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RESUMO

A Terapia Fotodindmica tem se desenvolvido principalmente para o tratamento anticancer,
porém, novas aplicacfes desta técnica tém se voltado contra a acdo de microrganismos. Neste
caso ela é denominada Inativacdo Fotodindmica (PDI, do Inglés, Photodynamic Inactivation)
ou, Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (em inglés, Antimicrobial Photodynamic Therapy -
aPDT) e vem ganhando importancia cada vez maior no tratamento de certas patologias. Ao
longo do tempo foi verificado que algumas bactérias criavam resisténcia a certos antibioticos,
0 que é um problema grave, pois acarreta no aumento da dose do medicamento ou no uso
associado com outras medidas para tentar combater a atuacdo do microrganismo. Uma
importante vantagem da aPDT para o tratamento de infeccGes deve-se a possibilidade de
inativacdo das cepas resistentes em comparacao aos tratamentos convencionais. O mecanismo
de acdo da aPDT ocorre quando um determinado fotossensibilizador é excitado por uma fonte
de luz em comprimento de onda ressonante a sua banda de absorcdo na presenca de um
substrato, como por exemplo, o oxigénio. E desencadeada entdo uma cadeia de reacdes que
formam espécies quimicas altamente reativas e de curto tempo de vida, como o oxigénio
singleto e radicais livres, que podem provocar sérios danos aos microrganismos através da
oxidacdo irreversivel de componentes celulares. Tentando observar a inativacdo do S. aureus
por meio da aPDT, tendo como fotossensibilizador o sal de Curcumina, foram testados
protocolos experimentais que reproduzissem as condi¢des Otimas que inviabilizam de forma
mais efetiva o crescimento do microrganismo. O alimento testado para este trabalho foi o
queijo coalho, que faz parte da dieta da populacdo da regido nordeste e pode ser muitas vezes
um reservatorio de proliferacdo desta bactéria. O experimento foi realizado em triplicata, in
vitro e in loco sendo dividido em grupos de investigacdo. Foram usadas varias poténcias
distintas, de forma a irradiar a amostra nos tempos de 5, 10, 20 e 30 min respectivamente com
luz LED em 450 nm. As poténcias usadas foram 151 mW (P1), 204 mW (P2) e 258 mW (P3)
e apos escolhermos os dois melhores tempos para a inativacdo, as doses de luz utilizadas
foram de 13 J/cm?; 16 J/cmz2; 78 J/cmz2; 98 J/cm2. Os resultados foram bastante expressivos
para todas as doses testadas, obtendo uma inibi¢do acima de 80 % quando comparado o grupo
CONTROLE com o grupo PDT.

Palavras-chave: Inativacdo Fotodinamica. Terapia Fotodindmica Antimicrobiana. Terapia
Fotodinamica. Microrganismos. Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The Photodynamic Therapy has developed mainly for anticancer treatments, however, new
applications of this technique are becoming devoted against the action of microorganisms. In
this case it is termed as Photodynamic Inactivation (PDI) or Antimicrobial Photodynamic
Therapy (aPDT) and is gaining growing importance on the treatment of certain pathologies.
Over the past years it was found that some bacteria were creating resistance to certain
antibiotics, which is a serious problem, as it leads to increasing applied doses of the drug or to
associated use with other techniques to try to combat the microorganism action. In turn, an
important advantage of aPDT for the treatment of infections is due to possibility of
inactivating resistant strains in comparison to conventional treatments. The mechanism of
action of aPDT occurs when a given photosensitizer is excited by a light source in a
wavelength resonant to its absorption band in the presence of a substrate, such as oxygen. A
reaction chain begins forming highly reactive chemical species with short life, such as singlet
oxygen and free radicals, which can cause serious damage to microorganism due to the
irreversible oxidation of cellular components. Trying to observe the inactivation of
Staphylococcus aureus by means of aPDT, using a curcumin-based salt as the photosensitizer,
experimental protocols, whose aim was to reproduce the optimal conditions which more
prevented the growth of the microorganism, were tested. The tested food for this study was
the rennet cheese, which is a component of the diet of the Northeastern Brazilian population
and can to be often a reservoir of proliferation for the bacteria. The experiment was performed
in triplicate, in vitro and in loco being divided into experimental groups. It was used several
different powers to irradiate the samples at times of 5, 10, 15, 20 and 30 min respectively with
LED light at 450 nm. The powers used were of 151 mW (P1), 204 mW (P2) e 258 mW (P3),
and after the best illumination times were chosen, the light doses used were of 13 j/lcm?; 16
jlcm?; 78 jlcm?; 98 jlcmz2. Very expressive results were obtained for all tested doses, attaining
an inhibition above 80% when comparing the CONTROL group with the PDT group.

Keywords: Photodynamic Inactivation. Antimicrobial Photodynamic Therapy. Photodynamic
Therapy. Microrganism. Staphylococcus aureus
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1 INTRODUCAO
1.1 Terapia Fotodinamica (TFD)

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma técnica empregada principalmente para o
tratamento do céancer e tem ganhado cada vez mais destaque no cenario nacional e
internacional por obter avangos no tratamento desta enfermidade. Para a efetivacdo da técnica
€ necessario 0 uso combinado de um corante, irradiacdo de luz em comprimento de onda
especifico por determinado tempo e substrato bioldgico. A luz serd absorvida pelo corante
levando-o0 a um estado excitado que por sua vez ird interagir com o oxigénio molecular
formando oxigénio singleto altamente reativo, ou biomoléculas formando radicais livres que
causardo danos as células doentes. A técnica também vem sendo testada em outras doencas
ndo oncoldgicas e em microrganismos, neste caso ela € denominada de Terapia Fotodindmica
Antimicrobiana. A busca por novos mecanismos que objetivam a cura de enfermidades
rondam a mente humana ha muito tempo. O aprimoramento desses mecanismos é efetivado
com o passar dos anos, com erros e acertos que culminam em observages importantes para
0s casos em estudo. Nessa perspectiva 0s conhecimentos gerados sobre a Terapia
Fotodindmica ao longo do tempo tém contribuido para o desenvolvimento da técnica seja com
pesquisas de novos fotossensibilizadores (FS), novas fontes de luz, na dose de energia
adequada e no tempo de exposicao a irradiacdo, entre outros parametros que sdo importantes
para a eficiéncia da acdo fotodinamica. Os principais topicos relacionados a Terapia
Fotodindmica serdo descrito a seguir, onde abordaremos um histérico do seu
desenvolvimento, como também, mecanismos de acdo e parametros que sdo de suma

importancia para o entendimento da TFD.
1.2 Histérico da Terapia Fotodinamica

Lutar contra as enfermidades do corpo ndo é um problema moderno, mas sim
arduamente investigado desde as mais antigas civilizagcbes, menos desenvolvidas ou mais
isoladas. Desde os primordios existiam pretensdes em desenvolver técnicas, utilizando plantas
e conhecimentos intrinsecos de cada civilizagdo com o intuito de usa-las para o tratamento de
certas doencas. Devido ao empenho nessa area, 0 uso de extratos vegetais no cuidado com a
salde do corpo, através de farmacos cada vez mais eficientes, se mostra efetivo até os dias

atuais.
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A Terapia Fotodinamica propriamente dita ndo provém de tempos remotos, no entanto
0 uso da luz como terapia para o tratamento de certas patologias se remete a tempos antigos,
desde que civilizagdes do antigo Egito, india e China ja utilizavam a luz concomitantemente
com extratos de plantas em certas doencas de pele [1, 2]. A Terapia Fotodindmica (TFD), do
inglés Photodynamic Therapy (PDT), é uma promissora modalidade de tratamento do cancer
e outras doencas ndo oncoldgicas. Caracteriza-se por um conjunto de processos fisicos,
quimicos e biologicos que ocorre apds a administracdo de compostos fotossensibilizantes que
apresentam maior afinidade por tecidos neoplasicos (doentes), seguido pela irradiacdo com
luz visivel [3, 4, 5]. A TFD é uma técnica que usa trés ingredientes para a sua agdo: um
fotossensibilizador, uma fonte de luz e o substrato bioldgico.

Fazendo um apanhado cronolégico da TFD, podemos comecar citando Oscar Raab
que em 1900 descreveu a agdo do corante acridina e luz sobre o Paramecium Caudatum
(protozoario causador da maléria), demonstrando que este organismo unicelular pode morrer
sob a acdo da luz conjugada com uma substancia que a absorve [6]. Este foi o primeiro caso
de Terapia Fotodinamica aplicado a um microrganismo, sendo observado o efeito citotoxico

da utilizagéo conjunta do corante com a luz.

Niels Rydberg Finsen, em 1901 [7] apontou que a radiacdo solar poderia ser utilizada
na cura de Lupus vulgaris. Por sua vez, Von Tappeiner em 1903, com apenas decorridos trés
anos do primeiro surgimento da TFD descrito na literatura, usou o corante eosina e irradiagdo
a luz em uma aplicacdo topica para o tratamento de um tipo de cancer de pele [7,8]. Com o
passar dos anos, as pesquisas foram avancando e, em 1913, é datada uma auto-injecdo de 200
mg do que se pensava ser hematoporfirina pura por Meyer-Betz, no entanto ele ndo sentiu
nenhum efeito dessa aplicacdo, entretanto ao ter se exposto a luz teve fotossensibilidade na
pele por varios meses [1]. J& em 1924 Policard [1, 7, 10] com o objetivo de provocar efeitos
fototdxicos em tecidos, com interesse principalmente em tumores malignos, se dedicou ao

estudo das porfirinas.

A década de 50 foi marcada na historia como o inicio da primeira geracdo de drogas
fotossensibilizadoras a base de derivados de hematoporfirinas destinadas ao uso em TFD,
tendo como precursor o pesquisador Sam Schwartz [1, 7]. Ele mostrou que nos experimentos
de Meyer-Betz, o principio ativo ndo era a hematoporfirina, pois esse composto é facilmente
eliminado do organismo, mas na realidade tratava-se de uma mistura de diversas substancias

oligoméricas provenientes do método original de sintese e isolamento da mesma. Sam
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Schwartz enriqueceu a mistura de oligdbmeros (chamou o preparado de hematoporfirina D) e
R. L Lipson, sob orientacdo de Schwartz na década de 60, investigou o acimulo preferencial
deles em tumores implantados em camundongos e ratos e observou que a incidéncia de luz

proporcionava regressdo da doenca [1,11].

O inicio da TFD como terapia clinica destinada ao cancer, so foi registrada no final da
década de 60, quando Lipson ao tratar uma mulher com cancer de mama obteve resultados
satisfatorios no tratamento com derivados de Hematoporfirina (HpD) e irradiacdo seletiva
[11]. Posteriormente, preparacdes de derivados porfirinicos foram testados para o0 uso em
TFD a partir da década de 70, levando ao desenvolvimento do Photofrin 11® (refinamento do
HpD) por Dougherty [12]. No fim da década de 80, a empresa QLT Inc. através de
purificacbes e otimizacGes do preparado anterior, via processos de liofilizacdo, chegou ao
medicamento Photofrin (no ano de 2000, a QLT vendeu a marca do seu produto para a Axcan
Scandipharm Inc) que teve a sua liberacdo para uso em tratamentos de tumores em 1998 [13]
e foi o primeiro fotossensibilizador aprovado pelo FDA (Food and Drugs Administration,
USA) para essa acao [9]. O empenho por melhorias nas propriedades fotofisicas em relacéo
ao Photofrin® e a busca por novas drogas fotossensiveis, foram o marco para a segunda
geracdo de fotossensibilizadores. Essa empreitada levou em 2000 a aprovacao do Visudyne®
pela USA/FDA, usado para o tratamento de degeneracdo macular da retina e que também esta
sendo testado pela QLT e University of British Columbia (UBC) na terapia do cancer, AIDS e
outras patologias [14].

Em 1990 Kenedy et al, deram novo impulso a TFD com a introducdo do &cido 5-
aminolevulinico (ALA) e seus ésteres, substancias precursoras da protoporfirina—IX, que €
uma porfirina endogena. Este, quando administrado de forma exdgena, age como uma pré-
droga, induzindo a formagédo de porfirina endégena (Pp1X). A administracdo do ALA pode ser

topica, veiculada em cremes ou pomadas, ou administracdo oral [15, 16].

Com o passar do tempo, novos fotossensibilizadores foram sendo descobertos e
testados e, s a partir da década 90, é que a utilizacdo da TFD em microrganismos teve um

recomeco.
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1.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT ou PDI)

A Terapia Fotodindmica tem se desenvolvido principalmente para o tratamento de
cancer, no entanto novos avangos desta técnica tém a tornado Util para ser usada contra a acdo
de microrganismos [4, 17, 18], neste caso ela é denominada como Inativagdo Fotodindmica
(PDI, do Inglés, Photodynamic Inactivation) ou, Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (em
inglés, Antimicrobial Photodynamic Therapy - aPDT) e vem ganhando cada vez mais espaco
para o tratamento de certas patologias de origem microbiana, viral, inflamatdria e fungica [4,
19]. Uma gama de trabalhos esta sendo desenvolvido de forma crescente neste campo, pois
esta tecnica tem revelado resultados satisfatorios na redugdo de microrganismos orais
humanos in vitro e in vivo, tornando-se uma op¢do complementar para inibicdo microbiana
com potencial patogénico [11,13, 20, 21, 22, 23,24, 25, 26].

