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RESUMO

Este trabalho tem como tema principal a investigacdo a bioatividade de meio
biolégico sujeito a aplicacdo de Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT-
Antimicrobial Photodynamic Therapy). A investigacdo se da mediante a aquisicdo de
imagens granuladas chamadas padrbes de speckle. Quando uma luz coerente
(laser) incide sobre uma superficie de um meio bioldgico, ocorre um fendmeno
optico de interferéncia chamado biospeckle ou speckle dinamico. Num meio
biolégico que esta em atividade, as ondas incidentes sobre os centros espalhadores
sofrem varias interferéncias. E possivel obter informacdes desse sistema, tanto
espacial quanto temporal, através do biospeckle. Para investigar a ativacdo e a
inativacdo do microrganismo Sthaphylococcus aureus (S. aureus), foram utilizados
métodos de andlise de imagens do tipo Correlacdo de Pearson, na qual se observa
o grau de similaridade entre as imagens coletadas, as matrizes THSP (Historia
Temporal do Padrdo de Speckle) e a MCO (Matriz de Co-ocorréncia) para
determinar a probabilidade de ocorréncias das intensidades. Além disto, 0 Momento
de Inércia (MI) foi utilizado para quantificar a medida de dispersdo dos pontos em
torno da diagonal principal da matriz MCO. Foi realizado um estudo detalhado do
comportamento desse meio antes, durante e depois da Terapia Fotodinamica (PDT
— Photodynamic Therapy), usando um arranjo experimental para obter o padréo de
speckle por reflexdo no monitoramento da cepa de bactéria. Para tanto fizemos uma
discussdo relacionada com o microrganismo estudado, apresentamos as
propriedades da técnica de inativagcdo PDT, do biospeckle, das ferramentas THSP,
MCO e MI e alguns conceitos Opticos. Finalizando, mostramos nossos resultados,
analisando os gréficos e figuras das matrizes obtidas na ativacdo e na inativacao
antes durante e apos a aplicacdo da aPDT. No monitoramento durante 24 horas
constatamos a ativacdo do S. aureus observando a modificacdo do grau de
similaridade através da correlacdo de Pearson e da dispersdo de ocorréncias em
torno da diagonal nas matrizes THSP e MCO, como também pelo alto valor de Mi
(37,574) obtido. Durante e apds a aplicacdo da aPDT, observamos a inativacédo das
bactérias usando os mesmos meétodos descritos anteriormente onde bons resultados
foram constatados. E esperado que, a partir destes resultados, a técnica biospeckle
possa se tornar uma ferramenta de acompanhamento dos danos provocados pela
aPDT.

Palavras-chaves: Biospeckle. Terapia Fotodindmica Antimicrobiana. Padrdo de
speckle.



ABSTRACT

This study has as a main focus the investigation of the bioactivity of biological media
under the action of Antimicrobial Photodynamic Therapy. The investigation is based
upon the acquisition of granulated images known as speckle patterns. When
coherent light (laser) is directed towards a surface of a biological medium, an optical
interference phenomenon called biospeckle or dynamic speckle occurs. In a live and
full-activity biological medium, the waves incident on the scattering centers suffer
multiple interference. It is possible to obtain information of this system, either spatial
and temporal, through the biospeckle technique. In order to investigate the activation
and inactivation of the microorganism S. aureus, imaging analysis methods such as
Pearson Correlation, in which the degree of similarity between the collected images,
the THSP matrices (Temporal History of the Speckle Pattern) and the COM (Co-
occurrence Matrix) were used to determine the probability of the occurrence of
intensities. Furthermore, the Moment of Inertia (MI) - to quantify the extent of
scattering of the points around the main diagonal of a matrix - was used. It was
performed a detailed study of the behavior of this medium before, during and after
PDT, using the experimental arrangement to obtain the Speckle patterns for
reflection in the monitoring of strain of bacteria. In this context, we will discuss the
data with respect to the studied microorganism (S. aureus), will also present the
properties of the inactivation PDT technique, the biospeckle, the THSP, MCO and M
analysis methods and some optical concepts. Finally, we show our results by
analyzing the graphics and figures of matrices, obtained in activation and inactivation
before during and after the application of the aPDT. In the monitoring during 24 hours
we verify a activation of the S. aureus observing the modification of the degree of the
similarity through of the Pearson Correlation and of dispersion occurrence around the
main diagonal of matrixes THSP and MCO, with also by high value of Ml (37,574)
obtained. During and after the application of the aPDT, we observing a inactivation
the bacteria using the same methods described above where good results were
verified. It is expected that, based on the results, that the Biopesckle technique
becomes an analysis tool to monitor the damage induced by Antimicrobial PDT.

Keywords: Biospeckle. Antimicrobial Photodynamic Therapy. Speckle Pattern.
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1 INTRODUCAO

A ciéncia tecnoldgica e a informacéo sao pecas fundamentais da vida humana
na sociedade interligada globalmente. A aceleracdo com que 0s avangos
tecnologicos vém acontecendo € enorme, e a busca por técnicas mais apuradas que
possam ser aplicadas a investigacdes diversas se torna essencial numa sociedade
emergente, ou seja, em pleno crescimento. Trabalhar na investigagdo de uma
técnica que seja menos invasiva, que ndo cause danos a amostra em estudo e que
tenha aplicacdes em varias areas e diversos meios, torna-se interessante e viavel.
Andlise da atividade biolégica em sementes ou em fungos, investigacdo do fluxo
sanguineo e secagem de pinturas, monitoramento de géis, espumas e corrosao de

chapas, dentre outras, séo aplicacdes da técnica conhecida como speckle.

~

Investigar o0 meio biologico em tempo real a aplicagdo da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana e, com isso, observar o processo de inativacdo das
bactérias, foi a nossa motivacdo para desenvolver este trabalho de dissertacao.
Sendo assim, nossos objetivos foram centrados em utilizar técnicas (speckle) para
investigar o meio biologico de interesse (Staphylococcus aureus) e analisar a acéo
da Terapia Fotodinamica, observando ativacdo e inativacdo deste meio. Nesta
introducao geral serédo apresentadas definicfes, teorias e aplicacdes sobre speckle e

suas particularidades.
1.1 A Técnica do Granulado Optico - Speckle

A técnica speckle faz uso de uma figura de aspecto granuloso (granulado
optico), formada por uma alternancia de pontos claros e escuros devidos a
interferéncias predominantemente construtivas ou destrutivas da luz coerente
espalhada por uma superficie rugosa. Em 1976 Goodman [1] fez um estudo sobre
as flutuacdes de irradiancia resultante que obedecia a exponenciais estatisticos
negativos e com isso poderia ser descrito as propriedades estatisticas do padrao de
speckle sobre um conjunto de superficies asperas. Anos mais tarde foram
exploradas propriedades estatisticas de padrées de speckle, fazendo andlises

geométricas contidas nos campos espalhados. Esse estudo tem algumas aplicacdes
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em holografia e no campo da 6ptica, em medidas de gradiente de fase de ondas

incidentes.

De inicio o fenébmeno de speckle foi visto como um ruido 6ptico [2], no entanto
logo se percebeu que o granulado era portador de informacdes sobre o objeto
espalhador, o que podia ser associado a uma superficie rugosa. Ao ser incidido luz
laser em uma superficie rugosa as ondas refletidas sofrem interferéncia formando o

granulo 6ptico num ponto de observacao (fig. 1).

Figura 1- Esquema do processo de formacédo do granulado 6ptico com propagacéao

em espagco livre.

. Luz A
//;//f/mudeme _.‘ l.‘_
Superficie P o
= 7

Ponto de
observagao

Fonte: Goodman JW, 1984 [2]

Historicamente, as tentativas para compreender o speckle observado estédo
relacionadas com a estrutura caracteristica de um sistema espalhado, os primeiros
estudos foram dados pela interacéo luz — matéria, tendo como pioneiros Goodman e
Dainty entre 1960 e inicio de 1980 [3].

Os padrbes de speckle sdo produzidos por uma superficie sob diferentes
condicBes de iluminacao. Ao ser incidido uma luz laser sobre uma superficie rugosa
os raios refletidos interferem uns com os outros ao serem espalhados formando,

assim, pontos claros e escuros.

A interferéncia € o fenbmeno de superposicao de ondas huma mesma regiao
do espaco. Como resultado desta superposicao de campos, ocorrem variacoes

espaciais na intensidade resultante. Estas variagdes de intensidade s&o chamadas
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de franjas de interferéncia. Quando ha uma mudanca na superficie iluminada,
mudam-se também os caminhos Opticos entre cada ponto da superficie examinada e
cada ponto do anteparo onde se forma o padrao de speckle. Sendo assim, os pontos
de interferéncia séo alterados formando um novo padrao de pontos claros e escuros

captados por uma camera CCD [4-7].

7

O padrao de speckle observado é resultante da superposicdo de dois
diferentes padrbes, sendo estes, 0s speckles grandes, provenientes do
espalhamento superficial os quais dependem do angulo de incidéncia e sao
modulados por speckle pequenos, produzidos pela luz que vem do interior do
material, os quais apresentam uma dependéncia muito fraca do angulo de incidéncia
[8,9].

O tamanho do grao de um speckle estacionario corresponde ao diametro local
luminoso circular de alta irradiancia conhecido como disco de Airy [10] dado por:

Az
d :2'44(3] 1)

onde d é o diametro do speckle, z a distancia do observador até o granulado, A é o
comprimento de onda da luz incidente, o valor 2.44 € um fator de correcdo e esta
relacionado com a difracdo e D é o diametro da area iluminada. Sendo assim, na
propagacdo em espaco livre, o tamanho do grédo de speckle muda em funcdo do
comprimento de onda da luz incidente, da distancia de observacéo e do diametro da
area iluminada. Na figura 2 podemos observar a variacdo no tamanho do grédo ao

variar-se a distancia de observacao.

A imagem do speckle também pode ser observada como um efeito de
fervilhamento, que pode ser analisado por diversas ferramentas matematicas e
estatisticas obtendo-se informacdes numéricas ou visuais da intensidade do
movimento. As medicbes observadas pelas diversas ferramentas de analise,
apresentam uma relacdo do nivel de atividade como um resultado da soma de
fendbmenos causados pelo efeito Doppler da luz espalhada [11-14], um exemplo

disso é o meio biologico, apresentando grande numero de dispersores, a medida
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gue esse meio estd em alta atividade o efeito de fervilhamento fica mais intenso (fig.
3).

Figura 2 - Padrdo de speckle visualizado ao variar-se a distancia de observacao de 5
cm (a) e de 20 cm (b).

Fonte: DRAIJER M. 2009 [7]

Figura 3 — Speckle dindmico de semente de milho com fervilhamento.

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Speckle_din%C3%A2mico, 2012.

Padrdes de speckle podem ser produzidos gerando interferéncia ndo so pela
superposicdo das ondas refletidas pela superficie, mas também através da
superposicao de ondas que atravessam o meio investigado. Na figura 4 mostramos

0S arranjos experimentais usados para analisar as articulagdes de um dedo com o
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intuito de identificar certa patologia, onde os padrbes de speckle analisados foram
gerados por interferéncia de ondas refletidas (fig. 4a) e transmitidas (fig. 4b) [15-17].
Esses tipos de arranjos experimentais podem ser utilizados em diversas

investigagdes dependendo do interesse em questéo.

Figura 4 - No arranjo (a) a técnica é analisada por reflexdo e no arranjo (b) a técnica é
analisada por perfuséo.

