025, 2018 e
52000) apresentaram inativacdo completa da populacdo bacteriana quando TFD + e em G4,
quatro das sete amostras tiveram o mesmo comportamento (12557, 0022, 0025 e 52000).

Com relagdo a analise comparativa entre 3 isolados clinicos e seu perfil nos diversos
tratamentos realizados, foi possivel observar que a combinacdo RB+ ndo apresentou
crescimento em relacdo ao isolado 0022 se comparado a RB- do mesmo, na qual o
crescimento bacteriano foi bastante evidente na auséncia de luz, sendo o mesmo padrido
mantido em relacdo a RB+TC e na combinagdo RB+EB+TC deste isolado, evidenciando
assim o sucesso nas diversas terapias aplicadas na presenca da luz LED atuando como
potencializadora do efeito bactericida (Figura 2).

A Figura 2 também relata outros dois isolados clinicos, a exemplo da amostra 0025 na
qual o grau de resisténcia apresentou-se maior, se comparada a 0022, porém ¢ importante
salientar o efeito bactericida proveniente do uso das combinagcdes RB+ TC e RB+ EB+ TC

também na presenca de luz.

Figura 2 - Isolados Clinicos 0022 e 0025.
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Fonte: Autores,2020.

Em contraste com os outros dois isolados citados, a amostra 0034 (Figura 3) ndo

apresentou um sucesso muito expressivo das combinagdes de corantes e extratos com ou sem

102



luz, diminuindo apenas de forma sutil o crescimento bacteriano quando em uso do
fotossensibilizador. Tal fato ¢ consolidado ao analisar os estudos de Lacerda et al. (2005) e
Silveira (2006), afirmando que a resisténcia bacteriana a antimicrobianos e agentes
quimioterapicos traz a tona limitagdes terapéuticas que possivelmente estdo associadas a
escolha da droga utilizada no tratamento de pacientes com pé diabético, especialmente pelo
uso empirico com drogas de largo espectro antes dos resultados da cultura estarem

disponiveis, levando assim a resisténcia bacteriana.

Figura 3 - Isolado Clinico 0034.
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Fonte: Autores, 2020
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados finais obtidos € possivel inferir que a utilizacdo do corante
xanteno Rosa de Bengala, bem como da Eritrosina B, juntamente com os extratos das plantas
Punica granatum e Terminalia cattapa foram capazes de diminuir o crescimento de isolados
de Pseudomonas aeruginosa, ¢ em alguns casos até mesmo com potencial bactericida,
mostrando maior atividade de ambos quando houve a presenca da Terapia fotodinamica, no
entanto o fotossensibilizador mais efetivo foi rosa bengala, com maior capacidade bactericida,
como apresentado em G4 e Go6.

Ainda ha necessidade de estudos adicionais para verificar a aplicagdo da terapia
fotodinamica, bem como as combinacdes de fotossensibilizadores neste apresentado, em
relagdo a seguranga de sua aplicacao em lesdes causadas por P. aeruginosa em contato direto
com o paciente, bem qual sua capacidade e extensdo de penetra¢do na derme.

A fototerapia dinamica apresenta-se como um potencial adjuvante a antibioticoterapia

para maximizar a desinfec¢ao de lesdes diabéticas infectadas por P. aeruginosa.
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