O primeiro uso da aPDT da literatura se remete as investigacdes, citadas anteriormente
neste texto, em 1900 por Oscar Raab que publicou um artigo o qual descrevia os efeitos
fotodindmicos no microrganismo unicelular conhecido como Paramecium caudatum, quando
este era submetido ao corante acridina juntamente com luz ocasionando na morte desse

organismo. Em 1904, Von Tappeiner criou o termo “reagdo fotodinamica” [27].

Com o advento dos antibiéticos a aPDT ficou em um estado de inércia, por certo
periodo. No entanto, ao longo do tempo foi verificado que certas bactérias estavam criando
resisténcia a alguns antibi6ticos, acarretando em um grave problema, pois era necessario
medidas como o0 aumento da dose do medicamento ou 0 uso associado com outros protocolos
para tentar combater a atuacdo dos microrganismos. Essa resisténcia foi um aspecto negativo
na evolucdo da terapéutica antimicrobiana, destacando-se alguns fatores que podem ser
indicados como causadores dessa resisténcia, tais como a prescri¢do indiscriminada desses
antibioticos pelos profissionais de salde, automedicacdo, a conservagdo de carne e cultivo de
vegetais em estufa. Dessa forma, muitos pesquisadores foram estimulados a desenvolver

técnicas alternativas ao uso dos farmacos [19, 28, 29].

Assim é possivel destacar que o retorno da aplicacdo antimicrobiana da TFD na
década de 90 foi resultado principalmente do enorme crescimento da resisténcia bacteriana
aos farmacos e dois eventos culminaram com este retorno que foi a disseminagdo da AIDS
devido ao HIV e o enorme crescimento das infec¢Bes hospitalares devido as multiplicagdes

das bactérias resistentes nesses ambientes [15]. Nos ultimos anos foi publicado um grande
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namero de estudos, que descrevem a morte de bactérias periodontopatogénicas através de
métodos fotodinamicos [20, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36], objetivando a introducéo dos métodos

fotodindmicos para o tratamento de doencas periondontais.

Muito antes da Segunda Guerra Mundial foi demonstrada a aplicabilidade dessa
técnica em bactérias, virus e protozoarios, mas foi esquecida devido a popularizacdo do
emprego dos antibioticos [15]. Entretanto a razdo que limita a utilizacdo dos antibioticos € o
fato das drogas convencionais apresentarem um Unico sitio e modo de agdo. Apds
determinada exposic¢do, a maioria dos microbios sdo capazes de desenvolver mecanismos
resistentes para um Unico ponto de ataque. Fato este que ndo ocorre com 0S
fotossensibilizadores, pois eles tém a sua acdo via producdo de oxigénio singleto ou espécies
reativas de oxigénio, os quais ndo apresentam uma especificidade com relacdo ao alvo
biomolecular, reagindo rapidamente com uma variedade de substratos incluindo o colesterol,
as acilas insaturadas das camadas lipidicas das membranas, a histidina e o triptofano das
proteinas. Dessa forma a fotoinativacdo podera provocar danos nas biomoléculas que
conduzirdo a perda da funcionalidade bioldgica apropriada, levando a inativacdo da célula.
Assim ndo existe resisténcia microbiana natural a aPDT, ndo sendo relevante se a cepa €

resistente a uma ou muitas classes de agentes antibacterianos [15, 37].

Logo, uma caracteristica particular desta técnica é o fato de ser dificil criar resisténcia
por parte das bactérias, pois neste caso nao haverad apenas um sitio alvo, mas sim, a a¢do da
reacdo resultante sera ocasionada em varias partes da célula, ndo tendo dessa forma um dnico
local de atuacdo. Temos também que os hidroperdxidos resultantes podem levar a formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen species) facilitadas pelas
peroxidases. Uma vez que a reatividade das ROS com moléculas organicas ndo é especifica,
qualquer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial para a aPDT. Esta
multiplicidade de alvos dificulta o desenvolvimento de resisténcias, por parte das células,

contra este procedimento terapéutico [15].
1.4 Mecanismo de Ac¢édo da Terapia Fotodinamica

O mecanismo de acdo da TFD baseia-se na administracdo topica ou sistémica de uma
substancia ndo toxica e sensivel a luz, denominada de fotossensibilizador (FS), que em
seguida ¢é irradiada em baixas doses com luz visivel de comprimento de onda na regido de

absorcdo da substancia em questdo [3, 5]. Assim, quando o FS ¢é irradiado, este no estado
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fundamental (So) absorve fotons da fonte de luz e seus elétrons passam para o estado excitado
singleto (Sy), indo para um nivel eletrénico de maior energia. Dessa forma, uma vez no estado
excitado, o FS pode retornar ao seu estado fundamental por via de dois processos: radiativos
(fluorescéncia ou fosforescéncia) ou ndo radiativos (conversdo interna, cruzamento
intersistema ou relaxagOes vibracionais), descritos na Figura 1. O processo de decaimento
energético mais interessante para a TFD é o cruzamento intersistema, pois este permite que o
FS no estado excitado (S;) sofra uma transi¢do proibida por spin, para o estado excitado
tripleto (T1), além do que, o FS no estado excitado tripleto (T1) apresenta um tempo de vida
maior que o estado excitado singleto, por conta da transigdo T;— Sy ser proibida por spin, e na
presenca de um substrato biolégico, como por exemplo, o oxigénio, o FS ao retornar do
estado T, para o estado Sy transfere energia ao substrato, formando espécies quimicas reativas

gue podem causar danos as células [2, 7, 19, 20, 37, 38].

O FS excitado pode reagir com moléculas na sua vizinhanca por transferéncia de
elétrons ou hidrogénio levando a producdo de radicais livres (reacdo do tipo 1) ou por
transferéncia de energia ao oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a producdo de oxigénio
singleto, como descritas nas Figuras 1 e 2. Ambos os caminhos podem levar a morte celular e
a destruicdo do tecido doente [2, 7, 15, 38, 39]. O Oxigénio singleto (*O;) € uma espécie
quimica capaz de reagir com quase todos os componentes celulares, uma vez que 0s
compostos organicos insaturados sdo geralmente suscetiveis a acdo desses. Entretanto, se as
reacOes de sensibilizacdo ocorrer na regido extracelular, os lipideos insaturados da membrana
celular sofrerdo oxidacBes, podendo comprometer a viabilidade das células. Os
hidroperdxidos resultantes podem levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio
facilitadas pelas peroxidases. Uma vez que a reatividade das ROS com moléculas organicas
ndo é especificada, qualquer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial
para a TFD. Esta multiplicidade de alvos dificulta o desenvolvimento de resisténcias por parte
das células [5, 15].

A aPDT em quest&o, é iniciada quando a molécula do FS, une-se a célula-alvo, neste
caso ao microrganismo, ou mesmo chegue a ultrapassar a barreira da membrana celular,
localizando-se no citoplasma da célula num tempo de 1 a 10 minutos. E importante ressaltar,
que segundo Jakson et al. [40], observa-se que o uso de concentracGes mais elevadas de FS
pode provocar menores efeitos fotodinamicos, uma vez que os sitios de ligacdo do composto

com as células tornam-se saturados. Outra questdo a ser levada em consideracao € o fato que o
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FS ndo sofra degradacdo durante esse periodo, antes da ativacdo pela fonte de luz [41], o que
se torna uma importante caracteristica, pois tornara o processo de inativacdo mais eficiente.
Logo é importante destacar que os FSs, devem seguir uma serie de caracteristicas necessarias
para o tratamento fotodindmico, e dentre elas, os compostos utilizados devem possuir
toxicidade baixa no escuro e tendéncia elevada a acumular-se nas células alvo, evitando-se
que a vizinhancga acidentalmente iluminada seja danificada [42]. Um requisito importante, na
fotossensibilizacdo letal, € que o tempo de vida Util do substrato excitado seja suficiente para
permitir a interacdo com as moléculas vizinhas para, assim, produzir espécies citotdxicas [7,
39, 42].

Figura 1- Diagrama de Jablonski
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Fonte: Adaptado de BAGNATO, V. S, 2008 [15].

Tabela 1- Reacdes fotoquimicas entre o fotossensibilizador e o substrato biol6gico.

Excitacéo Decaimentos
1S+ hv = 15" 15" 35"
Reacdo Tipo | Reacdo Tipo Il Reacdo Tipo Il
* * * * 3 * 3 _
S"+B = 'S+B "+ °0,=> 's+'0, S+ B=> °S'+B

Fonte: Adaptado de NIEMZ, 2003 [43].
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Figura 2- Representacdo dos tipos de reacdo do FS com o substrato bioldgico.
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Fonte: Adaptado do NIEMZ, 2003 [43].

1.4.1 Reagédo do tipo |

O fotossensibilizador no estado excitado pode agir removendo um &tomo de
hidrogénio de uma molécula do substrato bioldgico (fosfolipidios, proteinas, colesterol entre
outros) ou transferindo elétrons, gerando ions radicais que tendem a reagir com 0 oxigénio no
estado fundamental resultando em produtos oxidados responsaveis pela cadeia de radicais
livres gerados, como radical superoxido (0;), peroxido de hidrogénio (H20), e radical

hidroxila ((OH), capazes de oxidar uma grande variedade de biomoléculas [7, 15].

A participagdo desse processo para os fotossensibilizadores atualmente usados em
terapia fotodindmica ndo ultrapassa 10% dos efeitos totais. Porém, pode haver varia¢6es desta
porcentagem, dependendo das caracteristicas do fotossensibilizador como da natureza da
celula sensibilizada [26, 44].

1.4.2 Reacdo do tipo Il

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 ps e em sistemas bioldgicos

esse tempo € extremamente baixo, inferior a 0,04 ps. Em fungdo disso, seu raio de acéo é
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extremamente reduzido (< 0,02 um), atuando apenas onde é produzido, fato muito importante
para a PDT que se baseia no efeito fotodinamico localizado [7,15, 39].

Segundo a literatura ha uma competicao entre os dois mecanismos de acdo, bem como,
0s produtos originados de cada reacdo apresentam-se diferentes. Entretanto, parametros como
o fotossensibilizador, o substrato, a concentracdo de oxigénio presente, assim como a ligacao
do FS ao substrato, podem influenciar na proporcdo de formacdo desses dois processos
(reacdo tipo | e reacdo tipo Il) que podem ocorrer simultaneamente. Por outro lado ao
comparar as constantes de velocidade dos mecanismos de transferéncia de energia (constante
de velocidade em torno de 2x10™ M™ s™) com a constante de velocidade de transferéncia de
carga (usualmente abaixo de 10" M's™), pode-se dizer que a energia transferida para outros
compostos que possam competir com o oxigénio deve ser de menor importancia e o

mecanismo do tipo Il, ¢ o comumente dominante [15].

A eficiéncia do processo fotodindmico aumenta quando o rendimento quantico, o
tempo de vida do estado tripleto do fotossensibilizador e do estado singleto do oxigénio (*O.),
aumentam. O rendimento quantico de fluorescéncia (®f) pode ser definido como a razéo entre
0 numero de fétons emitidos por fluorescéncia e o nimero total de fétons absorvidos, ou seja,
de moléculas excitadas. O rendimento quéantico (®) pode também ser analisado pela razdo

entre 0 nimero de particulas danificadas pelo numero de fétons absorvidos [44, 45].

Para Wainwright [19] a estrutura molecular dos FS, assim como a sua localizagdo no
meio onde estd ocorrendo a transferéncia de energia, influencia no mecanismo de reacao.
Dessa forma, a depender da localizacdo do FS e do meio, este pode provocar diferentes acoes

citotdxicas que estdo descritas na Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2- Efeitos citotdxicos causados as células microbianas.

Sitio de agéo Acédo Resultado Consequéncia Evento Citotoxico
Agua Abstracéo Formacéo de Formacéo de Processos oxidativos
de radical hidroxil H,0,, superoxido adicionais.
hidrogénio (HO) (0y)
Lipidios insaturados | Peroxidagdo | Peroxidacéo Formacéo de [ Aumento na permeabilidade
e esterdides na hidroperdxido ionica (saida de Na*/K")
membrana ou na
parede celular
Peptideo Abstracdo | Ligacéo cruzada de Inativacdo Perda da capacidade de reparo;
de peptideos enzimatica lise
hidrogénio
Capsideo viral Oxidacéo Degradacdo de Perda de patogenicidade
de residuos proteina
de
Tir/Met/His
Cadeia respiratoria Reacdes Inibicdo de respiracdo
redox
Enzimas Oxidacéo Inibigdo de montagem do
citoplasmaticas e ou ligacdo ribossomo; inibicéo da
virais (por ex. cruzada replicacdo/patogenicidade
transcriptase
reversa)
Residuos de ADN Oxidacdo | 8-hidroxiguanosina Degradacdo do Substituicdo da base; quebra
(DNA) (tipicamente | da base ou nucleotideo; da fita; mutagdo; inibicdo de
guanosina) acucar. degradacédo/ replicacéo
quebra de agUcar.