1 | iy
) Laser
CccD —Ll ‘ 1 CCD - '
Camera | I g Camers]i
T Y
Fitters ! ! Fiters ! !
Processor  Display P Processor  Dsplay

A A
B

Fonte: DUNN, J. F. et al 2011. [17]

Outra forma de analisar uma superficie € usando a técnica da correlacao
angular de speckle (CAS), variando em angulo a superficie que sera analisada e
mantendo o feixe do laser fixo (fig. 5). A técnica foi usada em monitoramento de
corrosdao de chapas de aco laminadas a frio para industria automobilistica e em
estudo de modelo de corrosdo de superficies dentais de materiais utilizados em

restauracdes e proteses [18,19].

Figura 5 — Arranjo experimental para medi¢cdo de rugosidade por CAS.

Mes=ao
giratoria

Fonte laser

u ]
Microcamputadar

com placa
digitalizadora

Fonte: PAIVA, Jr. R. D, MARAMATSU, M. 2004. [18]
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Estudar os padrdes de speckle em meio bioldgico € o objeto de investigacao
deste trabalho. Nas sec¢0es seguintes vamos tratar da fonte de iluminacao usada e

dos fendbmenos que séo a base da imagem granulada chamada speckle.

1.2 Laser

Uma descoberta importante para o estudo do speckle se deu na década de 60
com o advento do laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
descoberto por Theodore Maiman, o qual se tornou uma ferramenta essencial no
uso dessa técnica e de varias outras aplicacOes. Essa radiacdo eletromagnética é
gerada com caracteristicas muito especiais: € monocromatica, ou seja, tem
frequéncia bem definida; é coerente, pois possui relacbes de fase bem definidas,
além de ser colimada propagando-se como um feixe com baixa dispersao. Na figura

6 esta explicito a monocromaticidade e a colimagcéo de uma fonte de luz laser.

Figura 6 - Imagem de lasers em varios comprimentos de onda.

Fonte: http://www.laserfast.org/laser/pictures.cfm, 2012.

A luz laser advém de alguns aspectos da interacdo da radiacdo com o0s
atomos ou moléculas que constituem 0s meios materiais, com sua emissao
ocorrendo quando os elétrons decaem de seus niveis mais energéticos de forma
estimulada. Basicamente, um laser € composto por uma cavidade 6ptica contendo
dois espelhos em suas extremidades (um deles 100% refletor), um meio ativo
(gasoso, sdlido ou liquido) e uma fonte de alimentacdo ou bombeamento (fonte de
corrente ou outra fonte de luz). O laser € uma fonte de intensa radiacéo

eletromagnética que emite no intervalo de comprimentos de onda desde o
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ultravioleta até o infravermelho e para sua existéncia é necessario que condi¢des

tais como inversédo de populagédo e emissdo estimulada, sejam satisfeitas.

Suponha um foton de energia hvy; que induz um atomo a realizar uma
transicdo de um estado energético excitado de energia E, para um estado de menor
energia E;, onde esse atomo passa a emitir um segundo féton que, além da
frequéncia, leva em sua “memdria” outras caracteristicas como: diregdo, fase e
polarizacdo, idénticas ao do foton indutor. O surgimento desse segundo foton é
originado de um acoplamento entre a onda incidente e o sistema atdomico, como
ocorre nas ressonancias durante um fenémeno ondulatério. O sistema atbmico age
como um amplificador de radiacdo, pois gera um foton a partir da inducdo de um
primeiro foton dando inicio ao processo de emisséo estimulada, gerando dois fotons
idénticos. Estes dois fotons idénticos podem estimular outros dois, que agora,
somados sao quatro fotons idénticos e assim continuar 0 processo até formar uma

enorme quantidade de luz uniforme emergindo do sistema (fig. 7) [20].

Figura 7- Esquema de niveis de energia para a emissao estimulada
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Fonte: Autor, 2013.

As areas de aplicacdo da radiacdo laser sdo varias, como exemplos: estudos
espectroscopicos; telecomunicacfes; na industria por permitir cortes, alinhamento de
maquinas e leituras precisas; na medicina trazendo uma série de beneficios como a
laser-terapia, um dos importantes aplicativos da Optica moderna, em diversos tipos
de cirurgias, diagndésticos e tratamentos; na odontologia; na oftalmologia e em tantas
outras areas mais que deixamos de citar. Nesta dissertacdo o uso do laser é de
fundamental importancia por aplicarmos uma técnica interferométrica que necessita
de iluminacdo com radiacdo coerente para a devida formacdo dos padrbes de

speckle.
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1.3 Reflexao e Refracéo

Quando uma onda de luz atinge uma superficie lisa separando dois meios
transparentes, em geral a onda € parcialmente refratada (transmitida) para o outro

material (fig. 8).

Figura 8 - Reflexao e Refracdo da luz nos meios ar e agua.

raio raio
incidente L B refletido
Ar .
Agua

raio
refratado

Fonte: www.fisicamoderna.uol.br, 2012.

Na figura 8 mostramos uma descricao de raios incidente, refletido e refratado
numa superficie lisa separando dois meios transparentes em relacdo aos angulos
gue esses raios formam com a normal a superficie no ponto de incidéncia. Quando a
superficie € rugosa, os raios transmitidos e refletidos sdo espalhados em diversas

direcdes (fig. 9) e ndo existe um Unico angulo de reflexado ou de refracéo [21].

Figura 9 - Esquema de raios refletidos por uma superficie lisa (reflexdo especular) (a)

e por uma superficie rugosa (reflexao difusa) (b).

(a) (b)

Fonte: http://www.alunosonline.com.br.
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Quando o angulo de reflexdo B é igual ao angulo de incidéncia o para todos

0s comprimentos de onda e para qualquer par de materiais, temos a lei da reflex&o:
B=a

Para luz monocromatica e para um dado par de materiais, a e b, separados

por uma interface, a razdo entre o seno do angulo o e o seno do angulo vy (fig. 8) é

igual ao inverso da razéo entre os dois indices de refragdo dos meios:

sena N, .
——=—2, ouainda, n,sena=n,seny

seny n,

Que ¢é a Lei da refracéo de Snell. O conhecimento dos fenémenos associados a luz
incidente numa superficie nos permite entender a superposi¢cdo de ondas que gera o

padrao de speckle.

Outro fenbmeno que descreve os raios de luz incidentes em um meio € o
espalhamento. Quando se olha para o céu, o que se vé € a luz solar que foi
absorvida e depois retransmitida em varias direcoes, esse fenbmeno denomina-se
espalhamento de luz. As nuvens contém uma concentracdo elevada de goticulas de
agua e de pequenos cristais de gelo que também espalham a luz. Por isso, a luz que
passa através das nuvens possui mais centros de espalhamento de tipos diferentes
do que no caso do céu sem nenhuma nuvem. Quando a luz passa por essas
nuvens, com todos os comprimentos de onda, é espalhada em todas as direcdes o
gue faz as nuvens parecerem brancas [21]. Caso ndo houvesse atmosfera o céu
seria negro, sO conseguiria ver o sol se olhasse diretamente para ele. As cargas
elétricas de cada molécula do ar atmosférico oscilam por causa da acdo do campo
elétrico da luz solar. Como a luz € uma onda transversal, a direcdo do campo
elétrico de qualquer componente do feixe de luz solar permanece sobre um plano e

0 movimento das cargas deve ocorrer sobre esse plano.

O padrdao de espalhamento ndo ocorre de forma aleatéria, isto €, a
distribuicdo da radiacdo emergente em diferentes orientacdes depende de algumas
caracteristicas das particulas que constituem o meio no qual a radiacao se propaga.

Uma dessas caracteristicas € a razdo entre o tamanho da particula espalhadora e o
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comprimento de onda da radiacao incidente. Descreveremos, a seguir, alguns tipos

de espalhamento para um melhor entendimento.
1.4 Espalhamento da luz

Células bioldgicas compreendem um tamanho de escala que véo desde
submicrométricas até mais de 20 micrometros, portanto elas podem ser menores ou
maiores que o comprimento da onda de luz. O espalhamento Rayleigh, onde mesmo
um composto subcelular (organela) pode ser um centro espalhador, é de particular
interesse na interacdo luz-matéria [22]. A seguir descreveremos alguns

espalhamentos de interesse ao investigarmos meios tlrbidos.

1.4.1 Espalhamento Rayleigh

Para o espalhamento Rayleigh os centros espalhadores apresentam
dimensdes inferiores ao comprimento de onda da radiacao incidente. De acordo com
a teoria [23], a intensidade da luz espalhada por uma particula de indice de refracéo
préximo da unidade e diametro da ordem 1/20 do comprimento de onda da radiacéo

incidente, pode ser escrita como:

4 2
L: 8f2( @ j (1+COS2 9) (2)
I, A'r?| 4z,
onde |, é a intensidade da radiacdo incidente ndo polarizada, de comprimento de
onda A, que incide sobre a particula, € € a permissividade elétrica e a é a
polarizabilidade do material que forma a particula. O angulo 6 € aquele formado
entre o feixe de radiacdo incidente e o feixe da radiacdo espalhada, sendo que a

intensidade | € medida a uma distancia r da particula de acordo com a figura 10.

Figura 10 - Arranjo experimental basico utilizado em medidas de espalhamento da luz.

@y

Fonte: Autor, 2013.
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A intensidade da luz espalhada em um angulo 6, por um nimero N, de
particulas por unidade de volume é dada por:
2(n2  2)2
| O (n1 —no)

— 2 2
f_z/l“rz(nf ron2) Np{treaso) o

Onde v é o volume de uma particula. Nessa equacéo, os termos 1 e cos?0 refere-se,

respectivamente, as componentes polarizadas vertical e horizontalmente da luz

espalhada.
1.4.2 Espalhamento Mie

O espalhamento causado por uma particula esférica de tamanho arbitrario foi
descrito analiticamente por Mie, a partir das equacbes de Maxwell, em 1908,
deduzindo como ondas eletromagnéticas de comprimento de onda A sé&o
perturbadas ao interagirem com esferas homogéneas de raio r. No espalhamento
Mie as dimensdes dos centros espalhadores sdo da mesma ordem do comprimento
de onda da luz incidente. Esse tipo de espalhamento € muito utilizado para
descrever a interacao das particulas de aerossol e gotas de nuvens com a radiacao
eletromagnética, em particular, no espectro solar [24]. Esse tipo de espalhamento
explica a questado das nuvens serem brancas, o comprimento de onda da luz visivel

€ da mesma ordem das goticulas de agua.

Pode-se chamar também espalhamento elastico provocado por espalhadores
da mesma ordem do comprimento de onda da luz incidente. Espalha,
preferencialmente, para frente, como na figura 11. Este modelo resulta das

equacdes de Maxwell para esferas homogéneas.

Figura 11 - Espalhamento Mie para centros espalhadores diferentes.
e
dire¢do da luz incidente

S e

Fonte: Manual do Observatério Nacional, 2011 [76].




24

1.4.3 Espalhamento Geométrico

No espalhamento geométrico as dimensdes dos centros espalhadores sao
grandes quando se compara com o comprimento de onda A da luz incidente. Esse
espalhamento é caracterizado por acontecer varias reflexdes e refracées no interior
da particula (fig. 12), de modo que a Optica pode ser descrita pela dptica geométrica,

dai o nome de espalhamento geomeétrico [25].

Figura 12 - Espalhamento geométrico.

Fonte: Silva, ER. 2007 [75].

Com esses trés tipos de espalhamento apresentados, pode-se definir uma
teoria adequada, dependendo do meio em estudo e do comprimento de onda da luz
incidente. Os tecidos biol6gicos apresentam estruturas com dimensdes que variam
pouco da casa dos nanémetros para dezenas de micrémetros, com isso, as teorias
mais utilizadas para descrever espalhamentos em meios biologicos sédo os

espalhamentos Mie e o geométrico.
1.5 Interferéncia e coeréncia

O termo interferéncia indica a superposicdo de duas ou mais ondas na
mesma regido do espaco. Quando isso ocorre, a onda resultante em qualquer ponto
em um dado instante € determinada pelo principio da superposicdo, ou seja, quando
duas ou mais ondas se superpdem, o deslocamento resultante em qualquer ponto
em um dado instante pode ser determinado somando-se o0s deslocamentos

instantaneos de cada onda como se estivesse presente sozinha.
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De acordo com Freedman e colaboradores [21], os efeitos de interferéncia
podem ser estudados com mais facilidade quando combinamos ondas senoidais

com uma unica frequéncia (f) e comprimento de onda A.

Quando as duas ondas se propagam em duas dimensdes, como ondas na
superficie de um liquido, as circunferéncias representam frentes de ondas circulares,
e quando as ondas se propagam em trés dimensdes, as circunferéncias
representam frentes de onda esféricas que se espalham para fora a partir de uma
fonte. Se duas fontes idénticas de ondas monocromaticas sofrem interferéncia, as
duas fontes produzem ondas com a mesma amplitude e 0 mesmo comprimento de
onda A, além disso, as duas fontes estarao permanentemente em fase vibrando em
sintonia. Elas poderiam ser produzidas por dois agitadores sincronizados em um
tanque de ondas, por dois alto-falantes impulsionados pelo mesmo amplificador, por
duas antenas alimentadas pelo mesmo transmissor ou por dois pequenos orificios
ou fendas em um anteparo opaco iluminado pela mesma fonte de Iluz
monocromatica. Dizemos que duas fontes monocromaticas com a mesma frequéncia
sédo coerentes quando ha relacdo de fase constante entre elas (as duas fontes néo

precisam estar necessariamente em fase).

Se ondas provenientes de duas ou mais fontes chegam a um ponto em fase,
a amplitude resultante € a soma das amplitudes das ondas individuais, esse efeito
constitui a interferéncia construtiva. Se as amplitudes das ondas individuais séo
iguais e a amplitude resultante é igual a zero, esse cancelamento completo ou

parcial das ondas individuais é chamado de interferéncia destrutiva (fig. 13).

Na Figura 14 representamos esquematicamente o caso de uma frente de
onda plana atravessando duas fendas e o padrdo formado em um anteparo a uma
distancia D das fendas, a distancia tipica entre as fendas é da ordem de alguns
milimetros, ao passo que a distancia entre 0 anteparo e as fendas costuma ser da

ordem de metros. Assim a diferenga de caminho € dada por: r, —r,=dsené.
Para uma interferéncia construtiva, r,—r=mA,onde(m=0,£1+2..) e as
ondas estdo em fase. No caso de interferéncia  destrutiva,

r,— r1=(m+%)/1, onde (m=0,+1,£2,...) e as ondas néo estdo em fase.
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Figura 13 - Superposic¢éo de ondas formando interferéncias construtivas (regides
claras) e interferéncias destrutivas (regifes escuras).

Fonte: Young, 2004 [21].

Figura 14 - Representacdo do experimento de Young, contendo duas fendas (a) e
padrdo formado no anteparo com franjas claras e escuras (b).

(a)

Gi
=

Luz

Fonte: Young, 2004 [21].

Para se obter a formag&o de claros e escuros num experimento utilizando

duas fendas, utilizamos as seguintes equacdes, assim,
dsend=mA, (4)

com (m =0, £1, £2,...) para interferéncia construtiva temos o seguinte,
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1
dsenf=| m+= |14
2 (5)
com (m =0, £1, £2,...) para interferéncia destrutiva.

1.6 Biospeckle

Varias sdo as propostas para analisar um sistema biolégico de forma que
essa analise ndo venha a interferir no meio em estudo. Desde a década de 80
pesquisadores tem buscado encontrar métodos de diagnéstico nao invasivos [5, 22].
Uma técnica que esta sendo muito utilizada é o biospeckle ou speckle dinamico, que
se baseia em um fendmeno Optico de interferéncia que ocorre quando uma luz
coerente (laser) incide sobre uma superficie onde se desenvolve um sistema em

movimento.

Essa técnica de biospeckle tem sido muito estudada e s&o muitas as
propostas para medir, por exemplo, a atividade de espécimes biologicos, fluxo

sanguineo e outras aplicacdes estudadas pela medicina [26].

Segundo Briers [4], quando um objeto iluminado é uma entidade viva, como,
por exemplo, uma fruta, o padrdo de speckle € visto como flutuacbes, e a taxa
dessas flutuacdes dependem do comprimento de onda da luz utilizada. Devemos
incidir luz numa frequéncia onde ndo haja interacdo (absorcdo) com o meio, para
gue nao tenhamos variagdes nos resultados devido a essa interacdo. Por exemplo, o
tomate vermelho sendo iluminado com um comprimento de onda 637 nm (vermelho)
produz flutuacdes bem mais rapidas e mais intensas do que incidindo uma luz de
comprimento de onda 514 nm (verde), pois quando um tomate vermelho €é iluminado
com luz vermelha, a maior parte dessa luz é dispersa (ndo ha absorcéo) a partir de
cloroplastos vermelhos no interior das células do tomate. Quando a luz verde é
utilizada, esta é absorvida pelos cloroplastos, e parte da luz que atinge um

observador ou um detector surge da reflexdo especular na pele do tomate.

O fenbmeno de interferéncia da luz laser em uma superficie em plena
atividade pode ser observado em sementes, fungos, frutos, fluxo sanguineo,

parasitas, filmes bioldgicos, raizes e sémen. Quando o objeto difusor se move o gréao
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de speckle também se move, assim essa imagem produzida pela interferéncia da luz
laser nos d& informacdes sobre o movimento do objeto, esse fenébmeno é bem
parecido a um liquido em ebulicdo ou a um fervilhamento quando esse meio esta em

plena atividade.

Com essa variedade de aplicagcbes muitos trabalhos propbem formas de
interpretar os resultados obtidos através do speckle, como Asakura e colaboradores
[26] que mede o tempo de vida do grédo do speckle, esse processo tem como
objetivo determinar o instante onde a fungéo de autocorrelagcédo da histéria temporal
do speckle atinge metade do valor maximo. Em 1999 Rabelo e colaboradores [27]
trabalharam com o método cumulantes estatisticos para caracterizar a atividade do
padrao de speckle que varia com o tempo.

Neste trabalho, utilizaremos um meéetodo bastante interessante (matriz de Co-
Ocorréncia) ja estudado por ARIZAGA e colaboradores [28] para caracterizar a
evolugdo temporal do speckle baseado no nimero de ocorréncias da transicéo de

intensidade de elementos com relacdo aos pixels vizinhos na imagem do speckle.

Encontramos a aplicacdo do método matriz de Co-Ocorréncia em simulacoes
numéricas de speckle, em que o arranjo experimental se deu na analise de secagem
de pinturas em placas metélicas. Para fazer a comparacdo entre as imagens na
secagem de pinturas, foi usado um método ja estabelecido denominado medidas
gravimétricas, o qual utiliza processos oOpticos para medicdo da perda de peso de
uma amostra. Na secagem de pinturas também se usa muito técnicas relacionadas
ao biospeckle, encontramos relatos de que técnicas como a do contraste do
biospeckle séo alternativas que permitem caracterizar quao rapido é esse processo
de secagem e que a aplicacdo de procedimentos usando essa técnica permite um

estudo bem detalhado do sistema de interesse [29].

Quando se faz um estudo em um meio que néo seja bioldgico, a superficie
deve conter rugosidade, para que as ondas refletidas sofram sucessivas
interferéncias, para dai se obter alguma informacédo sobre a superficie em estudo,
nesse caso 0 estudo sera espacial e ndo temporal, pois a superficie ndo esta
mudando com o tempo. Para um meio biolégico que esta em atividade, os centros

espalhadores fazem essas ondas sofrerem varias interferéncias e podemos obter
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informacgdes desse sistema tanto espacial quanto temporal, pois com o passar do

tempo esse meio se modifica.
1.6.1 Caracteristicas do biospeckle

Quando a luz atinge uma superficie cada ponto funciona como um emissor de
ondiculas secundarias [21]. No caso em que a superficie tenha caracteristicas de
rugosidade com seus centros espalhadores distribuidos ao acaso, suas fases iniciais
varia aleatoriamente, dai essas ondas fazem caminhos distintos para cada ponto no
plano de observacédo, e a superposicdo dessas ondas gera interferéncia, cujas
intensidades também vao variar ao acaso formando os padrées de speckle. Esses
processos traz um carater estatistico com o granulo 6ptico, sendo que quando o
meio esta se movimento o parametro tempo é levado em consideracdo dando
carater ao speckle dindmico, de forma que sua analise segue tratamento semelhante

ao passeio aleatorio no plano complexo [30].

Outra caracteristica é a configuracdo do aparato experimental, quando néo se
coloca algum tipo de artefato optico entre a superficie espalhadora e o sensor para
captar as imagens, chamamos de propagacao em espaco livre e dizemos que temos
um padrédo de speckle objetivo. Quando se coloca uma lente entre a superficie

espalhadora e a camera CCD, chamamos de speckle subjetivo.

Neste trabalho, o meio utilizado foi um microrganismo vivo, onde se investigou
a ativacdo e a inativacdo via Terapia Fotodinamica (TFD) da cepa de bactéria in
vitro. Nessa analise foi utilizada a técnica de biospeckle, tema central desta
dissertacdo, dai a necessidade de compreender essa técnica e conhecer melhor os

trabalhos da literatura.
1.7 Terapia Fotodinamica — TFD

A Terapia Fotodinamica (TFD) do inglés, Photodynamic Therapy, ou PDT é
uma promissora modalidade de tratamento do cancer e doencas ndo oncoldgicas.
Caracteriza-se por um conjunto de processos fisicos, quimicos e bioldgicos que
ocorre ap6s a administracdo de compostos fotossensibilizantes que apresentam

maior afinidade por tecidos neoplasicos (doentes), seguido pela irradiagdo com luz
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visivel [31,32]. Para aplicagdo da PDT s&do necessarios trés fatores: o

fotossensibilizador, a fonte de luz e o substrato bioldgico.

Com relagcdo ao mecanismo, a base da terapia fotodinamica consiste na
interacdo da luz com comprimento de onda adequado com um composto ndo téxico,
denominado fotossensibilizador (FS), e oxigénio (fig. 15). O FS no estado
fundamental (SO) absorve os fotons da fonte de luz e seus elétrons passam a um
nivel eletrénico de maior energia (estado excitado singleto), do qual aquele agente
pode retornar ao estado fundamental por processos radiativos (fluorescéncia ou
fosforescéncia) ou nédo radiativos (conversao interna, cruzamento intersistemas ou
relaxacbes vibracionais). Dentre estes processos de decaimento energético, o
cruzamento intersistema € fundamental para a terapia fotodindmica (transicao
proibida por spin, onde o fotossensibilizador no estado eletronico excitado singleto

(S1) sofre uma transigéo para o estado excitado tripleto (T1)).

Na reacdo do tipo I, o fotossensibilizador no estado excitado pode agir
removendo um atomo de hidrogénio de uma molécula do substrato biolégico
(fosfolipidios, proteinas, colesterol entre outros) ou transferindo elétrons, gerando
ions radicais que tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental resultando
em produtos oxidados responsaveis pela cadeia de radicais livres gerados, como
radical superoxido (0;), peroxido de hidrogénio (H.Oy), e radical hidroxila (OH),

capazes de oxidar uma grande variedade de biomoléculas [33].