Fonte: WAINWRIGHT, 1998 [19].

Uma das vantagens da aPDT € o fato da aplicacdo topica do fotossensibilizador na

area infectada que possibilita que essa substancia entre em contato diretamente com o

micrébio sem ser distribuida as células do hospedeiro. Dessa forma ha certa seletividade, pois

o fotossensibilizador se liga mais rapidamente aos microbios e mais lentamente as células do

hospedeiro. Assim, se a luz é aplicada relativamente rapida ap0s a administracdo do

fotossensibilizador, o dano colateral para o tecido hospedeiro sera minimizado.

Para a terapia fotodindmica um dos ingredientes fundamentais ¢ a dose de luz

aplicada, logo é necessario conhecer o comprimento de onda (A) geralmente dado em

nandmetros, o regime de operacdo da luz (continua ou pulsada), o tempo de irradiagdo (dado
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em segundos), a fluéncia/dose (ou densidade de energia) e a taxa de fluéncia/Intensidade (ou
irradiancia). Dessa forma a fluéncia ou dose, que é dada por J/cm?, também conhecida como

densidade de energia, é calculada como:
D=—- (1.2)

onde temos que P € a poténcia dada J/s (ou W), At ¢ o intervalo de tempo dadoemse A é a
area dada em cm2 A taxa de fluéncia (I), expressa em W/cmz2, também conhecida como

intensidade ou densidade de poténcia € calculada usando a equacéo (1.2) [7, 15, 43].

I = (1.2)

P
A

Para Niemz [43] ha uma conhecida regido espectral no intervalo de 600 a 1000 nm,
chamada de “Janela terapéutica”, que é comumente usada nas areas biomédicas por apresentar
uma boa transparéncia as células do tecido humano, tendo também boa penetracéo da luz na
pele e nas mucosas, com risco minimo de destruicdo das células sadias que ndo possuem o FS.
Por outro lado, é importante que a dose de luz seja corretamente calculada respeitando 0s
limites dessa “Janela” para uma melhor eficiéncia do tratamento fotodindmico, assim como,
para evitar que células sadias absorvam a luz irradiada. A dose de luz é aplicada de modo
regular e gradual, de maneira que doses baixas ou altas podem ndo produzir os efeitos
desejados ou gerar prejuizos. E necessario um nivel minimo de energia para que as reagdes
sejam ativadas. Além disso, o fato de se irradiar uma area menor ou maior, também, apresenta
influéncia no processo. Assim, a Dose (J/cm?) deve ser prescrita para areas que desencadeiam
as reacOes desejaveis nos locais escolhidos. Para cada situacdo tratada sera calculada uma
poténcia, um tempo de aplicacdo e uma dose de luz, pois de acordo com a dose administrada
outros efeitos podem ser desencadeados como efeitos fototérmicos, fotoablacdo, interacdes

fotoquimicas entre outros.
1.5 Fotossensibilizador

Os fotossensibilizadores (FS) sdo substancias sensiveis a luz e de fundamental
importancia para a acdo da Terapia Fotodindmica, pois apresentam espectro de absor¢do
ressonante ao espectro visivel de uma determinada fonte de luz, ocasionando a morte

microbiana ou necrose celular por meio de reacfes do FS excitado com o substrato biolégico,
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além da sua seletividade em associar-se as celulas doentes. No entanto os FS devem cumprir
determinadas caracteristicas para serem usados como agente na TFD de forma a garantir a
eficiéncia no processo fotodindmico. Dentre as principais caracteristicas, € possivel destacar
[15, 46]:

a) Ser soluvel e permanecer estavel em solugdo aquosa a pH fisiologico para
permitir circulacdo e acimulo nas células;

b) Apresentar seletividade quanto a retencdo por células malignas ap6s algumas
horas da introducdo da droga na corrente sanguinea;

C) Ter habilidade para o transporte passivo ou ativo dentro das células e ter um
alvo intracelular bem conhecido;

d) Possuir alto rendimento quéantico (facilidade para absorver ou emitir fétons)

nos estados tripleto ou singleto;

e) N&o ser toxico a niveis terapéuticos, com minima morbidez para o individuo;
f) Ser metabolizado rapidamente, minimizando possiveis efeitos colaterais
9) Farmacocinética favoravel (rapida eliminacéo do corpo);

h) Capacidade de penetracdo na membrana celular;
) Facilidade de obtencdo em escala industrial a custos reduzidos e com boa

reprodutibilidade.

Logo um FS ideal, utilizado para a acdo terapéutica, segue a essas caracteristicas
indispensaveis a sua comercializacdo como agente fotossensibilizador. Uma caracteristica
muito importante, também, é o fato do FS ndo apresentar toxidade no escuro, o que significa
dizer que este agente ndo produzira danos as células alvo sem que seja excitado por uma fonte
de luz ressonante ao seu espectro de absorcdo. Se isso ocorresse seria um grande problema,
pois mesmo apos, ou antes, da aplicacdo da luz o FS estaria produzindo agentes prejudiciais

as células.

Atualmente ha varias substancias que ja foram potencializadas como sérios candidatos
a FS, em sua maior parte sdo compostos organicos que constantemente estdo sendo testados
para varios tipos de cancer e para varios tipos de bactérias, sejam elas Gram (+) ou Gram (-).
Dessa forma os principais FS usados séo: as porfirinas, as ftalocianinas as fenotiazinas, as

cianinas, as acridinas, os corantes fitoterapicos e as clorinas [15, 17].
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O Brasil destaca-se por apresentar uma flora com grande diversidade, o que leva a
potenciais candidatos a FS a ser descobertos. Assim na literatura emergem a todo 0 momento,
trabalhos cujo objetivo de estudo € o manejo dos agentes microbianos através de extratos
vegetais. Aproximadamente 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento sdo quase completamente dependentes da medicina caseira utilizando

plantas para as suas necessidades primarias de satde [47].

Outro ponto importante no que concerne a utilizacdo de FS em aPDT é que as
bactérias Gram (+) sdo muito mais sensiveis a a¢do fotodinamica do que as Gram (-) e que o

FS ideal para exterminar tais bactérias deve ser cationico [48, 49].

Os FS devem apresentar caracteristicas semelhantes em relacdo ao seu uso para acédo
na aPDT, entretanto cada FS tem um pico ou varios picos de absor¢do ideal para a sua agdo
antimicrobiana. Sendo assim, segue a Tabela 3 com os principais FS e seus comprimentos de

onda usados para inativacdo fotodinamica.

Tabela 3- Comprimento de onda maximo das bandas de absorcéo de fotossensibilizadores com
aplicacdo em aPDT.

Classe de fotossensibilizador Fotossensibilizador A max. (nm)
Porfirinas Porfirinas Banda Soret ~400, Banda Q 500-630

Clorinas Clorinas ~650
Photodithazine 662
Bacterioclorinas 780

Ftalocianinas Zn-Ftalocianinas (Pc4) 660-700
Al-Ftalocianina tetrassulfonada 678
Azul de metileno 661
Azul de toluidina O 626

Azure B 648-655
Laranja de acridina 488
Riboflavinas 555
Xantenos Rose Bengal 548
Eosina Y 514
Eritrosina B 525

Fluoresceina ~491-496

Fonte: BANGNATO, V.S, 2008 [15].

Na tabela 3 é observado o tipo de FS assim como o comprimento de onda ideal para a
sua excitacdo. Sabe-se que a radiacdo de comprimento de onda menor sofre maior
espalhamento e a presenca de cromoforos enddgenos nos tecidos, que absorvem em
comprimento de onda menores, principalmente a hemoglobina, faz com que a penetracdo da
luz seja menor. Entretanto, radiagdes com comprimento de onda acima de 800 nm sofrem a

absorcéo pela agua, o que restringe o comprimento de onda a este limite superior [28].
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1.6 A Curcumina (Acafrdo-da-india, Curcuma Longa Linn) como fotossensibilizador
para a TFD.

De acordo com a literatura, novos FS estdo sendo testados para uso em TFD e aPDT.
O numero de teses, dissertacfes e artigos é cada vez maior na busca de novos agentes
antimicrobianos. Um FS que apresenta acdo antimicrobiana é a Curcuma Longa Linn.
Segundo Dahl [50] esta substancia quando irradiada por comprimento de onda especifico, em
concentracdo também especifica apresenta um grande efeito fototdxico em bactérias Gram
(+). Além de atuar como corante, a Curcumina, que € um pigmento que compde um dos
principios ativos da Curcuma Longa Linn, tem seu primeiro isolamento datado de 1842 por
Vogel [51]. E um p6 retirado do rizoma da planta, insolGvel na 4gua e no éter etilico, mas
solvel no etanol e no DMSO (dimetilsulféxido), tem sido descrita em varios estudos como
um potencial agente antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatdrio [52, 53, 54]. A Cdrcuma
ou Curcuma apresenta um espectro de absorcdo com bandas em torno de 420 e 425 nm e é
constituida por trés curcuminodides: a Curcumina (77%), a demetoxiCurcumina (17%) e a
bisdemetoxiCurcumina (3%), que Ihe conferem a cor amarelo alaranjado tipico. Na Figura 3 é
apresentado o espectro de absor¢do da Curcumina em diferentes solventes e na Figura 4
mostramos as formulas estruturais dos curcumindides [55, 56]. No espectro de absorcéo da
Curcumina nota-se um deslocamento do pico a depender do solvente usado e o surgimento de
um pico em 350 nm devido a solubilidade em agua, o que pode indicar que a Curcumina neste

solvente adota multiplas conformagdes como resultado de interagdes polares [57].

Figura 3- Espectro de absor¢do da Curcuma Longa Linn em diferentes solventes (4gua, etanol,
glicerol e &lcool polivinilico).
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Fonte: MUKERJEE, M, 2010 [57].
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Figura 4- Férmulas estruturais dos curcumindides da Curcuma.

[I | ] [ ) Curcumina (77%6)
HO~ ~F =~ OH
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HO — o~ oH Bisdemetoxicurcumma (3%)

Fonte: RUSIG, O, 1992 [55]; TAKAHASHI, MY, 1987 [56].

Também conhecida como Agafrdo da india (Curcuma longa L.), a Cdrcuma ndo é uma
planta nativa do Brasil, no entanto ela é muito utilizada pelos brasileiros, seja na medicina
popular, como tempero ou como corante alimenticio. Na Figura 5 a seguir apresentamos a

planta acafrdo da india, assim como o seu rizoma.

Figura 5- Acafrao da India. ((a) planta e (b) rizoma).
a) b)

Fonte: a) http://www.flickr.com/photos/buzatti/5731624204/. b) http://www.biovip.pt/natureza/-
facafrao-das-indias-177. 2012.

E uma planta herbéacea de origem indiana e asiatica que foi trazida para o Brasil por
meio dos seus colonizadores. E classificada como planta condimentar produtora de rizomas e

faz parte da familia das Zingiberaceae [51].

Neste trabalho foi usado o sal de Curcumina (sintetizado pela PDTPharma de
Ribeirdo Preto) numa formulac&o especial da Curcumina para que se torne soltivel em agua. A

sua curva de absorc¢do esta apresentada na Figura 6 a seguir.
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Figura 6- Espectro de absorc¢éo do sal de Curcumina, onde observamos um deslocamento da
banda de absor¢ao para 350 nm.
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Fonte: Autor, 2012.

Para Dahl [50] a Curcumina em uma série de estudos de cultura celular e uso em
animais, apresentou-se atoxica, entretanto altas concentracdes devem ser administadas para
que a sua acdo bactericida seja ativada. Por sua vez as bactérias Gram (+) se mostraram mais
sensiveis a fototoxidade da Curcumina do que as bacterias Gram (-), apresentando uma maior

resisténcia a sua acao.

Ruby [58] verificou varias atividades bioldgicas da Curcumina, como a atividade anti-
proliferativa contra as células cancerosas, atividade antioxidante, capacidade de cicatrizacdo e

atividade antimicrobiana em baixas concentracdes (2 a 16 pg/mL).

O potencial anticarcinogénico da Curcumina é proveniente de sua capacidade para
suprimir a proliferacdo de uma ampla variedade de células tumorais, por meio da regulacdo de
fatores de transcricdo, dos receptores do fator de crescimento, das moléculas de adesdo na
superficie celular, etc. Os ensaios clinicos em humanos ndo indicaram toxicidade limitante da

dose quando administrado em doses até 10g/dia [59].

Bactérias Gram (+) como Staphylococcus aureus, Enterococcus e Staphylococcus
epidermidis, tém sido inativadas com o uso da Curcumina. Estes microrganismos séo a causa
de varias doengas que vdo da mais simples como a acne até as mais complexas como a

meningite e a pneumonia [60].

Neste trabalho, a formulacdo de Curcumina dissolvida em &gua foi testada para avaliar
a inativacdo de S. aureus, agente muito presente em queijo de coalho. A literatura ja apresenta

o desenvolvimento de varios estudos onde ha resultados que descrevem a eficacia na atividade
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antimicrobiana e antitumoral da Curcumina, sendo estudadas varias formulacfes dissolvidas

em DMSO, alcool ou em &gua, os resultados sdo bem satisfatorios na inibicdo de bactérias.
1.7 Fontes de luz usadas para a TFD

Outro fator de suma importancia para a TFD é a fonte de luz, que fara o papel de
excitar o FS, fornecendo fdétons que serdo absorvidos pelos elétrons do FS, iniciando o
processo de excitacdo, que foi descrito anteriormente no tdépico 1.4. Logo no inicio das
aplicacbes da Terapia Fotodindmica era comum o uso de lampadas convencionais, pois
apresentavam 0 seu espectro consonante com o pico de absorcdo dos fotossensibilizadores
usados [9]. Porém, esta ndo era uma opcdo eficiente, pois estas lampadas, além de
apresentarem rendimento muito baixo, apresentavam também um componente térmico
associado e acentuado. Na década de 60 veio o advento do laser e consequentemente, este
trouxe contribuicdes sem igual para o avango da técnica, por apresentar um baixo componente
térmico e uma pequena largura de banda espectral, configurando-se em uma luz
monocromatica com coeréncia espacial e temporal, além do que, é possivel regular a sua
poténcia e assim o laser tornou-se uma ferramenta fundamental para o uso em TFD. Uma
grande vantagem do laser é que o tempo de exposicdo da luz aos tecidos pode ser diminuido,
uma vez que seria possivel alterar a poténcia empregada, fato que ndo ocorria com as
lampadas convencionais. Outros importantes beneficios que vieram junto com o laser foram o
fato da facilidade de calcular a dose de energia entregue ao tecido, a determinagdo com
precisdo da é&rea irradiada e o controle na intensidade empregada. O laser se tornou
ferramenta importantissima ndo somente na TFD, mas também em outras areas da medicina,
odontologia, na industria entre outros. De modo geral possibilitou que novas linhas de
pesquisa surgissem sendo muito utilizado em pesquisas cientificas em areas a principio

distintas como, por exemplo, ciéncias exatas e ciéncias da vida [61].

O laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) provém da década
de 60, onde foi desenvolvido comercialmente [62]. A luz laser provém da emisséo que ocorre
quando elétrons decaem de seus niveis energéticos de forma estimulada. O que lhe confere o
carater tdo especial para o seu feixe é o fato de apresentar as seguintes caracteristicas:
monocromaticidade (onde a luz laser é emitida num Unico comprimento de onda), coeréncia
(a emissdo estimulada faz com que a radiagcdo de muitos atomos seja sincronizada e apresente-
se em fase espacial e temporalmente), o feixe é colimado (os raios do feixe luminoso sé&o

praticamente paralelos e com isso tém pouquissima divergéncia), direcdo de propagagdo (um
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feixe de fétons que sdo cdpias idénticas uns dos outros huma mesma direcéo) e intensidade
(onde os atomos ou moléculas em um laser irradiam de forma controlada, contribuindo muito

para a energia num certo intervalo de tempo numa area muito pequena).

Alguns tipos de laser, a depender do seu meio ativo utilizado para producéo da luz e
de seu regime de operacdo (pulsado ou continuo), séo descritos na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4- Lista de alguns lasers comumente usados, seus meios ativos e linhas de emisséo.

Tipo de laser Meio ativo Comprimento de onda

Gasoso He-Ne 632,8 nm, 1150 nm
CO, 10060 nm
Argonio (Ar) 488 nm, 514 nm (mais intensas)
Nitrogénio 337 nm

Sélido Rubi (Al203-Cr203) 694 nm
Nd-YAG 1064 nm, 532 nm
Er-YAG 2940 nm
Ho-YAG 2100 nm

Liquido Corantes Todo espectro

Fonte: Adaptado de BANGNATO, V. S. 2008 [15].

Os lasers, como o de argbnio, de vapores de metais, de diodo e de He-Ne, s&o muito
usados em TFD, com comprimentos de onda na regido do visivel. Uma ressalva a ser feita é
que os lasers de alta intensidade ndo sdo os mais indicados para a TFD, pois os efeitos
fototérmicos podem mascarar os efeitos fotoquimicos desejados na terapia fotodinamica, além
do fato do risco de aumentar a temperatura na superficie radicular e, com isso, gerar danos aos
tecidos circundantes [7, 15, 43, 46].

Quando o laser interage com o tecido bioldgico, a depender da intensidade entregue
ao tecido, alguns fendmenos podem acorrer. Logo, de acordo com o interesse de uso, este
pode tanto bioestimular o tecido quanto provocar efeitos térmicos ou mesmo necrose celular.
Dessa forma, a utilizacdo do laser é dividida em duas categorias: laser de alta intensidade de
energia (em inglés, High intensity laser treatment - HILT) e o laser terapéutico ou de baixa
intensidade (em inglés, low intensity laser therapy -LILT). O laser em alta intensidade é
utilizado em terapias mais invasivas, como procedimentos cirirgicos, causando destruicdo
celular pelo efeito térmico, desnaturando o conteddo proteico celular, coagulando,
vaporizando o conteddo hidrico da célula e carbonizando o tecido. O laser em baixa
intensidade é utilizado em terapias que ndo necessitam ou que ndo se deseja o efeito
fototérmico, induzindo ao aumento da circulacdo sanguinea local, agdo antiedematosa, agédo

antialgica e proliferacdo celular [63].
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Os LEDs ou diodos emissores de luz (em inglés, Light Emitting Diode-LED) vém
sendo muito utilizados em Terapia Fotodindmica e uma das vantagens do seu uso é o fato do
seu baixo componente térmico, dos custos serem menores e por apresentarem uma pequena
largura de banda espectral em relacdo as lampadas convencionais de tungsténio. Os Leds séo
dispositivos semicondutores, compostos por varias camadas de semicondutores dopados

adequadamente, os quais emitem luz quando uma tensao é aplicada entre as camadas.

Esses dispositivos emitem luz por meio da movimentacdo de elétrons através de
diferentes materiais semicondutores, produzindo uma emissdo espontanea de fdétons ndo
coerentes, diferindo-se dos lasers, que produzem emissdo estimulada de radiacdo. Desta
distingdo basica decorrem as diferencas estruturais entre os dois dispositivos [64]. Eles veem
da combinagao de dois semicondutores “n” e “p”, sendo que os n possuem excesso de elétrons
e os p tém falta de elétrons (buracos). Os elétrons dos semicondutores do tipo n e os buracos
dos semicondutores tipo p se conectam sempre que for aplicada tensdo sobre a combinacgéo
dos dois tipos de semicondutores. O resultado é a emissdo de uma luz especial com um

comprimento de onda especifico [15].

Sdo componentes eletronicos modernos, semelhante aos lasers de diodo (lasers
semicondutores) utilizados em diversas areas como laserterapia de baixa poténcia, aparelhos
de CD e DVD, leitores de codigo de barras, e outros [7, 15].

Na Figura 7 (a e b) mostramos uma foto de um par de LEDs emitindo luz na regido do

azul e um esquema simplificado dos componentes de um LED, respectivamente.

Figura 7- Conjunto de LEDs emitindo na regido do azul (a) e componentes de um LED (b).

Fontes: (a) http://www.inovacaotecnologica.com.br/noticias/imagens/010110020610-blue_leds_on_si.jpg e (b)
http://eficienciaenergtica.blogspot.com.br/2010/10/led-1.html
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Na Figura 8 podemos observar a comparagdo entre espectros de um laser e de um
LED, onde notamos o quanto o LED apresenta uma banda espectral mais larga que a do laser,
que permite uma ampla regido de comprimentos de onda para a excitacdo dos

fotossensibilizadores.

Figura 8- Comparacédo entre espectros de um laser e de um LED.
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Fonte: Corazza, AV, 2005 [85].

Mesmo que o LED ndo apresente coeréncia, este esta sendo largamente usado em TFD
por ainda apresentar uma frequéncia mais bem definida do que lAmpadas convencionais de

tungsténio e por sua relacao custo/beneficio.

1.8 Staphylococcus aureus

Bactérias sdo organismos unicelulares que apresentam caracteristicas peculiares entre
si. Elas sdo divididas em familias, géneros, morfologia, classes entre outros. Dentre tais
diferengas ha bactérias que sdo classificadas como Gram (+) ou Gram (-) (gram positivas e
gram negativas, respectivamente). As bactérias Gram (+) apresentam parede celular formada
por uma camada espessa de cerca de 10 a 80 nm e sdo permeéaveis, enquanto que bactérias
Gram (-) podem ser descritas por uma principal caracteristica que € a presenca de uma parede

celular mais complexa, formada por uma bicamada lipidica.

Na Figura 9 (a e b) é mostrada a principal diferenca entre as bactérias do tipo Gram

(+) e Gram (-) ao que se refere a composicéo de sua parede celular.

Como bactérias Gram (-) e Gram (+) podemos listar as Gram (-): Escherichia coli;
Salmonella; Shigella; Enterobacteriaceae (Pseudomonas; Moraxella; Helicobacter;

Stenotrophomonas; Bdellovibrio; Legionella); Chlorobi, Chloroflexi, Espiroquetas entre
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outras e as bactérias Gram (+): Filo Firmicutes (Bacilos, Estreptococos, Estafilococos,
Enterococos, Actinobacteria, Listeria) entre outras.

Figura 9- Bactéria Gram (+) (a) e Bactéria Gram (-) (b).
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Fonte: Disponivel em < http://www.infoescola.com/microbiologia/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas>.
2012.

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, pertencentes a
familia Micrococcaceae e por dividirem-se em planos diferentes, quando vistos ao
microscopio aparecem na forma de cacho de uva, como visto na Figura 10 a e b. Séo
facultativas anaer6bias, com maior crescimento em condi¢cdes aerObias, quando entdo,
produzem catalase [65]. De acordo com o ultimo Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1986), 19 espécies fazem parte deste género. Destas, as seguintes apresentam
interesse potencial em microbiologia de alimentos: S. aureus, S. hyicus, S. chromogens e S.

intermedius, sendo S. aureus 0 mais importante.

A espécie S. aureus apresenta testes positivos para coagulase, catalase e termonuclease
e € a que esta associada mais frequentemente &s doencas estafilocécicas, que sejam de origem
alimentar ou ndo [65]. Os surtos de intoxicagdo alimentar sdo provocados por alimentos que
permaneceram em temperatura de 10°C e 46°C por tempo variavel, de acordo com o nivel de
indculo e temperatura de incubagdo. S. aureus causa intoxicagdo provocada pela ingestdo do
alimento que apresenta a toxina pré-formada. Portanto, o agente causal ndo € a bactéria per se,
mas varias toxinas produzidas por esta bactéria, conhecidas como enterotoxinas. Essas
enterotoxinas sdo termoestaveis, podendo permanecer no alimento mesmo ap0s 0 cozimento e
sdo resistentes as acOes das enzimas intestinais [66]. A intoxicacdo alimentar pela
enterotoxina estafilococica, é caracterizada por um periodo de incubacdo de 1 a 8 horas,

provocando nauseas intensas, vomitos e diarreia. O S. aureus também produz outras toxinas


http://www.infoescola.com/reino-monera/streptococcus/
http://www.infoescola.com/reino-monera/staphylococcus/
http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2010/03/gram-positivo.jpg
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extracelulares como a toxina-1 da sindrome do choque téxico, responsavel pela sindrome do
choque téxico em humanos [67] e as toxinas esfoliantes, causadoras da sindrome da pele
escaldada [68, 69].

Portanto, desde que o alimento apresente boas condigdes para o crescimento de S.
aureus, 0 mesmo podera causar intoxicagdo, como no caso do consumo de queijo de coalho,
que apresenta caracteristicas intrinsecas (pH, atividade de agua e presenca de nutrientes)

favoraveis a sua multiplicacdo e conseqiiente producdo de enterotoxinas.

Figura 10- (a) Staphylococcus aureus, no microscopio eletrénico e (b) usando a coloragéo de
Gram.

Fontes: a) http://www.bacteriainphotos.com/Staphylococcus%20aureus%20electron%20microscopy.html; b)
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/biol41/labmanua/lab15/gpstaph.html. 2012.