A reacdo do tipo Il é iniciada quando o FS no estado excitado singleto decai
para o estado excitado tripleto, por meio do cruzamento intersistema. Assim o FS,
neste estado (tripleto), pode transferir energia ao oxigénio molecular no estado
fundamental (tripleto), via um processo de transferéncia de energia durante uma
colisdo, produzindo oxigénio singleto. O oxigénio singleto € uma forma altamente
reativa de oxigénio e é considerado o principal mediador do dano fotoquimico
causado a célula por muitos fotossensibilizadores. O oxigénio singleto possui tempo
de vida em agua de aproximadamente 4 us e em sistemas biolégicos esse tempo é
extremamente baixo, inferior a 0,04 ps. Em funcdo disso, seu raio de acédo é
extremamente reduzido (<0,02 um), atuando apenas onde é produzido, fato muito

importante para a PDT que se baseia no efeito fotodinamico localizado [34].
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A eficiéncia do processo fotodinamico aumenta quando o rendimento
guéntico, o tempo de vida do estado tripleto do fotossensibilizador e do estado
singleto do oxigénio (*O,) aumentam [35]. O rendimento quantico de fluorescéncia
(®f) pode ser definido como a razdo entre o numero de fotons emitidos por
fluorescéncia e o numero total de fétons absorvidos, ou seja, de moléculas
excitadas. O rendimento quantico (®) pode também ser analisado pela razéo entre o
namero de particulas danificadas pelo nimero de fétons absorvidos [36], na figura
15 um diagrama ilustra essas reagdes citadas.

Figura 15 - Diagrama de Jablonski
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Fonte: Adaptado NIEMZ, 2003 [33].

Em 1976 Wainwright [37], postulou que o oxigénio no seu estado excitado
(singleto), gerado pela transferéncia de energia via colisdio do agente
fotossensibilizador no estado excitado (tripleto) para o oxigénio molecular no estado
fundamental (tripleto), era o agente citotoxico responsavel pela desativacdo de

células tumorais (fotossensibilizacdo do tipo 1l mostrada na figura 15).

Atualmente, além dos efeitos fotoquimicos serem usados para tratamento de
canceres, ha varios outros métodos fotodinamicos de indicacdes médicas ja em uso
ou em estudos experimentais, tais como em dermatologia, oftalmologia,
gastroenterologia e cardiologia. Além disso, microrganismos tais como bactérias,
fungos, leveduras e virus também podem absorver o fotossensibilizador e serem
inativados por luz visivel apropriada, em um processo denominado Inativacao
Fotodinamica (em inglés, Photodynamic Inactivation - PDI), Quimioterapia

Fotodindmica Antimicrobiana (em inglés, Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy
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- PACT), ou ainda, Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (em inglés, Antimicrobial

Photodynamic Therapy aPDT ).

A primeira publicacdo da agdo de corantes em terapia fotodinamica ocorreu
em 1900 por Oscar Raab [38], na qual esse autor descreveu que a acridina
juntamente com a luz atuava sobre Paramecia, e provocava a morte desse

organismo unicelular.

Um mecanismo importante na Terapia Fotodindmica Antimicrobiana é a
aplicacdo da luz que pode ser de uma lampada, um LED (diodo emissor de luz) ou
um laser. Os LEDs vém sendo muito utilizados em Terapia Fotodinamica por
apresentarem um baixo componente térmico, 0S custos serem menores e por
apresentarem uma pequena largura de banda espectral em relacdo as lampadas
convencionais de tungsténio. Com o advento do laser a TFD sofreu uma nova
transformagé&o, pois o laser passou a substituir as demais fontes de luz devido a sua
densidade de energia poder ser melhor controlada, assim como, sua pequena area

de irradiacao produzindo efeitos locais.

O mecanismo de acdo da terapia fotodinamica propriamente dito decorre
primariamente da excitacéo eletrénica do corante pela luz de comprimento de onda
adequado. Nesse processo fotofisico deve haver ressonancia entre a luz e o
fotossensibilizador, ou seja, o comprimento de onda da luz necessaria para
promover a foto-excitacdo tem que estar na mesma faixa de absorcdo do agente
sensibilizante. Em nosso trabalho usou-se um fotossesibilizador conhecido como sal
de curcumina para inativacdo da bactéria Staphylococcus aureus. Na secdo a

seguir, apresentaremos algumas caracteristicas desse fotossensibilizador.

1.8 O Sal de Curcumina

Conhecida como Acafrdo da india (Curcuma longa L.) (fig. 16), a curcumina
apesar de ndo ser uma planta nativa do Brasil, € muito utilizada na medicina popular,
e também como tempero ou como corante alimenticio. A Curcumina, em
concentragfes especificas, quando irradiada por alguns comprimentos de onda, tem

um grande efeito fototoxico em bactérias Gram positivas [39,40].
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Figura 16 — Acafroeira (a), raiz do acgafrdo e extrato em pé contendo curcumina como
principal pigmento (b).
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Fonte: www. lookfordiagnosis.com (acesso em 15/10/2012).

A curcumina é um pigmento que compde um dos principios ativos da
Curcuma longa L.. E utilizado como um corante natural para alimentos, com o codigo
de aditivo alimentar E100. Foi isolada pela primeira vez por Vogel em 1842, é um pé
insolivel em &agua e em éter etilico, mas solivel em etanol e no DMSO
(dimetilsulféxido). Sua estrutura quimica foi descrita por Lampe e Milobedeska em
1910 [41]. O corante comercial encontrado no mercado contém trés curcumindides
gue lhe conferem a cor amarelo alaranjada tipica: a curcumina (77%), a
demetoxicurcumina (17%) e a bisdemetoxicurcumina (3%). A curcumina apresenta
uma banda de absorcdo numa pequena regido do espectro eletromagnético com
maxima absorcdo entre 420 a 425 nm, e tem como férmulas estruturais as

representadas na figura 17.

Figura 17 - Formulas estruturais dos curcumindides.
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Fonte: Milobedeska J, 1910 [41].
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A curcumina atua como corante e também tem sido descrito em varios
estudos como um potencial agente antioxidante, antimicrobiano e antiinflamatorio.
Alguns registros do uso da curcumina na Terapia Fotodindmica sdo encontrados na
literatura em aplicagdes do tipo tratamento de céncer de pele e efeito antimicrobiano

sobre bactéria gram positivas e gram negativas [42, 43, 44, 45].

O sal de curcumina usado como fotossensibilizador, foi produzido pela
PDTPharma de Riberdo Preto, possui 0s mesmos curcumindides apresentados na
figura 17 e foi diluido em agua (H.0). O fotossensibilizador apresenta duas bandas
de absor¢cdo, uma em torno de 350 nm, o surgimento desse pico é devido a
solubilidade em &gua o que pode indicar que a curcumina e este solvente adotam
multiplas conformagdes como resultado de interagbes polares e a outra banda de

absorcgéo € em torno 420 nm (fig. 18) [46].

Figura 18 - Espectro de Absorgao do sal de Curcumina.
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Fonte: Autor, 2012.

De acordo com Di Mario e colaboadores [47], tem sido demonstrado a
capacidade da curcumina inativar varias bactérias gram positivas, como
Staphylococcus aureus, Enterococcus e Staphylococcus epidermidis que causam
infeccbes, tais como doencas de pele, pneumonia, meningite e infeccbes do trato
urinario de seres humanos. Além disso, a curcumina, em combinacdo com a
lactoferrina, N-acetilcisteina e pantoprazol tem capacidade de reduzir
significativamente os sintomas causados pela infecgdo por Helicobacter pylori em

humanos. Por funcionar como um bom agente antimicrobiano € que utilizamos
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nesse trabalho o sal de curcumina para inativar a bactéria Staphylococcus aureus

(S. aureus).

1.9 Bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus)

Neste trabalho, os padrbes de biospeckle investigados foram do meio
biolégico Staphylococcus aureus. Investigamos através do biospeckle a ativacéo e a
inativacdo dessa bactéria antes, durante e apés a aplicacdo da Terapia
Fotodinamica antimicrobiana. Vamos, entdo, descrever esse microrganismo no

decorrer desta secgao.

A primeira descricdo de bactérias do género Staphylococcus (do grego
“staphyle” = cacho de uvas, e “cocos” = grao) foi realizada por Ogston em 1880, que
relatou coccus em formato de cacho de uva, como a causa de um grande numero de

doencas piogénicas [48].

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos gram positivos (GP)
encontrados como organismos comensais ou patdgenos bacterianos tanto em
humanos como em animais. S&o imoveis, com diametro variando entre 0,5 a 1,5 um,
nao formadoras de esporos podendo aparecer de forma isolada, em pares, cadeias
curtas ou em cachos. Essas bactérias sdo formadoras de coldnias pigmentadas (fig.
19), em geral ndo capsuladas e apresentam caracteristicas bioquimicas de catalase

e termonuclease positivas e coagulase positivas ou negativas.

O habitat primario de S. aureus em humanos € a mucosa da nasofaringe,
onde a bactéria existe como um membro persistente ou transitério da microbiota
normal sem causar quaisquer sintomas podendo, entretanto, ser encontrado
regularmente em outros sitios anatémicos. Portadores assintomaticos sao principal
fonte de infeccdo por S. aureus, podendo causar doencas adquiridas tanto no

ambiente hospitalar como na comunidade [49].
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Figura 19 - Morfologia do microrganismo pertencente ao género Staphylococcus spp.

Fonte: http://faculty.ccbcmd.edu/courses/biol41/labmanua/labl15/gpstaph.html. 2012,

O microrganismo S. aureus é responsavel por um espectro muito difundido de
infeccdes em humanos e em diferentes espécies animais. Constitui 0 mais comum
agente etiologico da mastite bovina contagiosa, com perdas economicamente
relevantes para a industria leiteira causando reducdo na qualidade do leite e
direcionando a perda em producao e uso elevado de drogas e servicos veterinarios
[49]. Essa bactéria apresenta temperatura de crescimento na faixa de 7 °C a 48,5 °C
(com temperatura 6tima de 35 a 37 °C) e sdo tolerantes a concentracdo de 10% a
20% de cloreto de sédio e nitratos. O crescimento desse microrganismo esta dentro
de uma escala compreendida entre os valores de pH 4,0 e 9,8, sendo o pH 6timo
compreendido entre 6,0 e 7,0 [50, 51].

Com essas caracteristicas 0 S. aureus cresce numa grande variedade de
alimentos que requerem manipulacdo durante o processamento, incluindo produtos
alimenticios fermentados, tais como queijo e outros dessa natureza. Por ela estar
presente em certos alimentos e por ter como um reservatorio natural o ser humano é
gue tornou-se importante estudar a inativacdo dessa bactéria, jA que pode trazer
sérias consequéncias para o ser humano, além do mais esse tipo de bactéria tem

grande resisténcia a antibidticos.

Um estudo detalhado de teorias e técnicas de analise de imagens, resultados

e discussodes, serdo apresentados nos proximos topicos desta dissertacao.
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2 METODOS UTILIZADOS PARA ANALISE DO BIOSPECKLE

Métodos estatisticos sdo aplicados para descrever os padrbes de speckle
gerados durante um estudo de bioatividade. Devido ao comportamento estocastico
desses padrbes, as estatisticas de primeira e segunda ordem sdo usadas para
explicar as propriedades ponto a ponto, a frequéncia de variagcdo, o tamanho do
granulo 6ptico e a distribuicdo desses granulos no padréo de speckle [52-57].

Tanto a velocidade quanto o puro movimento dos espalhadores em um
padrdo de biospeckle sdo medidos através da estatistica de segunda ordem.
Durante os procedimentos experimentais para investigacdo desses padrdes,
cameras CCDs séo usadas gerando imagens em uma ou duas dimensdes que seréo
tratadas e nos permitira trabalhar com as matrizes THSP (Time History Speckle
Pattern) e MCO (Matriz de Co-ocorréncia), assim como, com o Ml (momento de
inércia) que é um atributo de textura obtido na matriz MCO. Mesmo fazendo uso
dessas matrizes e do Ml para visualizar e investigar a bioatividade do S. aureus, nédo
vamos nos deter, neste trabalho, em detalhar as estatisticas de primeira e segunda

ordem. Partiremos para as definicdes e aplicacdes das matrizes e do M.