Outra caracteristica bastante marcante de S. aureus € o fato desta ser resistente a
condicBes severas e podem ser recuperadas de ambientes ndo-fisiologicos meses apos a
inoculacédo [70]. S. aureus coloniza uma porgédo extensa da populagdo humana [71], onde o
principal habitat de tais bactérias em humanos é a mucosa da nasofaringe, onde a bactéria
existe como membro persistente ou transitério da microbiota normal sem causar quaisquer
sintomas [72], podendo ser encontrado em outros sitios anatémicos [73] tais como a pele [74]
e transitoriamente a orofaringe [75] e fezes [76]. Os portadores nasais e 0os manipuladores de
alimentos com maos e bracos que apresentem feridas infectadas com S. aureus sdo

importantes fontes de contaminagédo do alimento.
1.9 Queijo de coalho

Entende-se por queijo de coalho, aquele que se obtém por coagulacdo do leite por

meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou néo pela acéo
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de bactérias lacticas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
fabricacdo. O queijo de coalho, de acordo as exigéncia estabelecida pela legislacdo brasileira,
deve ser produzido com emprego do processo de pasteurizacdo do leite [77]. Entretanto,
apesar da grande importancia socioeconémica do queijo de coalho para a regido Nordeste,
muitas vezes o produto é elaborado sem que sejam observados os padrfes higiénico-
sanitarios. A qualidade e a seguranca alimentar do queijo de coalho limitam sua
comercializacdo. Quase sempre sdo elaborados de forma artesanal e normalmente a partir de
leite cru, sem os devidos cuidados de higiene ou em pequenas industrias que nao adotam Boas
Préticas de Fabricacdo [78]. Portanto, a contamina¢do microbioldgica deste produto assume
destacada relevancia tanto para os produtores, pelas perdas econémicas, como para a salde
publica, pelo risco de causar doencas [79]. Um dos microrganismos patogénicos de maior

relevancia e incidéncia em gueijo de coalho tem sido Staphyloccoccus sp [80].

Vaérios estudos tém classificado o queijo de coalho, principalmente o artesanal, como
improprio para o consumo humano devido ao elevado nivel de contaminacdo por bactérias
patogénicas, dentre estas, a E. coli enteropatogéncia, L. monocytogenes, Salmonella e
Staphylococcus coagulase positiva [81]. S. aureus é um dos agentes patogénicos mais
comuns, responsavel por surtos de intoxicacdo de origem alimentar pela enterotoxina

estafilocdcica [82].

A contaminacdo de queijos de coalho, produzido em vérios estados do nordeste
(CE, PB, RN e PE) por S. aureus variou entre 10° e 10° UFC/g [83]. Esses valores s&o
preocupantes, pois situam-se acima dos limites estabelecidos pelos Ministérios da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e da Sadde, cujo maximo permitido é de 10° UFC/g
[77, 84]. As vias de contaminagdo do queijo de coalho pode ser: o leite, 0 manipulador e o
ambiente de processamento. No leite cru, a principal fonte de contaminacdo provém da

mastite bovina, na qual S. aureus é o principal agente etiolégico.

A contaminacdo de alimentos € um problema sério, uma vez que, causa grandes
indices de morbidade. Abre-se entdo, a necessidade de desenvolver alternativas de
conservacdo para que aliadas as tecnologias existentes seja possivel disponibilizar para
populagéo alimentos de qualidade cada vez melhor e mais seguros sob o ponto de vista

microbiologico e toxicologico.
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2 INTERACAO LUZ-MEIO BIOLOGICO

Na interacdo da luz com tecidos bioldgicos estdo presentes processos primérias do tipo
reflexdo, refragdo, absorcdo e espalhamento, como também, interacGes secundarias
baseadas nos danos macroscopicos da interacdo luz-tecido tais como mecanismos
fotoquimicos, térmicos, mecanicos e fotoablativos [1, 2]. Neste trabalho sera investigada a
interacdo da luz com bactérias em suspensdo em um meio de cultura liquido. Varios
efeitos que ocorrem da interacdo luz-tecidos bioldgicos estardo presentes aqui,
excetuando-se aqueles que sdo provenientes de altas intensidades e/ou que s6 atuem em
meios do tipo “bulk” (um volume de matéria). A caracterizacdo da propagacdo da luz em
um tecido bioldgico é dada por trés parametros no que diz respeito ao ponto de vista
macroscopico, sdo eles: a funcdo de fase, que fornece informacdo sobre a distribuicdo
angular da luz espalhada, e os coeficientes de absorcdo e espalhamento, que informam
sobre a atenuacdo do feixe devido aos processos de absorcdo e espalhamento. O
coeficiente de anisotropia, g, os coeficientes de absorcdo, u,, e o0 coeficiente de
espalhamento, ug, sdo 0s parametros mais usados para caracterizar a interacdo da luz com
0s meios. Descreveremos a seguir os efeitos presentes na interacdo da luz com o meio

bioldgico investigado.
2.1 Reflexdo e Refragdo da onda eletromagnética

A reflexd@o é definida como o retorno da radiagdo eletromagnética por uma superficie
incidente. Dessa forma, uma parte do feixe que incide em uma superficie com angulo 6;, sera
refletida em um angulo de reflexdo 6., ambos em relagdo a normal a superficie de separacéo.

Os angulos 6; e 6, sdo iguais, como descritos na Figura 11.

Em certos materiais como agua, vidro, tecidos biol6gicos e outros, é sabido que a luz
consegue penetrar, e em alguns casos até mesmo atravessa-los. Quando a onda
eletromagnética atravessa estes meios ha uma mudanca em sua velocidade de propagacéo e
este efeito € definido como Refragédo. Logo, se define como refracdo a mudancga de velocidade

de propagagdo de uma onda eletromagnética, quando esta passa de um meio para o outro.
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Figura 11- Reflexdo de um feixe de luz por uma superficie plana.

Normal

Raio Incidente Raio Refletido
- A

'i.

Fonte: Autor, 2012.
Observando a Figura 12, nota-se que o angulo de incidéncia 6; é diferente do angulo de
refracdo 6,... Esse fendbmeno é regido pela Lei de Snell dada pela equacéo (2.1).
n,send, =n_seno., (2.1)

Onde n; é o indice de refracdo do meio de origem e n,, é o indice de refracdo do meio de
destino.

Figura 12- Refracdo de um feixe de luz se propagando do meio de origem (ar) para o meio de
destino (agua).

Normal
Raio Incidente
;

Meio de
origem (ar)

Meio de destino

N Raio Refratado
(dgua)

Fonte: Autor, 2012.
O indice de refragdo absoluto (n) de um meio é dado pela relacdo entre a velocidade

da luz no vécuo (c¢) e a velocidade de propagagdo no meio em questdo (v), esta relacdo estd
expressa na equacao (2.2) abaixo.

(2.2)

< Ia
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2.2 Absorcao

A absor¢do de luz por um determinado meio é dada pela quantidade de radiacdo que
ndo atravessa esse meio, ou seja, € a capacidade que certo material tem de absorver radiacéo
em uma frequéncia ou comprimento de onda, e a sua medida é chamada de absorbancia que é
definida como a razéo da intensidade de luz absorvida pela incidente. Durante a absorcéo a
intensidade da onda eletromagnética varia ao passar através de um meio [1, 2].
Assim, quando a luz incide em um meio, o campo elétrico incidente , eq. (2.3), induz um

movimento oscilatorio nas cargas que o constituem.
E = |Egle®T—w0 (23)

Em boa parte dos casos estes movimentos oscilatorios induzem colisdes, que
aumentam a energia cinética das particulas envolvidas. Com isso a energia de oscilacdo
associada ao campo incidente €, na sua maior parte, dissipada como calor no meio. O efeito
final da absorcéo ¢é a diminuigdo de intensidade do feixe de luz que atravessa a amostra [3, 4].
O coeficiente de absorcéo p, (mm™) é definido pela lei de Lambert-Bouguer:

dl = —u,ldx (2.4)

Temos que dI é a mudanca infinitesimal da intensidade I que um feixe colimado sofre

ao percorrer uma distancia dx num meio com coeficiente de absorcdo u,. Integrando a
expressao (2.4) temos:

I(x) = Aeta* (2.5)

Para x = 0, temos que 1(0) = A, logo podemos escrever a equacdo 2.5 como:
[ = [je Ha* (2.6)

Dessa forma o coeficiente de absorcdo pode ser interpretado como a probabilidade de
absorcdo por unidade de comprimento para um dado foton. O comprimento de absorcdo é

definido como o inverso de u, e representa a distancia necessaria para que a intensidade do
. . . .. 1 . . e . ~ , .
feixe incidente diminua para - da intensidade inicial. Quando a expressao (2.6) é escrita em

log de base 10, temos:
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[ =1,107%* (2.7)

onde a constante k representa o coeficiente de extingéo.
Outro termo bastante importante é a absorbancia da amostra que é definida como:

A= logs, () (28)
Substituindo a eq. (2.7) na eg. (2.8), temos a seguinte expressao:
A= kx (2.9)

Os coeficientes de extincdo e absor¢do sdo conceitualmente equivalentes. Para as mesmas
unidades de comprimento, estes dois coeficientes diferem apenas por um fator de 0,434, pois
logio(e) = 0,4342. Em 1852 Beer achou a relagdo linear que determina a relacéo entre p, e a

concentragdo “c” de um material diluido num meio ndo absorvedor como:
Ug = QacC (2.10)

Onde a ¢ o coeficiente de absor¢ao especifico de determinada amostra. Substituindo a eq.

(2.10) na eq. (2.6) temos:
I = [je” %X (2.11)
A expressao 2.11 acima é a conhecida lei de Beer-Lambert.

A capacidade de um meio absorver radiacdo eletromagnética depende de uma série de
fatores, principalmente a constituicdo eletrénica de seus 4&tomos e moléculas, o comprimento
de onda da radiacdo, a espessura da camada absorvente e 0s parametros internos, tais como a

temperatura ou a concentracdo das substancias presentes na amostra [1].

No caso dos tecidos biolégicos a absorcdo tipica € causada principalmente por
moléculas de agua ou macromoléculas como proteinas e pigmentos. Na Figura 13 observamos

0s picos de absorcdo de dois constituintes da pele humana que sdo a melanina e a
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hemoglobina. A melanina é o pigmento béasico da pele e é o mais importante da epiderme. Seu
coeficiente de absorcdo aumenta monotonicamente do visivel ao UV, enquanto que a
hemoglobina é um constituinte dos tecidos humanos que esta presente nos glébulos vermelhos
e permite o transporte de oxigénio pelo sistema circulatorio apresentando picos em 280 nm,
420 nm, 540 nm e 580 nm e na regido acima de 580 nm a sua intensidade de absorcéo é
decrescente. Nota-se que entre a faixa de 600 a 700 nm h& uma menor absorcdo desses dois
compostos, 0 que configura uma possivel faixa de ac¢do terapéutica, pois a chamada “Janela
Terapéutica” que normalmente esta delineada entre 600 a 1200 nm [1] corresponde a uma
regido que a maioria dos tecidos animais absorve luz em uma menor intensidade. Neste caso é
uma faixa espectral em que a radiacdo ndo é absorvida pela pele, penetrando em tecidos
biolégicos com uma menor perda, permitindo que estruturas mais profunda dos tecidos
possam ser eventualmente tratadas, fato esse necessario a determinadas terapias que fazem o
uso de luz. Na Figura 14 é observado que na regido do visivel, quanto maior o comprimento
de onda maior sera a profundidade de penetracdo da luz no tecido. Essa observacdo esta
intrinsecamente relacionada com o fato de que tanto a absor¢do quanto a intensidade de
espalhamento serdo menores neste intervalo. Na regido do infravermelho ocorrem outras

absorgdes que limitam o poder de penetracdo da luz.

Figura 13- Janela Terapéutica da Melanina e Hemoglobina.
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Figura 14- Profundidade de penetracdo de comprimentos de ondas de luz laser usuais, em

tecidos.
Laser: CO: Hobnum Argonio NAYAG
Comprimento 106 29 AR% 514 om 1064 nm
de onda:
Superficie do
tecido = % % _—
0.1-02mm 0.4-0.6 mm 052 mm

—

2-6 mm

Fonte: Adaptado do PRASAD, P. N. 2003 [2].

2.3 Espalhamento

As estruturas celulares sdo constituidas normalmente por &gua e compostos organicos.
As células animais, vegetais ou bacterianas apresentam organelas internas com dimensdes
variadas consideradas possiveis centros espalhadores. As dimensdes das estruturas citoldgicas
compreendem uma faixa que segue de algumas dezenas de nandmetros até alguns
micrometros. Considerando as ondas eletromagnéticas na faixa do visivel (400 a 700 nm) e 0
tamanho dos centros espalhadores, observa-se que o espalhamento estd no regime Mie ou
Geométrico, no entanto o espalhamento Rayleigh, que corresponde a um espalhamento em
gue o comprimento de onda é maior que os centros espalhadores, pode também estar presente
no processo [2]. Principalmente em tecidos bioldgicos os trés tipos de espalhamentos estdo
presentes, uma vez que 0s constituintes teciduais compreendem uma faixa ampla de
dimensdes. Na Figura 15 nota-se que a intensidade de espalhamento diminui na regido do
visivel. Combinando essa observacdo com o fato da luz penetrar mais nos tecidos para
comprimentos de onda maiores, leva-nos ao uso de luz vermelha para aplicagdo de TFD em
tecidos [5, 6, 7], enquanto que na regido do ultravioleta, hd uma acentuada intensidade de

espalhamento além de ser uma faixa do espectro com uma taxa alta de absorcéao pela pele [1].
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Figura 15- Intensidade de espalhamento do espectro visivel.
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Fonte: NIEMZ, 2003 [1].

Entende-se por espalhamento o desvio da radiacdo eletromagnética em uma direcéo
qualquer, quando esta incide em um determinado centro espalhador, que pode ser maior ou
menor que o comprimento de onda incidente, além do que o centro espalhador pode assumir
uma forma esférica ou uma forma arbitraria e 0 meio em que este se encontra pode ser
absorvedor como é o caso dos tecidos, transparente, rugoso, entre outros. Na Figura 16 é
mostrado a ilustracdo do espalhamento por um conjunto de particulas, que por sua vez
desviam a radiacdo eletromagnética em todas as direcbes. O espalhamento de luz pode ser
elastico, inelastico ou quasi-elastico [1, 2, 8]. No espalhamento ineléstico a luz espalhada
possui comprimento de onda maior que a luz incidente (Brillouin e Raman). Enquanto que o
espalhamento elastico ndo altera o comprimento de onda da radiacdo (Mie e Rayleigh), fato
que é justificado quando os centros espalhadores sdo estaticos de forma a alterar apenas a
direcdo de propagacdo das ondas incidentes. E no espalhamento quasi-elastico, a frequéncia
da onda espalhada é ligeiramente distinta da onda incidente. O espalhamento Rayleigh ocorre
quando os centros espalhadores s&o menores que o comprimento de onda da radiagdo
incidente [9]. Por outro lado, o espalhamento Mie ocorre quando as dimensdes dos centros

espalhadores séo da mesma ordem do comprimento de onda [1, 2].
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Figura 16- Espalhamento de luz por um conjunto de particulas
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Fonte: HUFFMAN, D. R, 1998 [9].

O espalhamento Geométrico é caracterizado quando os centros espalhadores sdo
maiores que o comprimento de onda da radiacdo incidente, de modo que a luz penetra seu

interior e sofre varias reflexdes e refragdes. A Figura 17 apresenta um esquema do
espalhamento geométrico.

Figura 17- Esquema de espalhamento geométrico

Fonte: Silva, ER, 2007 [23].
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O espalhamento de luz por uma particula arbitraria, ndo tem uma solucdo geral
analitica. Entretanto, existem solucGes exatas para formas particulares e métodos numéricos
para formas arbitrarias [10], ao recorrer a aproximacdo para varios limites da relacdo entre
comprimento de onda e o diametro das particulas. Existem também dois regimes distintos que
sdo o espalhamento simples e o espalhamento multiplo. No caso do espalhamento simples
assume-se que a luz é espalhada apenas uma vez. Ou seja, a distancia entre as particulas é
grande o suficiente para garantir que a luz apenas interage uma vez antes de sair do volume
considerado. Neste caso temos o espalhamento Rayleigh, onde as suas solucdes apresentam
uma dependéncia do tipo A e sdo bem conhecidas. Este espalhamento é responséavel pela cor
azul do céu. Na Figura 18 é mostrado um esquema de espalhamento Rayleigh por uma luz

incidente em uma particula arbitraria.

Figura 18- Esquema de espalhamento Rayleigh, mostrando que a luz é espalhada sem
preferéncia de diregéo.

—_—
Direcdo da luz

mncidente.

Fonte: Manual do Observatoério Nacional, 2011 [11].

Outro espalhamento elastico provocado por centros espalhadores com dimensdes da
ordem do comprimento de onda da luz incidente é o espalhamento Mie. A direcdo do
espalhamento é preferencialmente para frente, como visto na Figura 19. Este modelo resulta

das equacdes de Maxwell para esferas homogéneas [2, 9].
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Figura 19- Esquema de espalhamento Mie, mostrando que a dire¢éo de espalhamento
preferencial é na dire¢do de propagacéo da luz incidente

_—
Diregdo da luz

incidente.

Fonte: Manual do Observatério Nacional, 2011 [11].

O espalhamento da luz em meios biologicos deve-se principalmente a
heterogeneidades como membranas celulares ou componentes intracelulares. As diferencas
entre os indices de refracdo das varias estruturas celulares estd na origem do espalhamento.
Na Figura 20 é possivel observar as estruturas de uma célula animal e de uma célula
bacteriana com 0s seus componentes internos que sdo possiveis centros espalhadores.
Podemos observar algumas organelas como: mitocondrias, ribossomos, lisossomos entre

outros.

Células biologicas apresentam uma faixa de tamanho que varia muito. No caso de
célula animal vai desde 4 um, das plaquetas sanguineas, até 1 m, de certas células nervosas,

enquanto que para as bactérias varia de 0,5 um até 1,5 um (caso do Staphylococcus aureus)

2]

Figura 20- Exemplo de uma célula animal (a) e uma célula bacteriana (b).
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54

Estruturas como membrana celular, citoplasma e nucleo, comportam-se como centros
espalhadores, no entanto certas estruturas contribuem para o espalhamento mais que outras,
dados mostram que cerca de 73% do espalhamento em células de figado de rato é devido as

mitocondrias [12].
2.4 Meios Turbidos

Os meios tdrbidos s&o definidos como meios ndo homogéneos em que a luz é
impossibilitada de se propagar em linha reta e com velocidade constante ao atravessa-lo e,
além disso, outra caracteristica destes meios é a forte difusdo da luz caracterizada pela
concentracdo de particulas indutoras de ndo homogeneidades aleatérias [1], neste caso 0s
tecidos bioldgicos sdo classificados como meios tdrbidos. A utilizacdo das equagdes de
Maxwell para descrever o comportamento da luz em meios turbidos torna-se muito complexa,

entretanto uma alternativa muitas vezes utilizada € a teoria de transporte radiativo [13].

Esta teoria abandona a descricdo em termos da natureza ondulatéria da luz e trata
apenas o transporte de fotons que podem ser absorvidos ou espalhados pelo meio. A equacéo

do transporte radiativo (ETR) é dada por:

10I1(7,t,8)

+S.VL(#,t,8) =
v ot (.6, 5)

~(a + ML) + i [, P(5,8)d? 8 + &(F,1,9) (2.12)

A qual descreve o comportamento da energia radiante (radiancia) L(7,t,$)
(Wcm_zsr_1 ) no meio, ou seja, a energia na posicdo 7 que se propaga na direcéo $ dentro
de um angulo solido dw, por unidade de tempo t e por unidade de area perpendicular a 3. Os

outros parametros que interveem na ETR s&o a velocidade da luz no meio, v, 0s coeficientes

de absorcdo e espalhamento, i, e U respectivamente, a funcdo de fase p e S(F, t,§) o

termo de fonte da radiagé&o.

No caso em que o espalhamento domina a absorcéo temos que,

W > g (2.13)
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e assumindo que a fonte luminosa e o espalhamento sdo isotropicos, pode mostrar-se que a

ETR se reduz a uma equacéo de difuséo [14], como podemos ver na equagéo 2.14 a seguir:

1 09(7,t)

S - DV2®(7,t) + @ (7, t) = (7, t) (2.14)

Onde @ representa a fluéncia que se relaciona com a energia radiante, de acordo com a

equacéo 2.15 abaixo:
o(r,t) = [, L(t38)ds (2.15)

O coeficiente de difusdo, D, é definido como:

1
" 3(ug+(1-g)us)

(2.16)

Temos que g € o fator de anisotropia que determina a direcdo e o sentido do féton
incidente. Estas equacdes estdo de acordo com a intuicdo de que se o espalhamento dominar a
absorcdo, os fétons espalham-se aleatoriamente (difundem-se) pelo tecido antes de serem
absorvidos [3]. O processo de difusdo em questdo é semelhante ao da difusdo do calor e é
descrito por uma equacdo do mesmo tipo. As condicdes de aproximacdo da difusdo sao
satisfeitas pela maior parte dos tecidos biologicos, dando uma aproximacdo valida para o

tratamento da propagacdo da luz nestes meios.
2.5 Interacdes Fotoquimicas

Células exibem uma variedade de processos fotofisicos e fotoquimicos, seguido por
absor¢ao de luz. O termo “mecanismos fotoquimicos” é usado para tratar acerca da produgéo
de moléculas a partir de espécies quimicas excitadas (excitagdo eletrénica) ap6s absor¢do de
fotons [15]. Segundo Prasad [2] ha vérios processos de interacdo da radiagdo com a matéria,

tais como: fotoadicdo, fotofragmentacgéo, fotooxidacao, fotohidratacédo entre outros.

O processo fotoquimico, que é um dos mecanismos possiveis de decaimento das

espécies excitadas, que sdo naturalmente instaveis, pode ser representado por:

A+ hv - A" (2.17)
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A* > B (2.18)

Neste caso a molécula (A) ao absorver féton passa para um estado excitado A™ que

pode decair para o estado fundamental por processo radiativo ou nao radiativo. H& algumas
importantes reacfes fotoquimicas que sdo produzidas por absor¢cdo de luz em substancias
quimicas introduzidas em células ou tecidos, como é o caso dos fotossensibilizadores usados
para a Terapia Fotodinamica [16, 17, 18, 19]. Na Figura 21 sd@o mostradas as principais

interacdes que ocorrem em meios biolégicos de acordo com a dose de luz fornecida.

Figura 21- Esquema das principais interacdes da radiagdo com a matéria enfatizando a dose de
luz aplicada.
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Fonte: Adaptado do NIEMZ, 2003 [1].

De acordo com a Figura 21 acima, os principais tipos de interacdo sdo as: Interacfes
fotoquimicas, térmicas, fotoablacdo e fotodisrupcdo. Uma caracteristica que diferencia estas
interacbes € a densidade de energia aplicada, a ordenada expressa a irradiancia dada em
W/cm?2 e a abcissa representa o0 tempo de exposi¢cdo dado em segundos. As linhas diagonais
representam a fluéncia de energia aplicada em cada interacdo sendo que a densidade de
energia aplicada em laser médicos varia de 1 J/cm? ate 1000J/cm2. O tempo de exposicao
parece ser o principal parametro responsavel para a variedade de mecanismos de interag&o.
No ambito das interacOes fotoquimicas, destaca-se a bioestimulacdo e a terapia fotodinamica

[1].
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Logo ao receber luz de comprimento de onda superior a 800 nm, ocorre absorcéo da
radiacdo pelas moléculas de dgua sem excitacdo eletronica, ocasionando apenas um pequeno
aquecimento do tecido. A baixa penetrabilidade de radiacdes de frequéncias maiores (regido
ultravioleta) € decorrente da forte absorcdo desta por componentes do extrato biolégico e ao
acentuado espalhamento de luz. Na tabela 5, sdo apresentadas as principais reacgoes
fotoquimicas que acontecem na interagdo de um fotossensibilizador com a radiagdo
eletromagnética [16, 20]. Em especial, na regido de absor¢cdo do fotossensibilizador,
observamos mecanismos de absorcao, decaimento, transferéncia de energia e reagdes com

biomoléculas para a formacéo de radicais livres [1, 2, 5].

Tabela 5- Cinética de fotossensibilizacéo (S: fotossensibilizador, RH: substrato com ligagdo-H,
CAR: caroteno6ide). Modificada de Boulnois (1986).

Excitation

Singlet state absorption 1S+ hv - 1S*

Decays

Radiative singlet decay 1S +— S + hv' (fluorescence)
Nonradiative singlet decay 15 > 18

Intersytem crossing 1g* - 3g*

Radiative triplet decay 35* > 1S + hv" (phosphorescence)

Nonradiative triplet decay 3§* > 1§

Type | reactions

Hydrogen transfer
Electron transfer
Formation of hydrogen dioxide

Formation of superoxide anion

3S*+RH — SH* + R*
3S*+RH - S*” +RH"*
SH* +3%0, > 'S + HO;
S +3%0,-'S+0;

Type Il reactions
Intramolecular exchange

Cellular oxidation

35 +30, > 1S +10;

105 + cell - cell,,

Carotenoid protection
Singlete oxygen excitation

Deactivation

105 +1CAR > 302+3CAR'
3CAR® - CAR + Heat

Fonte: Adaptado do NIEMZ, 2003 [1].