Neste capitulo sera apresentado o embasamento necessario ao tratamento
de imagens adquiridas ao logo do tempo de investigacdo da bioatividade em S.
aureus, usando o meétodo de correlacdo e fazendo uma comparacdo para
estabelecer o grau de similaridade entre essas imagens. Aléem disso, fazendo a
evolucdo dessas imagens através da THSP, uma figura bidimensional que codifica
informacfes espaciais e temporais das intensidades é obtida. Sera explorado,
também, o método de matrizes de Co-Ocorréncias para investigar alta e baixa

atividade de sistemas biologicos.
2.1 Correlacédo de Pearson

E comum atribuir exclusivamente a Karl Pearson o desenvolvimento dessa
estatistica. Segundo Stanton [58], a correlacdo é uma medida de associacdo
bivariada do grau de relacionamento entre duas variaveis. Para Moore [59], a
correlacdo mensura a direcdo e o0 grau da relacdo linear entre duas variaveis

guantitativas. A associagdo e a linearidade sédo conceitos importantes na andlise de
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correlagdo, em termos estatisticos, duas varidveis se associam quando elas
guardam semelhancas na distribuicdo de seus escores. Elas podem se associar a
partir da distribuicdo das frequéncias ou pelo compartilhamento de variancia. A

correlagdo de Pearson € uma medida da variancia compartilhada entre duas
variaveis e a variacdo tem que ser distribuida linearmente [60-63].

A medida da variacdo conjunta das varidveis ou co-variagdo observada em
um diagrama de dispersao é a correlacdo entre as duas variaveis. Essa medida é
realizada numericamente por meio dos coeficientes de correlacdo que representam

0 grau de associacdo entre duas variaveis continuas. As medidas genéricas de

correlagao, frequentemente sdo designadas por p, séo adimensionais e variam entre

-1 e +1. No caso de p = 0, ndo existe correlacdo entre as duas variaveis. Quando p
> 0, a correlacdo € positiva e uma variavel aumenta quando a outra cresce. A

correlagéo é negativa, p <0, quando as variaveis variam em diregdes opostas.

E importante salientar que variaveis altamente correlacionadas n&o
apresentam necessariamente qualquer relacdo de causa e efeito. A correlagcéao
representa simplesmente a tendéncia que as variaveis apresentam quanto a sua
variacdo conjunta. Assim, a medida da correlacdo néo indica necessariamente que
h& evidéncias de relacbes causais entre duas variaveis. As evidéncias de relacdes
causais devem ser obtidas a partir do conhecimento dos processos envolvidos [61].
As correlagdes positivas e negativas podem ser ilustradas da seguinte forma (fig.
20):

Figura 20 - Correlacdes lineares, positiva e negativa.
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Fonte: Adaptado de Hendo R, 1997 [64].
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O coeficiente de correlacdo linear, também chamado de covariancia

normalizada é representado por p (eg. 2.1), expresso por:

O—x’y

Py = G 2.1)

onde oy, € a covariancia entre x e y, 0, € g,, sdo os desvios-padrdo das variaveis x

ey, respectivamente. Podemos escrever ainda da seguinte forma (eq.2.2):

_ Y (= %) =)
Jzz;l(xi— )2, Jzz;l(yi— 52

(2.2)

Pxy

onde X1 ,Xy ... X, €Y1,V ... ¥ Sa0 valores medidos de ambas as variaveis. n € o
numero de quantidade de medidas, fazendo uma relagcdo com imagens, os valores

de x; s&o valores de tons em cinza correspondentes aos pontos da imagem de

referéncia (cuja média X) e y; séo valores de tons de cinza correspondentes aos

pontos da imagem do padréo alterado (a media desses valores Y;).

=2 X e y=Lym 221
_Tl 1=1"" y_n I,=1yl, ()

A equacdao 2.2.1, acima, mostra as meédias aritméticas de ambas as variaveis.
Podemos ainda fazer uma analogia com o produto escalar normalizado, ou seja,

fazendo uma interpretacdo geométrica, sendo as duas seéries de valores
X(x1,%5 . x) €Y (Y1,Y5 ... V¥,,) podem ser considerados como vetores em um

espaco de n dimensdes:

Xx; —xoxy—%)eY(y, =V YVp— ) (2.3)

Sendo assim podemos escrever esses dois vetores (eq. 2.3) em termos do
cosseno do angulo a entre os vetores X e Y na forma de produto escalar

normalizado:
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Yiei(xi— %) vi—y)

cos(a) = (2.4)
(S22 (2,0 7)?
Comparando a equacao (2.2) com a (2.4), obtemos a equacgao 2.5
p = cos(a) (2.5)

Nesse caso se p = 1, o angulo a = 0, os dois vetores sdo colineares

(paralelos). Se p = 0, o angulo a = 90°, os dois vetores sdo ortogonais; e se p = -1,

o angulo a = 180°, os dois vetores sao colineares com sentidos opostos.

Moore e McCabe [62] destacaram algumas propriedades para analise com
relacéo a correlacdo de Pearson, uma delas diz que o coeficiente de correlacao de
Pearson nao diferencia entre variaveis independentes e variaveis dependentes.
Dessa forma, o valor da correlacdo entre x e y € 0 mesmo entre y e x. Outra
propriedade € que o valor da correlacdo ndo muda ao se alterar a unidade de
mensuracdo das variaveis. Por se tratar de uma medida padronizada, o valor da
correlacdo entre quilos e litros € o mesmo que utilizar toneladas e mililitros, a
padronizacdo torna possivel a comparacdo entre diferentes variaveis no que diz

respeito a sua magnitude e dispersao.

Ainda dentro das propriedades mencionadas no paragrafo anterior, podemos
dizer que o coeficiente de correlacdo tem um carater adimensional, ou seja, ele é
desprovido de unidade fisica que o defina. Nao faz sentido interpretar uma
correlacdo de 0,3 como sendo 30%, por exemplo. Além disso, ele ndo se refere a
proporcao. A correlacdo exige que as variaveis sejam quantitativas (continuas ou
discretas), ndo faz sentido usar a correlacdo de Pearson para dados categoricos ja
gue € impossivel calcular o desvio padrdo da variavel sexo, por exemplo. Faz-se
necessaria a independéncia das observacdes, ou seja, a ocorréncia de uma
observacdo x; nao influencia a ocorréncia de outra observacdo x,. Essas séo

algumas das condicBes para fazer uma interpretacdo da correlacdo de Pearson.
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2.1.1 Calculando a correlacéo de Pearson

Conhecendo as diversas formas de fazer a interpretacdo dessa correlagéo,

vamos calcular um exemplo de uma correlacdo para entender melhor esse
processo.

Vamos tomar os valores das duas variaveis X e Y da tabela 1, para obter o

valor da correlacdo. Vamos fazer esse célculo por partes.

Tabela 1- Variaveis Xe Y

Observacdes X Y
1 29 0,49
2 40 1,59
3 54 1,69
4 55 1,82
5 72 3,10
Média 50 1,74

Fonte: autor, 2012

As médias que se encontram na tabela 1, calculamos da seguinte forma:

1 _ 1
— i=1%; =50 y=: L1y =174

n

X

onde n=5 e x; e y; sdo os cinco valores de X e Y da tabela. Resolvendo os outros
termos da eq. 2.3, encontramos:

SEE O — X)2 =32,65e /3, (v, — 7)? =1,86.

Assim, substituindo os valores encontrados na equacao 2.2 temos:

Py = Yie,(xi= %) (yi=¥) _ 57,87
xy =
[ERaim 002, [5pmimgyr (3269080

= 0,953,

ou seja, existe uma relacao forte e positiva entre X e Y. Na pratica ndo precisa fazer

esses calculos, existem varios programas com esses pacotes prontos para calcular
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essa correlacdo de Pearson. No entanto consideramos importante entender todos os
procedimentos dessa equacao.

O gréfico da figura 21 apresenta a correlacdo entre X e Y, indicando uma
ascendéncia nos valores, ou seja, uma correlagcdo positiva. Neste trabalho seréo
avaliadas varias imagens evoluindo no tempo fazendo a correlacdo entre elas e

analisando o grau de similaridade.

Figura 21 - Correlagéo entre Xe Y
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Fonte: autor, 2012

Para obter os valores da correlacdo de Pearson, todas as imagens geradas
sdo convertidas em uma tabela de valores de tons de cinza (uma escala que vai de
0 a 255), essas imagens sdo transformadas em uma matriz, dessa matriz € gerada
uma tabela com trés colunas (X,Y,Z), em que a coluna Z de uma imagem € usada
para fazer a correlacdo com a coluna Z de outra imagem, pois contém informacdes
sobre as intensidades. Quando sdo comparadas as duas imagens e obtém-se a
correlacdo 1, significa dizer que essas imagens sdo idénticas. Quando o grau de
similaridade de duas imagens for se modificando a correlacdo vai diminuindo pra
valores menores do que 1, sendo que quando essas imagens forem totalmente

diferentes a correlacao tera valor 0.
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2.2 Historia Temporal de Padrdes de Speckle (THSP)

A Historia Temporal de Padrbes de Speckle (THSP) € uma técnica que
permite a analise das intensidades do pixel de uma sequéncia de imagens. Foi
proposta por Xu e colaboradores [63] para medir a variagdo temporal do speckle de
espécimes botanicos. Os autores extrairam uma figura bidimensional que continha

informacdes tanto espaciais como temporais das intensidades dos pixels [63, 64].

De acordo com Bergkvist [10] muitos métodos tém sido utilizados para medir
a atividade em materiais, mas a maioria deles tem limites que tornam dificil a
obtencdo de wuma descricdo precisa do objeto. Medir essas flutuacdes
temporalmente ndo € uma tarefa trivial, mesmo porque o movimento de centros
espalhadores se da de forma aleatéria em um meio que esta em atividade. Como o
padrdo de speckle muda de forma aleatéria, ou seja, as linhas mudam
aleatoriamente, usa-se apenas uma linha deste, de forma que estatisticamente seja

possivel caracterizar toda a movimentacao.

De acordo com Gonzalez e Woods [65], embora néo seja facil definir textura,
pode-se considerar a THSP como uma, pois, podem ser observados padrdes na
distribuicdo dos pixels que a compde, isso ocorre devido a disposicdo dos centros
espalhadores que formam o material analisado. Sdo muitas as definicbes para
textura, ela pode ser vista como um conjunto de variacdes de intensidade dos pixels

gue formam certos padrdes repetitivos [56,66, 67].

A THSP é uma imagem bidimensional montada pegando sempre a mesma
linha numa sequéncia de imagens registradas temporalmente, ou seja, a primeira
linha do THSP corresponde a linha registrada no primeiro instante. A segunda linha
corresponde a mesma fila de pixels registrada no segundo instante e assim
sucessivamente até compor uma nova imagem na qual fica registrada a evolucéo
temporal de uma fila do padrdo. Nessa imagem formada na direcdo horizontal fica
registrada um conjunto de pixels que correspondem a distribuicdo espacial do
padrdo, ja na direcao vertical € representada a evolucao temporal desses pixels ao

longo dos instantes sucessivos (a representacdo esta na figura 22).



44

Figura 22. Representacdo de como montar uma THSP selecionando a linha 100.
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2.3 Matrizes de Co-Ocorréncias (MCO)
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Fonte: DAVID, JFL, TCC. 2012 [77].