Uma outra interagdo fotoquimica € a Bioestimulacdo que sera discutida no topico a

seguir e que ainda apresenta muitas controvérsias [1].
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2.5.1 Bioestimulacéo

Segundo Niemz [1], a bioestimulacdo ocorre em baixas irradidncias e pertence ao
grupo das interacdes fotoquimicas. No entanto o termo bioestimulacdo ainda néo foi
cientificamente bem definido. Fluéncias tipicas de energia encontram-se na faixa de 1 — 10
J/icmz, Cicatrizagdo de feridas e propriedades anti-inflamatorias por fonte de luz no vermelho
ou infravermelho proximo, tal como laser de hélio-ne6nio ou laser de diodo, foram relatadas.
Para Karu [21] efeitos locais de cicatrizacdo de feridas com laser de hélio-nednio ou diodo
pode ser explicado pela acdo da luz em baixa intensidade na proliferacao celular. A exposicéo
de tecidos ao vermelho ou infravermelho préximo pode servir como um estimulo para o
aumento de proliferagdo celular. Usualmente as controvérsias decorrem da incapacidade de

especificar os canais fotoquimicos de potenciais reacdes.

2.6 Efeitos Térmicos

Os efeitos térmicos em tecidos bioldgicos ocasionados por irradiacdo laser pode
resultar em trés fendmenos distintos: a conversao de luz em calor, a transferéncia de calor e a
reacao do tecido. Esta Gltima depende da temperatura e do tempo de aquecimento a que esteve
sujeito o tecido [1]

A absorcdo da luz ocorre por excitacdo eletrénica. Uma das formas possiveis de
decaimento das espécies excitadas € por transferéncia de energia para a rede tecidual, por
excitacdo dos seus modos de vibragdo. Esta excita¢do resulta no aquecimento do tecido. Este
processo de transformacao de luz em calor é muito rapido (102 — 10"*% s) o0 que garante que o
volume de aquecimento priméario corresponda, na auséncia de processos significativos de
dispersdo, ao volume irradiado [23]. Uma estimativa simples desse volume, V,, pode ser
obtida a partir da seccdo de choque do feixe laser no tecido, A.,e do comprimento de absor¢éo

a~t.

Vp. Ay = a ! (2.19)

A transferéncia de calor através dos tecidos vai aumentar o volume aquecido,
definindo o chamado volume secundario. E este volume que deve ser considerado quando se
estuda a reacdo do tecido ao aquecimento. O processo de transferéncia de calor ocorre
essencialmente por conducdo térmica. A influéncia da circulagdo sanguinea na transferéncia

de calor no interior dos tecidos (transporte por conveccdo) é desprezivel.
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As dimensfes do volume secundario podem ser aferidas através do comprimento
caracteristico de difusdo de calor, Lp, e pela temperatura da fonte de calor, B, sendo esta

definida por:
A®* - BLp, = 2+/DT (2.20)
onde D é a difusibilidade térmica e T é o tempo.

Para materiais isoladores térmicos, como € o caso da 4gua e da maioria dos materiais
bioldgicos, o valor de D é da ordem de 10 cm?™. O conhecimento do comprimento
caracteristico de difusdo permite saber se a energia depositada pelo feixe de luz afeta
principalmente a regido irradiada ou difunde-se significativamente para além desta regido. A
limitacdo dos efeitos a regido irradiada ocorre quando o comprimento Lo € inferior ao

comprimento de absorgdo a1,

Desse modo a compreensdo sobre os mecanismos, interacdes fotoquimicas e térmicas
é essencial para que se possa entender de forma mais aprofundada o que ocorre em um
determinado processo como é o exemplo da Terapia Fotodindmica, de tal forma que essa
compreensdo pode possibilitar o melhoramento da técnica. O entendimento dos efeitos
térmicos sdo importantes, pois a interacdo da luz pode causar danos com o tecido ou meio
biolégico de uma forma geral, a depender da dose de luz empregada ou do tempo de

exposicao.
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3 INATIVACAO DE MICRORGANISMO VIA aPDT IN VITRO

Seré descrito abaixo as medidas realizadas e os resultados obtidos, proveniente dos
experimentos que versardo sobre a inativacdo de bactérias do tipo S. aureus. Para esta
investigacdo foram utilizadas cepas padrdo de forma a determinar os pardmetros 6timos de
inativacdo, para posteriormente a técnica ser aplicada em queijo de coalho que segundo a
literatura [1, 2, 3, 4, 5] € um meio que registra muitas intoxicacdes por este tipo de agente. A
aPDT esta sendo largamente usada no controle microbiologico e existem varios trabalhos na
literatura que indicam a sua grande acgdo contra diversos agentes patoldgicos [6, 7, 8, 9]. A
aplicacdo dessa técnica ganhou forca apds ser observado que bactérias resistiam a antibioticos

tornando a aPDT um potencial mecanismo de controle microbiolégico [10, 11, 12 ].

O agente S. aureus se torna uma bactéria de interesse, pois ha relatos de infeccdes em
hospitais proveniente de sua acdo [13], assim como, sobre a resisténcia de cepas a antibidticos
[10]. Neste trabalho investigamos alguns parametros para a aplicacéo efetiva da técnica, como
por exemplo, a concentracéo do fotossensibilizador (FS), a poténcia da luz incidente, o tempo
de irradiacdo na amostra, a dose de luz fornecida a amostra, a dilui¢do da bactéria (S. aureus)
e 0 meio de cultura. Os melhores pardmetros foram sendo obtidos e adotados até a finalizacdo
do experimento. Para que a aPDT ocorra de forma eficiente é necessario que os trés
ingredientes que sdo a luz, o fotossensibilizador e o substrato biolégico combinem de tal

forma que possam inativar o maior nimero de microrganismos [14, 15, 16].

Com o intuito de analisar a eficiéncia da aPDT, in loco, foram escolhidos duas
amostras de queijo de coalho, uma produzida com leite pasteurizado e a outra com leite cru,
produzidos no estado de Alagoas que foram submetidos a andlise de S. aureus. As amostras
de queijos foram submetidas a tratamento com sal de Curcumina e irradiadas com luz azul em
450 nm. O experimento foi realizado em triplicata e como meio de isolamento para S. aureus,

usou-se o Agar Baird-Parker.

3.1 Materiais e Método
3.1.1 Analise in vitro
Tentando observar a inativagdo do microrganismo Staphylococcus aureus por meio da

Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT), tendo como fotossensibilizador o sal de

Curcumina (PDTPharma — Ribeirdo Preto — S.P.), foi testado situacfes experimentais com o
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objetivo de encontrar as condigdes 6timas que mais inviabilizavam o crescimento do
microrganismo. O experimento foi realizado in vitro e foi dividido em 4 (quatro) grupos, 0s

quais serdo descritos no decorrer deste capitulo.

O experimento foi realizado em parceria com o Laboratério de Controle e Qualidade
de Alimentos da Faculdade de Nutricdo da UFAL e o Laboratério de Fotbnica e Fluidos
Complexos do Instituto de Fisica da mesma Universidade. Nosso intuito consistia em
observar a acdo do fotossensibilizador Sal de Curcumina (oriundo da Cdrcuma ou Curcuma
Longa L.) na agdo antimicrobiana, quando este era iluminado com luz em comprimento de
onda ressonante com sua banda de absor¢do. Neste caso a técnica empregada é denominada
de Inativacdo Fotodindmica aPDT, que vem ganhando espaco cada vez maior, para 0

tratamento de certas patologias ndo oncologicas [17, 18, 19, 20, 21, 22,23].

Foram utilizadas bactérias do tipo, Staphylococcus aureus, que sdo microrganismos
Gram (+), segundo 0 método de coloracdo de Gram. As cepas usadas foram do tipo ATCC

25922 (Laborclin - Parana) (Fig. 22) e o tempo de ativacado e incubacéo foi de 24 horas.

Figura 22- Cepas de Staphylococcus aureus.

Fonte: Autor 2012

Para a utilizacdo das bactérias que estavam congeladas em freezer foi necessario a sua
ativacdo através de procedimento padrdo em laboratorio de microbiologia. Inicialmente foi
preparado 0 meio de cultura e 0 meio diluente. Como meio de cultura foi utilizado o Agar
Baird-Park (Prodimol Biotecnologia- Belo Horizonte- MG) e o caldo BHI (Brain Heart
Infusion Broth) (DIFCO- S&o Paulo- SP) e como meio diluente a Agua Peptonada Tamponada
(APT) (DIFCO- Séo Paulo- SP), conforme recomendacdo do fabricante. Em seguida foram
ativadas as cepas de Staphylococos aureus, colocando 0,1 mL da cepa em 4mL de caldo BHI

e incubada em estufa a 35 °C por 24 horas.
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Apos a ativacdo da cepa, varios testes de diluicdo foram realizados com o intuito de
observar qual diluicdo possibilitava uma melhor contagem do numero de col6nias de S.
aureus, para posterior analise. As diluicdes foram feitas da seguinte forma: retirou-se 10 pL
da solucdo que contém as bactérias ativas e colocou-se em tubo de ensaio que continha 990
pL de APT, agitou-se no vortex (Type 16700 Mixer- 120 V- Modelo M16715- U.S.A) e
depois retirou-se dessa solugdo 100 pL e colocou-se em outro tubo com 900 pL de APT, essa
foi a primeira diluicdo (10™%). Para continuar a diluir, agitou-se a diluicdo 10™ no vértex, e daf
retirou-se 100 pL e colocou em outro tubo com 900 uL, agitou-se no vortex. Essa foi a

diluicdo 107, e assim sucessivamente, até obter a diluicio desejada de 10 (Fig. 23).

Figura 23- Esquema dos passos para obtencdo das diluicoes das bactérias.
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Fonte: Autor, 2012.

Foram usados dois tipos de solu¢do, uma que ja foi descrita contendo bactéria, BHI e
APT e a outra com bactéria, BHI, APT e o sal de Curcumina. Para essa segunda foi
adicionado uma concentracdo de 750, 1000, 1500 e 3000 mg/L de sal de Curcumina (Fig. 24)

na concentracdo de 1:1, sendo usado a diluicio de 107 da solugdo que contém a bactéria.

Figura 24- Esquema dos passos para obtencdo das diluicdes das bactérias.
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Fonte: Autor, 2012
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Os quatro grupos foram designados como: CONTROLE, LUZ, CUR e PDT. No grupo
CONTROLE s6 ha bactérias, BHI e APT, no grupo LUZ, s6 ha bactérias, BHI e APT, no
entanto este grupo é submetido a irradiacdo por luz LED com comprimento de onda em 450
nm por 5, 10, 15, 20 e 30 min. O grupo CUR, apresenta o sal de Curcumina
(Fotossensibilizador), as bactérias, BHI e APT, e o grupo PDT apresenta a Curcumina as
bactérias, BHI e APT, porém este grupo também é submetido a irradiacéo por luz em 450 nm

por um tempo de 5, 10, 15, 20 e 30 min.

Ap0s os processos de irradiacdo foram inoculados 0,1mL de cada solugdo em placas
de Petri (Fig. 25) com o meio de cultura Agar Nutriente. O experimento foi realizado em

triplicata.

Figura 25- Placas de Petri e meio de Cultura Agar Nutriente.

Fonte: Autor, 2012.

No caso dos grupos CONTROLE e CUR, estes foram diretamente inoculados nas
placas de Petri. Entretanto os grupos LUZ e PDT antes de serem inoculados, foram expostos a
luz em 450 nm. Neste caso foi utilizado como fonte de luz, dois conjuntos de 3 (trés) LEDs
dispostos na vertical em paralelo com espaco entre eles para colocar o recipiente com a
solucéo a ser irradiada. O equipamento (Biopdi - Sdo Carlos- SP.) (Fig. 26) tem visor que
possibilita saber a corrente entregue aos LEDs e com isso montarmos uma curva de calibracao
para a leitura da poténcia de saida, usamos para isto um medidor de poténcia com o sensor
quadrado de 1cm?2 de area (Optical Power Meter 3664- HIOKI- Japan). As bactérias foram
colocadas em uma pequena proveta de 1,0 cm de diametro e irradiadas por um tempo de 5,
10, 15, 20 e 30 min.
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Fonte: Autor 2012.

As doses de luz usadas no experimento e as respectivas poténcias administradas estdo

descritas na tabela 6.

Tabela 6- Doses, poténcias e tempos usados respectivamente.

Dose (J/cm?) Poténcia (mW) Tempo (min)
10 151 5
19 10
29 15
39 20
58 30
13 204 5
78 30
16 258 5
98 30

Fonte: Autor, 2012.

Com a conclusdo da inoculagcdo de todos os grupos, as placas de Petri foram
acondicionadas em estufa (Marte® MB155/3F) (Fig.27) em uma temperatura de 36 °C, por
um tempo de 24 horas. Usou-se 0 método estatistico como andlise dos dados para contagem

das col6nias de bactérias decorrido o tempo de incubagdo de 24 horas.

Figura 27- Estufa a 36 °C.

Fonte: Autor, 2012.

A seguir na Figura 28 mostraremos o diagrama esquematico do experimento.
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Figura 28- Esquema do experimento com as placas de Petri.
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Fonte: Autor, 2012.