A matriz de Co-Ocorréncia (MCO) atua sobre a matriz THSP. A MCO é uma
tabulacdo de quantas combinacdes diferentes de valores de intensidades dos pixels
em tons cinza ocorrem em uma imagem. O uso principal da Matriz de Co-ocorréncia
€ caracterizar texturas em uma imagem através de um conjunto de estatisticas para
as ocorréncias de cada nivel de cinza em pixels diferentes ao longo de diferentes
direcdes. A Matriz de Co-ocorréncia de textura considera a relacéo entre dois pixels
por vez, um chamado de pixel referéncia e o outro de pixel vizinho [28]. A vizinhanca
nao precisa ser exatamente de 1 pixel, pode assumir qualquer valor, pois cada pixel
dentro da imagem torna-se o pixel referéncia, iniciando no canto superior esquerdo e

procedendo até o inferior direito.

A MCO pode ser definida como uma funcao do tipo P(i,j,d,e) que determina a
probabilidade de ocorréncia do valor da célula (i,j), onde i e j sdo pixels vizinhos a
uma distancia d com relacdo a um angulo e, ou seja, cada pixel esta localizado a um

determinado angulo com relacéo a posicao do pixel de referéncia.

O que define o numero de linhas e colunas da matriz MCO é o numero de
niveis de cinza da imagem. Para n niumeros de cinza da imagem a matriz tera n

linhas e n colunas, logo essa matriz deve ser quadrada (n x n), e representa em
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cada elemento de matriz a; o nimero de vezes que ocorre a transi¢do do nivel cinza
Z; para 0 nivel cinza Z;, considerando a distancia d entre os pixels vizinhos i e j
[68,69].

A equagéao 2.6 define a MCO

MCO[i'j] = Ni,j (2.6)
onde N;; € o numero de ocorréncia de intensidade e i,j sdo as intensidades
sucessivas.

De acordo com Vasconcelos [70] para se chegar a forma normalizada da
MCO € necessario dividir cada elemento pelo somatério de todos os elementos da
matriz, ou seja, a MCO pode ser escrita como matriz quadrada de probabilidade P;;

dada pela equacgéo (2.7).

m .
Pii= = (2.7)
7] 52 (mps )
onde cada elemento (i; j) representa a probabilidade de um valor aparecer na matriz.

A eq. 2.8 é calculada analogamente pela equacéo 2.6, de forma normalizada.

MCO; j)
N-1 ’
i i=o(MCOy; j7)

MCON[,"]] = 5 (2.8)
onde i € o numero da linha e j € o niumero da coluna da matriz; MCO € o conteudo
da célula (i,)); N € o numero de linhas ou de colunas, pois MCO é uma matriz

guadrada. Simplificando, a normalizacao é feita através da divisdo do valor de cada

célula da matriz pelo somatério dos valores contidos nas células da matriz.

Além da THSP e da matriz de co-ocorréncia, neste trabalho utilizamos mais
um elemento, o Momento de Inércia (Ml), para nos ajudar na interpretacdo dos
resultados. O Momento de Inércia, pode ser entendido como um descritor
correlacionado com o dinamismo impresso nas imagens do speckle, pode ser

relacionado com a atividade bioldgica, ou seja, valores altos de Ml equivalem a alta
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atividade do meio e valores baixos de MI mostram baixa atividade bioldgica. A
utilizacdo da estatistica de segunda ordem fornece por meio do momento de Inércia
(MI) uma medida da frequéncia de ocorréncias de mudancas bruscas de intensidade
de um gréo de speckle. Fazer a correlacdo dos valores do Ml em um meio que tem
sua atividade variando no tempo é fundamental [71,72].

Uma maneira de quantificar a medida da disperséo dos pontos em torno da
diagonal da matriz é através do calculo do momento de inércia da matriz dado pela
eq. 2.9.

MI = ¥, ;MCO(i,j) * (i — j)* (2.9)

Na equacdo 2.9 MCO é a matriz de Co-ocorréncia. O nome momento de
inércia se deu pela analogia com 0 momento de inércia conhecido em mecéanica, ou
podemos também chamar de momento das intensidades. Ml classifica a atividade do

meio através de um nimero adimensional.

Para facilitar o entendimento dessas teorias vamos apresentar dois exemplos,
um representando uma superficie estatica, no qual a THSP praticamente nao
apresenta variacbes de intensidade ao longo do tempo, logo a matriz MCO
apresenta valores ndao nulos na diagonal principal e no outro exemplo a THSP
apresenta grande atividade, e a matriz MCO apresenta valores ndo nulos ao redor
da diagonal principal, esses valores podem ser chamados de ocorréncias. No
decorrer desta dissertacdo usamos a resolucdo de 8 bits e as matrizes de co-
ocorréncia obtidas foram de 256 X 256. Para os dois exemplos descritos a seguir
(fig. 23 e 24), simulamos uma situacdo em que a codificacdo dos tons de cinza

foram realizados com 2 bits, obtendo-se uma matriz 4X4.
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Figura 23 - Superficie espalhadora estatica.

3 4 2 1 3 0 0 0
= 3 4 2 1 = 0 3 0 0o =
3 4 2 1 0 0 3 0
3 4 2 1 0 0 0 3
THSP Representacdo numérica Representacdo numérica Imagem do MCO
da matriz THSP da matriz MCO

Fonte: autor, 2012.

Figura 24 - Superficie espalhadora com atividade.

1 2 2 3 0 0 0 3
= 4 3 1 3 = 2 0 1 0] =
2 1 4 3 2 0 2 0
1 4 3 1 0 1 1 0
THSP Representacdo numénca Representaciio numérica Imagen MCO
da matriz THSP da matriz MCO

Fonte: autor, 2012.

Na figura 23 temos uma situacdo em que a superficie permanece estatica
sem variacdo temporal, observamos que a evolucao (vertical) da matriz ndo muda e
0s numeros permanecem 0s mesmos. Adotamos o nimero 1 com a cor preta, 2 com
a cor cinza escuro, 3 com a cor cinza e 4 cor branco. Quando essa numeracao se
altera de forma aleatoria significa dizer que houve uma mudanca na intensidade dos
pixels das imagens subsequentes, como podemos verificar na figura 24 da matriz

numérica THSP.

Para formar a matriz numérica MCO, que sdo as ocorréncias, observamos
guantas ocorréncias tivemos, por exemplo, da cor preta representada pelo numero 1
e da cor cinza representada pelo numero 4. Analisando toda matriz THSP na vertical
de cima para baixo, obtivemos 3 ocorréncias, sendo que os valores das ocorréncias
colocamos na linha 1 da coluna 4, ou seja, aproveitando a numeracao das cores

para serem representadas como matriz (fig. 24).

Os exemplos mostrados na figura 25 (as THSP e as MCO) foram obtidos da

referéncia 75 citada anteriormente. Os valores associados aos MI dispostos na
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tabela 2 foram adotados como valores de referéncia para as analises dos nossos
resultados, pois nao foi encontrada nenhuma referéncia na literatura mostrando a
atividade do microrganismo aqui estudado, utilizando a técnica de momento de

inércia.

Figura 25 - a) baixa atividade; b) média atividade; c) alta atividade.

a) THSP MCO
Fonte: Silva ER, 2007 [75].

Tabela 2 - Momento de Inércia das MCOs.

Matriz MI
@ 5,3
(b) 11,8
(©) 65,4

Fonte: Silva ER, 2007 [75].

Para formar a representacdo das imagens MCO, foram adotados alguns
procedimentos como, acontecendo no minimo uma ocorréncia sera pintado de
branco; e quando néo tiver ocorréncias pintar de preto. Na THSP da figura 24 foi
observado que as cores estavam de forma aleatoria, isso indica mudanca no pixel
da imagem posterior como havia supracitado, havendo varias ocorréncias
acontecendo em torno da diagonal principal na imagem da MCO. Isso nos remete a
pensar em uma superficie que esta se modificando com o passar do tempo, sendo
identificada nessa técnica observando as imagens geradas pelo programa (STMD -
Speckle — THSP - Matriz de co-ocorréncia - Descritores de textura), pois o

procedimento adotado para gerar as figuras € analogo ao exemplo apresentado.



49

3 MATERIAS E METODOS

Com a aplicagéo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT), foi usada a
técnica de biospeckle para investigar a atividade biolégica do microrganismo
Staphylococcus aureus, conhecido por apresentar resisténcia a antibidticos e ser
facilmente encontrado em ambientes hospitalares e em alimentos como é o caso do
qgueijo coalho muito consumido na regido Nordeste do Brasil. A investigacéo
experimental da inibicdo de S. aureus ocorreu em dois momentos, no primeiro
fazendo o monitoramento durante as 24 horas na ativacdo da cepa das bactérias
(crescimento de col6nias). E no segundo momento o monitoramento foi feito durante
a aplicacéo da luz led em 450 nm (inibicdo das colbnias), ou seja, na aplicacdo da
aPDT. Foram captadas imagens de meios biologicos através de uma webcam (25
frames por segundo, resolucdo de 288x352 pixels) e essas imagens foram tratadas
com a intencéo de analisarmos a bioatividade do microrganismo. Diluicéo e ativacao
das cepas, manuseio do meio de cultura e armazenamento dos microrganismos em
estufas, foram realizados como procedimentos basicos de microbiologia antes da
investigacdo experimental através de biospeckle. Medidas de absorcédo e
fluorescéncia do fotossensibilizador (sal de curcumina) foram necessarias para a

escolha do comprimento de onda que seria usado durante a aPDT.

Nas secOes a seguir mostraremos o desenvolvimento, os resultados e as

analises do trabalho experimental desta dissertacéo.

3.1 Investigacdo da inibicdo de staphylococcus aureus via aPDT usando

biospeckle

O procedimento basico da manipulacdo do S. aureus foi realizado no
laboratério de microbiologia da Faculdade de Nutricdo (FANUT) da UFAL, com a
participacdo ativa de alunas do referido laboratério e com a supervisdo da
professora Maria Cristina Delgado da Silva (pesquisadora da FANUT/UFAL). Para a
preparacdo da cepa em meio liquido, colocamos em um recipiente 3 mL de BHI
(Brain Heart Infusion Broth), 3 mL de H,O estério e 0,1 mL de bactéria (cepa padrao
S. aureus ATCC 25922 - Laborclin — Parand). Misturamos o liquido contido no tubo
usando o equipamento vortex (Type 16700 Mixer 120 V — Modelo 16715- U.S.A)) e

dessa solucéo retiramos 5 mL que foi colocado num recipiente de volume 27 cm®. E



50

vélido salientar que os procedimentos foram realizados com os devidos cuidados,
evitando qualquer tipo de contaminacdo aos experimentadores, pois estavamos
trabalhando com bactérias e qualquer descuido poderia trazer sérias consequéncias
a nossa saude, como também, normas de microbiologia foram seguidas para néao
haver contaminagéo da solugcdo com outros microrganismos existentes no ambiente

€ assim mascarar nossos resultados.

O recipiente com a solucdo de bactérias foi vedado e levado para o
laboratorio de fisica, sendo entdo colocado em um aparato (Fig. 26, 27) que permitia
a manutencdo do sistema experimental a temperatura de 36°, assim como, a
aplicacdo da luz LED (para a aPDT) e a aquisi¢cao das imagens de speckle (oriundas
da interferéncia dos feixes de luz laser espalhados pela superficie do meio
biol6égico). O monitoramento da bioatividade durante a ativacdo das cepas foi
realizado durante 24 horas, sendo que a cada 60 minutos era feito um video de 20
segundos para depois analisarmos essas imagens que foram transformadas em
varias fotos por um programa de livre acesso e uso (virtualDub status). A
metodologia adotada se deu pelo fato de que essas bactérias tém um crescimento
em torno de 24 horas, dai era mais conveniente fazer filmes pequenos durante esse

periodo.

Figura 26- Aparato experimental. (1) termopar; (2) laser em 637 nm; (3) filtro
espacial; (4) simulacdo de uma estufa com sistema de aquecimento, iluminagcéo para
TFD, filtro OG515 e webcam; (5) sistema de aquisicdo e tratamento de dados
(PC+placa de aquisicdo de imagens). No detalhe a direita mostramos o interior da
estufa.

Fonte: autor, 2012.
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Figura 27 - Arranjo Experimental para investigacdo da bioatividade do S. aureus (1)
usando termopar (2), LED (circulos azuis) para a aPDT e laser (linhas vermelhas) para
a geracao do padrao de speckle. A aquisicdo das imagens se d4 através de uma
webcam (3) com um filtro OG 515 (4).

Laser em 637 nm

Fonte: Autor, 2012

ApOs as primeiras 24 horas, fizemos mais um monitoramento de 24 horas
com a mesma solucdo de bactérias s6 que acrescentando o fotossensibilizador sal
de curcumina (PDTPharma — Ribeirdo Preto) diluido em agua destilada numa
concentracdo de 750 mg/L. Nos primeiros 5 minutos aplicamos a luz LED em 450
nm e poténcia de 258 mW (IRRAD-LED2 - Biopdi — S&o Carlos) (Fig. 28),
monitorando a acdo da aPDT. Apds a aplicacdo da luz azul continuamos fazendo
videos de 20 segundos intercalados de 2 horas até completar o total de 24 horas. Os
videos de antes e apds a aPDT foram registrados apenas com a iluminacéo do laser
em 637 nm (COHERENT CUBE, 637 nm, 25mW California) que gera o padrao de
speckle, enquanto que a aquisicdo das imagens durante a aPDT foram obtidas,
também, com a iluminacdo em 450 nm do LED responsavel pela Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT). Vale salientar que mantivemos um filtro
0OG515 na frente da webcan durante todas as medidas, bem como a lampada usada
para aquecimento das cepas de bactérias que era desligada nos momentos das

medidas.
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Figura 28 - Aplicacéo da aPDT usando sal de curcumina e LED em 450 nm em
Staphylococcus aureus.

Fonte: Santos RF, 2013 [78].

Em outro momento repetimos todas as medidas, s6 que dessa vez com as
bactérias ativadas por 24 horas na estufa do laboratério de microbiologia.
Colocamos em dois recipientes as bactérias acrescidas da solucdo de sal de
curcumina e em seguida aplicamos luz azul no intervalo de tempo de 5 minutos em
um dos recipientes e durante 30 minutos no outro recipiente. A filmagem durante o
tempo de 5 minutos foi realizada de forma continua e no tempo de 30 minutos

fizemos videos curtos de 20 segundos até completar este periodo.

Para ter um parametro a mais na analise dos resultados, medidas de
absorcao foram realizadas. Uma das medidas foi realizada usando somente a
solucdo de bactérias diluidas e acrescidas do meio de cultura, outra medida foi
realizada usando essa solucéo e o sal de curcumina na concentracdo de 750 mg/L
numa proporcao de 1:1, outra absorcao foi feita com a solucdo de bactérias e sal de
curcumina apés a mistura ser iluminada por 5 minutos com a luz em 450 nm. E na
tltima medida variamos apenas o tempo de exposi¢cdo a luz azul para 30 minutos.
Nossa intencdo era monitorar 0 meio biologico através de medidas de absorcéo e
confrontar essas medidas com os resultados da bioatividade do meio obtidos através

da técnica de biospeckle.
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4 RESULTADOS

Nas secOes a seguir serdo apresentados os resultados da aplicagdo da aPDT
em S. aureus com sua atividade biol6gica sendo monitorada através da técnica de
biospeckle.

4.1 Investigacdo da Ativagdo do Microrganismo S. aureus através de Padrdes
de Speckle.

Incidimos sobre 0 meio bioldgico radiacdo no comprimento de onda de 637
nm e com poténcia de saida de aproximadamente 9 mW de um laser de
semicondutor (COHERENT CUBE, 637 nm, 25mW California). O feixe laser passou
por um filtro espacial para tornar a incidéncia de luz mais uniforme, sofreu algumas
reflexdes por espelhos de aluminio e foi, finalmente, ampliado por uma lente
biconvexa de forma a iluminar toda a solucéo contida no recipiente (27 cm?). O laser
foi usado para obter o padrdo de speckle. A aproximadamente 6 cm acima da
amostra foi colocado uma webcam (MICROSOFT, LIFE CAM VX — 800, 25 f/ls —
288x352 pixels) conectada a um computador para fazer a aquisicdo dos videos
através de um software livre (Dell Webcam Central). Para simular a estufa, usada no
laboratério de microbiologia, utilizamos uma caixa de isopor com uma abertura para
a passagem do feixe laser e uma lampada incandescente de 60W para mantermos a
temperatura do ambiente em 36 °C. Monitoramos a temperatura com um termopar
para que a amostra ndo sofresse grandes variacdes de temperatura e com isso

interferisse nas investigacoes.

O resultado a seguir (Fig. 29) esta relacionado com 0 monitoramento por 24
horas do primeiro dia de ativacdo das bactérias. A cada 30 minutos era feito um
video com duracdo de 20 segundos que foram transformados em varias imagens.
Escolhemos a foto de numero 100 em cada video ao longo das 24 horas para ser
feito o estudo de correlacdo usando a estatistica de Pearson. A escolha da imagem
de numero 100 foi proposital, pois as fotos iniciais poderiam vir associadas a erros
ao iniciar o processo de filmagem, pois levava alguns segundos para a acomodacao

do sensor da camera.
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O comportamento dos pontos no grafico da figura 29 nos mostra que, depois
de 24 horas, o grau de semelhanca entre as imagens diminuiu cerca de 80 por

cento, isso indica que houve ativacao consideravel.

Figura 29 - Monitoramento da ativacado de S. aureus através de correlacao usando a
estatistica de Pearson.
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Fonte: autor, 2012.

Utilizamos outro método de analise com o intuito de ter uma confiabilidade
maior do resultado da ativacéo da bactéria S. aureus. Usamos um programa (STMD)
[77] para gerar as matrizes THSP e a matriz de co-ocorréncia e observar se houve
atividade no meio. Uma analise semelhante usando os mesmos métodos foi feita em
2004 por Enes e colaboradores [79], em sementes de feijado observando diferentes
niveis de atividades. Vimos no resultado da figura 29 que houve atividade do meio e
para medir o grau dessa dispersao, que indica as ocorréncias de variacbes nas
intensidades, buscamos o valor para o momento de inércia encontrado pelo

programa que gera os resultados, esse valor para Ml foi de 37,574 [73].

Para gerar as matrizes escolhemos imagens nos intervalos de uma em uma
hora durante as 24 horas. Com uma hora de monitoramento fizemos um video de 20
segundos, desse video coletamos 25 imagens, e assim sucessivamente até o final
das 24 horas. Observamos que ao fazer a analise de videos curtos havia atividade,
porém uma atividade baixa observando cada momento separadamente. No entanto,

o valor do Momento de Inércia estava em ascenséo ao longo das 24 horas, o0 que
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era de se esperar, pois se tratava da ativacdo das bactérias (Figuras 30 e 31). Na
referéncia 28 foi observado que o momento de inércia atingia valores mais altos para
amostras vivas de material biolégico e baixos valores para um material biol6gico

morto, concordando com nossos resultados.

Figura 30 — Ativacdo do S. aureus. (a) THSP; (b) MCO. Monitoramento do 12 dia.

Fonte: autor, 2012.

Figura 31 - Monitoramento apresentado no Momento de Inércia

Momento de Inércia

Fonte: autor, 2012.

Embora os graficos do primeiro dia de ativacdo (Figuras 29 e 31) tivessem
comportamentos diferentes para a correlacéo e o Ml, os dois demonstram 0 mesmo
resultado, s6 que um analisa o grau de similaridade entre as imagens
temporalmente e o outro representa a dispersdo das ocorréncias com relacdo as
intensidades nas imagens, também temporalmente. E como relatamos

anteriormente, o comportamento do Ml (Fig. 31) é crescente, mostrando atividade.
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4.2 Investigacdo da bioatividade do Microrganismo S. aureus através de

Padrbes de Speckle apds Aplicagcao da aPDT.

ApOs a ativacdo das cepas nas primeiras 24 horas, adicionamos o
fotossensibilizador as bactérias e aplicamos a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
incidindo por 5 ou 30 minutos (duas investigacoes distintas) luz em 450 nm. A
investigacdo durante a aPDT requer uma andlise mais detalhada, entdo
reservaremos a proxima secao para mostrarmos essa bioatividade (ou inativacéo,
inibicdo), mostraremos a seguir o resultado do que ocorre apds a aPDT através de

medidas de correlacdo usando a estatistica de Pearson (Fig. 32).

Figura 32 - Monitoramento do S. aureus, ap6s a aPDT
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Fonte: Autor, 2012.

Na figura 32 observa-se que o0 comportamento para a correlacdo ficou
constante em torno 0.6, o que de certa forma também é um bom resultado, pois
ap06s a aplicacdo da aPDT durante 5 ou 30 minutos a tendéncia é que haja
inativacdo da bactéria, isso justifica uma baixa atividade do sistema. No grafico
observamos também uma grande variacdo do primeiro ponto com relagcdo ao

segundo mostrando um decaimento, mas isso se deve ao fato de sempre fazermos
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a correlacéo inicial da primeira imagem com ela mesma, sendo, portanto igual a um,

pois as imagens s&o as mesmas, nao significa atividade.

A figura 33 apresenta a dispersao das intensidades em torno da diagonal
principal da matriz MCO. O monitoramento foi realizado ap6s 5 minutos de aplicacéo
da luz LED (aPDT) de forma a se obter uma inativagdo da bactéria S. aureus e 0
resultado apresenta justamente isso, pois o comportamento desse grafico é uma
constante em torno 1,5, valor do momento de inércia. Montamos a matriz THSP e
MCO, novamente fazendo o0 mesmo processo anterior pegando uma quantidade de

imagens ao longo das 24 horas. O resultado esta representado na figura 34.

Figura 33 - Momento de Inércia Temporal apds aPDT
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Fonte: Autor, 2012.

Figura 34 - a) THSP; b) MCO

Fonte: Autor, 2012.
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Esse resultado ao longo do tempo, apoés fazer a aplicacdo de luz led (aPDT),
apresentou uma baixa atividade, tendo como momento de inércia o valor 2,477,
como ja apresentamos anteriormente quanto menor o valor do momento de inércia
menor € a dispersdo das intensidades. Na literatura encontramos analise da
umidade em sementes para investigacdo, e foi usado o método do momento de
inércia para estabelecer a qualidade da semente observando o grau de atividade.
Segundo Botega (2009), Ml é o método mais utilizado quando se deseja uma
guantificacdo das informacbes requeridas da mudanca do padrdao de speckle

formado durante uma observacéo [28,74].

4.3 Investigacdo da Inibicdo do crescimento do Microrganismo S. aureus
atraves de Padrdes de Speckle durante Aplicacdo da aPDT.

Observar o que ocorre com microrganismos durante a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana é o tema central desta dissertacdo. Realizar investigacdo em tempo
real da aplicacdo desta técnica usando padrbes de speckle nos dara nocbes da
atividade biolégica que surge do uso combinado de uma luz, um fotossensibilizador
e 0 oxigénio molecular presente no meio, de uma forma néo invasiva. Realizamos a
filmagem ao mesmo tempo em que aplicavamos luz em 450 nm em dois intervalos
de tempos distintos: 5 e 30 minutos. O experimento € equivalente ao da secéo
anterior com o diferencial da incidéncia de Iluz. Um filro OG515(luz com
comprimentos de onda abaixo de 515nm séo bloqueados) foi adicionado para que a
luz em 450 nm néo interferisse no padrédo de speckle aquisicionado, pois a luz

utilizada para formar o padréo de speckle tem comprimento de onda 630 nm.

A ativacao das bactérias foi realizada no laboratério de microbiologia durante
24 horas na estufa a 36 °C. A solucéo de S. aureus foi acrescida da solugdo de sal
de curcumina e seguida da aplicacdo de luz em 450 nm. Imagens foram adquiridas
via webcam e tratadas por software especifico. No experimento com exposicdo a luz
por 5 minutos, o video foi continuo e no experimento com luz incidente por 30
minutos, os videos tiveram duracdo de 1 minuto, intercalados de 5 minutos, até
completar o intervalo temporal total. Com o monitoramento da cepa de bactéria,
geraram-se imagens e usando a estatistica de Pearson para fazer as correlacfes
entre essas imagens tracamos o grafico relacionando a correlagéo versus tempo que

€ mostrado na figura 35.
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Figura 35 - Monitoramento da correlacéo de imagens dos padrdes de speckle durante
a aplicacédo da aPDT por 5 minutos em S. aureus.
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Fonte: Autor, 2012.

Observa-se uma queda timida nos valores de correlacdo das imagens durante
todo o tempo de incidéncia da luz. Mais uma vez construimos as matrizes THSP e a
MCO, para tentar tirar mais informacdes com relacdo a esse experimento e 0s

resultados estdo mostrados na figura 36.

Figura 36 - a) THSP; b) MCO, durante aplicacéo de luz por 5 minutos.

Fonte: Autor, 2012.
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Na figura 36, podemos analisar a figura da matriz de co-ocorréncia. No inicio
comeca com uma atividade bem discreta, e logo depois a parte branca se afina na
diagonal principal, isso indica ndo haver mais atividade, e o valor do momento de
inércia encontrado via programa de anélise de imagens é de 0,586, ou seja, muito
baixo comparado com o valor do momento de inércia na ativacdo da bactéria S.
aureus (37.574) e indicando uma inativagdo dessa bactéria com o uso da Terapia

Fotodinamica Antimicrobiana.

Assim como no experimento anterior construimos também as matrizes THSP
e a MCO, para o caso de aPDT durante 30 minutos. Como nesse intervalo foram
feitos videos de 1 minuto ao longo dos 30 minutos totais de incidéncia de luz, de
cada video pegamos uma quantidade de imagens para analisar e obtivemos o
resultado descrito na figura 37. Observa-se no inicio certa disperséo na figura 37 (b),
depois desaparece ficando uma linha branca na diagonal principal, indicando uma
gueda brusca na dispersao, havendo uma reducdo nas ocorréncias de mudanca das

intensidades, ou auséncia delas. O momento de inércia teve como valor total 9,271.

Como os videos foram aquisicionados ao longo de 30 minutos e a cada 5
minutos foram feito videos de 1 minuto, também analisamos a evolu¢cdo do momento
de inércia nesses pequenos videos ao longo do tempo. O comportamento é

mostrado na figura 38 a seguir.

Figura 37 — (&) THSP; (b) MCO, durante aplicacdo de luz 30 minutos.

Fonte: Autor, 2012.
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Figura 38 - Momento de inércia ao longo de 30 minutos de aPDT.
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Fonte: autor, 2012.

Os estudos de aplicacdo desse fendbmeno optico (biospeckle) levaram os
pesquisadores a desenvolverem um grande numero de técnicas auxiliares, que
combinadas com o MI possibilitam extrair informac¢des adicionais dos materiais
biologicos, aumentando a precisdo do método, bem como sua gama de aplicacdes
[26,27,28].

O comportamento do momento de inércia na figura 38 é obtido no decorrer
dos 30 minutos de aplicacdo da aPDT onde observa-se uma queda acentuada apos
0s 5 minutos iniciais de aplicacdo da luz em 450 nm. E para ter mais um parametro
de analise construimos as matrizes para analisar se havia alguma atividade
biolégica ou ndo apos os 30 minutos de aplicacdo da luz. Na figura 39 (b) a MCO
apresenta-se com uma atividade quase que nula, tendo como momento de inércia o
valor de 0.021.
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Figura 39 - a) THSP; b) MCO, resultado apés 30 minutos de aPDT.

Fonte: Autor, 2012.

Na correlacdo de imagens apresentada na figura 40, houve uma queda
brusca apés os 5 minutos iniciais de aplicacdo da luz, a partir dai 0 comportamento

segue constante.

Figura 40 - Correlacdo de imagens durante os 30 minutos de aPDT.
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Fonte: Autor, 2012

Durante a investigagcao experimental observamos “visualmente” que depois de

passados alguns minutos o “fervilhamento” da imagem granulada foi diminuindo, e
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no recipiente onde se encontrava a amostra biolégica, também, observamos uma

sedimentacdo semelhante a uma decantacédo de residuos no fundo do recipiente.

4.4 Medidas de Absorcdo do Meio Bioldgico para as diversas configuracdes

Investigadas.

Para obtermos um pardmetro a mais nas andlises, fizemos medidas de
absorcdo nas amostras usando: somente a solucdo de bactérias diluidas e
acrescidas do meio de cultura; usando essa solugcdo e acrescendo o sal de
curcumina; usando a solucdo de bactérias e sal de curcumina ap6s a mistura ser
iluminada por 5 minutos com a luz em 450 nm e, por fim, variando o tempo de
exposicdo da luz para 30 minutos. A figura 41 mostra o comportamento dos

espectros de absorcéo no intervalo de 300 a 800 nm.

Figura 41 - Espectros de Absorcado do meio biolégico para as diversas configuragdes

estudadas.
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Fonte: Autor, 2012.

Na figura 41 mostramos a absor¢cdo para cada configuracdo do meio investigado.
Percebemos a agcdo da PDT com a diminuicdo da intensidade de absor¢édo tanto para
aplicacdo da luz em 5 minutos quanto para 30 minutos, com maior evidéncia para o caso de
30 minutos. Na curva em preto (s6 bactéria) observamos um valor maior para a absorcao

em torno de 380 nm, mas essa banda se estende até a regido do infravermelho préximo.
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Ao adicionarmos a curcumina, um pico em aproximadamente 360 nm torna-se
evidente, mas a curva segue até 800 nm com amplitude consideravel. O pico em 360 nm,
provavelmente tem uma contribuicdo tanto da bactéria, quanto da curcumina, mas a
amplitude observada no intervalo de 500 a 800 nm € unicamente devido a bactéria, ja que o
espectro de absorgcédo da curcumina (curva em rosa) mostra-se quase nulo nessa regiao.
Entdo, quando as curvas devido a aplicacao de PDT tém suas amplitudes diminuidas, nas
duas regides mencionadas, significa que a luz esta atuando na curcumina (consumindo) e

na bactéria (inativando).

Essas observacfes estdo de acordo com os resultados de biospeckle apresentados
pelas imagens das MCOs (figuras 34, 36, 37 e 39). Os resultados mostrados nesta secao
sdo mais uma forma de analisar a eficacia da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana e

mostrar que a técnica de biospeckle é interessante para avaliar a sua acao.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho discutimos sobre a técnica de speckle, em que um granulado
optico traz informacdes sobre a superficie em estudo. As formas dos arranjos
experimentais de andlise apresentam-se por reflexdo, perfusdo ou variacao angular.
Em nosso trabalho o arranjo experimental foi disposto de forma que houvesse
reflexdo do laser. Fizemos uma discussao tedrica da correlacdo de Pearson para
analise do grau de similaridade ao longo do tempo, discutimos teorias sobre as
matrizes THSP e MCO, bem como quantificamos a média da dispersdo dos pontos

em torno da diagonal principal da MCO usando o Momento de Inércia (Ml).

No monitoramento durante as 24 horas, constatamos a ativacdo da bactéria
S. aureus, pois observamos através da correlacdo de Pearson que o grau de
similaridade foi se modificando com o passar do tempo. No resultado da figura da
matriz de ocorréncias para este caso, na diagonal principal ocorreu uma dispersao
consideravel das intensidades, concordando com a afirmacdo de estar ocorrendo
ativacdo do meio biolégico. A analise em relacdo ao momento de inércia indicou
também uma ativacdo por parte desse microrganismo, pois no decorrer do tempo
teve um aumento consideravel com o valor total de 37.574. Se recorrermos aos
valores descritos na tabela 2, esse valor € considerado satisfatério, estando entre

média e alta atividade.

Na aplicacdo da Terapia Fotodinamica, apés 5 minutos de incidéncia de luz
em 450 nm, verificamos uma inativacdo do microrganismo, pois 0S pontos
experimentais do momento de inércia descreveram um comportamento constante
em torno de 1,5. Esse valor (tabela 2) mostra uma baixa atividade do meio, ou seja,

a aniquilacéo das bactérias.

Apés a aplicacdo da TFD notamos que houve uma inativacdo da bactéria
analisando, também, através da correlacdo de imagens, em que no primeiro
momento houve uma mudanca brusca entre essas imagens e com o passar do
tempo o comportamento ficou constante, o que ja era esperado, pois a morte do
microrganismo nao ocorre instantaneamente e, usando essas ferramentas de

analise, validamos ainda mais a acdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana.



66

Nosso maior interesse foi investigar a eficiéncia dessa técnica em tempo real,
ou seja, durante a aplicacdo da Terapia Fotodinamica antimicrobiana em 5 e 30
minutos. No periodo de 5 minutos ja se verificou a “morte” desse microrganismo,
mas o grau de similaridade foi se modificando ao longo do tempo de forma suave, ja
nos 30 minutos houve uma queda brusca no inicio e ap6s 5 minutos o
comportamento foi constante, o que nos fez pensar que o microrganismo “morre”
apos esse tempo de 5 minutos. Para ter uma confiabilidade maior na inativacéo,
obtivemos o valor do momento de inércia, que foi de 0,586, ou seja, muito baixo

mostrando a inativacdo desse meio.

Na analise feita apés 30 minutos da aPDT, o resultado foi melhor ainda. A
inativacdo ocorreu de maneira eficaz, com o valor do momento de inércia quase

nulo, apenas de 0,021, ndo apresentando variacdes nas atividades.

Em relagdo ao grau de similaridade apos 5 minutos de analise, as imagens
eram praticamente idénticas, ou seja, se ndo havia mudancas nos pixels das

imagens nos remete a pensar que houve uma inativacéo de quase 100%.

E valido salientar que na literatura ndo encontramos algo dessa natureza, ou
seja, em que a investigacado fosse feita em microrganismos do tipo de bactérias S.
aureus através dessas técnicas de analise de imagens. Em nossa analise tivemos
uma boa eficiéncia nas técnicas, pois a correlacdo de Pearson juntamente com as
matrizes THSP e a MCO nos mostrou resultados satisfatérios na investigacédo desse

meio bioldgico.

Concluindo, mostramos que investigacdes como as descritas neste trabalho,
s6 vém a contribuir na interface fisica/microbiologia propondo parcerias satisfatérias

entre essas areas de estudo e, com isso, fortalecendo a interdisciplinaridade.

Como perspectivas futuras podemos citar o desenvolvimento de simulacfes
computacionais usando as estatisticas de primeira e segunda ordem para comparar
com nossos resultados. Outros meios biolégicos podem ser investigados. Outros
métodos de analise como o Fuji e o LASCA dentre outros, também, podem ser

usados para comparar e corroborar com 0 nosso trabalho.
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