3.1.2 Anélise in loco
3.1.2.1 Técnica de anélise para S. aureus

A técnica de analise para S. aureus, foi realizada de acordo com Apha [24]. Para este
trabalho foram selecionados duas amostras de queijo de coalho. O experimento foi dividido
em 3 grupos de interesse a saber QCNP-CONTROLE (Queijo de Coalho produzido com leite
néo pasteurizado), que apenas apresentava o alimento sem nenhum tratamento; QCNP-PDT-5
— Grupo submetido ao tratamento com sal de Curcumina e irradiado em luz azul (450 nm) por
5 min; QCNP-PDT-30 — Grupo submetido as mesmas condi¢des do grupo QCNP-PDT-5,
porém neste grupo o tempo de exposicdo a luz azul foi de 30 min. E para a outra amostra de
Queijo de Coalho produzido com leite pasteurizado (QCP) os grupos QCP-CONTROLE,
QCP-PDT-5 e QCP-PDT-30, seguiram 0s mesmos procedimentos.

Inicialmente pesou-se 30 g de cada amostra de queijo (Figura 29: a) em balanga, que
posteriormente foram separadas em porc¢des de 10 g e submetidas a analise. Neste caso para a

preparacdo do grupo CONTROLE, tanto da amostra QCNP quanto da amostra QCP, foi
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diluido 10 g de queijo em 90 mL de APT em sacos de Stomacher. Essa mistura foi
homogeneizada no Stomacher por 2 min e em seguida foi feito a diluicio seriada (107, 107,
10, 10°). Posteriormente foram inoculados 0,1ml de cada diluicdo nas placas de Agar Baird-
Park. Para os grupos PDT-5 e PDT-30 min os procedimentos de diluicdo e homogeneizacdo
foram os mesmos. No entanto, para o tratamento com o sal de Curcumina e irradiacdo de luz,
realizamos um procedimento antes da diluicdo na agua peptonada tamponada. O tratamento
consistia em emergir 10 g de queijo por 5 mim (tempo de pré irradiacdo)[10, 19, 25] em sal
de Curcumina na concentracdo de 750 mg/L (Figura 29: b) que na sequéncia era exposto a
luz em 450 nm, por 5 e 30 min respectivamente em tubo de ensaio (Figura 29: ¢). O queijo
tratado era submetido a técnica de diluicdo e homogeneizacdo ja& mencionada. Apos tratar o
alimento e inocular 0,1mL por plagueamento por superficie em agar Baird-Park, as placas de

petri foram incubadas em estufa especifica no tempo de 48 h para posterior contagem.

Figura 29- Procedimentos de analise. a) queijo coalho; b) Queijo emergido em Sal de
Curcumina; ¢) Queijo em tubo de ensaio a ser exposto em luz de 450 nm.

Fonte: Autor, 2012.

Decorrido o tempo de incubacdo, realizou-s e contagem das col6nias. Assim para
seguimento da analise foram selecionadas 3 coldnias tipicas de cada grupo em questdo. Tais
colénias foram transferidas para tubos contendo caldo BHI e Agar TSA e posteriormente

foram submetidos aos testes de coagulase e catalase respectivamente.

Para o teste de coagulase, transferiu-se 0,2 mL do caldo BHI para tubos de 10x100mm
estéril, seguido de forte emulsificacdo. Foi adicionado 0,5 mL de Coagulase Plasma-EDTA
(plasma de coelho com EDTA) a este tubo. De modo que a mistura foi feita com movimento
de rotacdo, sem agitar os tubos. O tubo foi incubado em banho-maria a 35 °C £1°C e a mistura
observada periodicamente, durante 6 horas, quanto a formacdo de coagulo, pois o teste é
considerado positivo para S. aureus quando os coadgulos sdo firme de forma que ndo se
rompam quando o tubo é inclinado ou invertido. E para o teste de catalase, foi adicionado
gotas de perdxido de hidrogénio a 3 % nos tubos de TSA inclinados. Observou-se a
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ocorréncia de borbulhamento imediato (teste positivo) ou ndo (teste negativo). O célculo final

que indica o nimero de coldnias de S. aureus na amostra analisada é dada pelo nimero de

colbnias tipicas, diluicdo inoculada e percentagem de colbnias confirmadas. Temos como

exemplo 0 caso com 35 coldnias tipicas, diluicdo de 107, fator de conversdo igual a 10 e

porcentagem das col6nias tipicas confirmadas 0,66 % (3 coldnias submetidas a confirmacao e
2 confirmadas), resulta no célculo: 35 x 10®x 10 x 0,66 = 2,31x10° UFC/g.

A seguir na figura 30, mostramos o0 esquema do experimento realizado com as amostras de

queijo.

Figura 30- Esquema do experimento com as amostras de queijo de coalho
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A técnica de analise para S. aureus, foi realizada de acordo com Apha [24].

Figura 31- Esquema do experimento dos testes bioquimicos das amostras de queijo de

coalho para S. aureus
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Fonte: Autor, 2013

3.2 Maximizagbes dos Parametros: Concentragdo (FS), Poténcia (LED), Tempo de
Irradiacdo (LED), Dose (LED), Diluicdo (S. aureus) e Meio de Cultura- Resultados e
Andlise.

A primeira etapa do nosso trabalho focalizou esfor¢os em investigar qual seria a
concentracdo do sal de Curcumina que mais inativasse as bactérias. Irradiamos 0s
microrganismos com luz LED em 450 nm (Biopdi - S&o Carlos- SP) por um tempo de 5 min.
Usamos quatro concentracOes distintas: 750 mg/L, 1000 mg/L, 1500 mg/L e 3000 mg/L.
Todas as concentragdes atuaram como inibidoras do crescimento de colbnias do S. aureus, no
entanto, a concentracdo 750 mg/L se destaca por ser a menor delas e mostrar forte inibi¢do
tanto no grupo que s6 tem a adi¢do do sal de Curcumina (CUR), quanto no grupo com uso
combinado do sal de Curcumina e incidéncia de luz em 450 nm por 5 minutos (PDT). O ponto
em 0 mg/L representa o grupo CONTROLE que mostra 0 nimero de coldnias de bactérias
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antes de adicionarmos o sal de Curcumina, antes de incidirmos luz ou o combinado dos dois
(Fig. 32).

Percebemos que adicionando aos microrganismos apenas o sal de Curcumina, sem
iluminacdo, este fotossensibilizador apresentou agdo antimicrobiana, de forma a reduzir a
populacdo de bactérias em todas as concentrages usadas. Varios trabalhos [26, 27, 28] tém
descrito a acdo antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria da Curcumina. Porém, usando
apenas o sal de Curcumina, observamos que sua acdo antimicrobiana ndo é suficiente para
uma reducdo mais expressiva dos microrganismos e isso é observado ao compararmos oS

grupos CUR e PDT, onde este Gltimo tem um comportamento de inativacao superior.

Figura 32- Inativacdo do numero de colbnias de S. aureus dos grupos CUR e PDT como fungéo
da concentracgéo do sal de Curcumina. O destaque é dado para a analise dos grupos CUR e PDT.
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Fonte: Autor, 2012.

Escolhemos como concentracédo ideal para dar andamento a nossa pesquisa a de 750
mg/L, pois doses mais altas de FS podem causar saturagé@o dos sitios de ligacéo e isso provoca
uma baixa atuacao da técnica, pois segundo Jackson et al [29] concentracdes mais elevadas

podem produzir menores efeitos fototerdpicos, ja que os sitios de ligacdo do composto as
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células tornam-se saturados, logo ndo terdo eficiéncia os fétons formados a partir da excitacdo
das moléculas do FS que ndo se ligaram a célula-alvo. Outra questdo € que o mecanismo que
¢ adotado como o principal responsavel pelo dano letal causado a bactéria por aPDT, que € a
acao fotodindmica, pode produzir principalmente mudancas na membrana citoplasmatica e
danificar o DNA [30]. O dano a membrana citoplasmatica pode envolver extravasamento do
contetdo celular ou inativacdo dos sistemas de transporte ativo da membrana e funcdo das

enzimas [31].

Na Figura 33, apresentamos todos os grupos de interesse (CONTROLE, LUZ, CUR e
PDT) em relacdo a concentracdo do fotossensibilizador e verificamos de forma global que a
concentracdo mais baixa (750 mg/L) apresentou uma eficiéncia melhor do que as outras.
Outro fato de interesse é que sem a aplicacdo da luz, ja existe uma reducdo consideravel das
coldnias de bactérias e essa reducdo foi intensificada quando se aplicou o FS com a luz (grupo
PDT). A acdo solitéaria da luz (grupo LUZ) na inativacdo é observada, mas é muito pequena
guando comparada aos outros grupos. Enfatizamos que para este experimento o tempo de
irradiacdo tanto no grupo PDT quanto no grupo LUZ foi de 5 minutos com luz LED em 450

nm.

Apds encontrar um dos graus de liberdade que foi a concentracdo, o proximo passo foi
definir o tempo de incidéncia de luz que inativasse 0 maior nimero de coldnias de bactérias,
que aqui sera definido como o tempo de exposi¢do. Usamos os tempos de 5, 10, 15, 20 e 30
minutos para os grupos LUZ e PDT. Analisando a figura 34 observa-se que com 0 aumento
do tempo de exposicao a irradiacdo influencia na inativacdo dos microrganismos. Na Figura
34 representamos no tempo 0 min 0 nosso grupo CONTROLE, que representa o numero de
coldnias de bactérias presente nas placas de Petri antes de qualquer tratamento, seja com FS,
com irradiacdo de luz ou com a combinacdo destes. Incidindo luz por cinco minutos
observamos no grupo PDT uma acentuada inativacdo de microrganismos, essa inativacao

continua crescendo suavemente até a iluminacéo final que tem a duracgéo de 30 min.
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Figura 33- Numero de col6nias de S. aureus dos grupos CONTROLE, LUZ, CUR e PDT como
funcéo da concentracéo do sal de Curcumina. O tempo de incidéncia de luz foi de 5 min.
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Fonte: Autor, 2012.

No grupo LUZ a inativagdo foi bem menor durante a iluminagdo de cinco minutos,
mas seu comportamento crescente ndo foi tdo suave, ja que iluminando por 30 min os valores
de inativacdo dos grupos LUZ e PDT estdo muito proximos. Com 30 min de iluminacéo,
possivelmente efeitos térmicos estdo envolvidos, o que faz aumentar os efeitos de inativacao
em ambos os grupos. Novamente, notamos a grande agdo antimicrobiana quando o sal de
Curcumina e irradiacdo de luz estdo conjugados. Pensando em observar o efeito fotoquimico
da terapia fotodindmica, como também, analisar possiveis efeitos térmicos decorrentes do
tempo de exposicdo dos microrganismos a luz incidente, realizamos nossas medidas nos dois

tempos de iluminacédo 5 e 30 minutos.

Com a determinacgdo da melhor concentracdo e dos tempos de exposicdo, verificamos
qual seria a melhor poténcia de luz incidente para maior inativacdo das bactérias. Foram
utilizadas trés poténcias: 151 mW, 204 mW e 258 mW. Na Figura 35 foram comparados 0s
grupos PDT — 5 min, PDT-30 min, LUZ-5 min e LUZ-30 min. Com a poténcia incidente de
258 mW, constatamos uma maior inativacgao para os grupos PDT-5 min, PDT-30 min e LUZ-
30 min. Para o grupo LUZ-5min observamos um comportamento em que a luz néo influencia
significativamente na inibicdo bacteriana e para a poténcia de 258 mW, houve um
crescimento do numero de colonias de bactérias maior que o grupo CONTROLE e

possivelmente ocorreu uma bioestimula¢do do meio. Ao incidirmos luz numa poténcia de 258
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mW os grupos LUZ-30 min e PDT-5 min apresentaram comportamento semelhante, ou seja,

grande inativacdo de bactérias. Acreditamos que a justificativa para isto se deve a efeitos

térmicos envolvidos quando o tempo de exposicdo da luz no meio se torna consideravel.

Figura 34- Numero de coldnias de bactérias dos grupos LUZ e PDT como fun¢éo do tempo de
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Fonte: Autor, 2012.

Figura 35- Porcentagem do nimero de col6nias de bactérias dos grupos LUZ-5min, LUZ-30min,

PDT-5min e PDT-30min como fungéo das poténcias incidentes nas amostras.
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Diante dos resultados obtidos para tempo de exposicéo e poténcia incidente no meio
bioldgico, investigamos o efeito da dose de luz na inativagdo do microrganismo S. aureus. No
conjunto de gréaficos da figura 36, verificamos que a inibi¢do de S. aureus para o grupo PDT
foi acima de 80 % quando comparado ao grupo CONTROLE para as trés doses de luz usadas
de aproximadamente 10, 13 e 16 J/cm?. Nota-se também que os grupos CUR e LUZ inibiram
0 crescimento bacteriano, no entanto ndo foi tdo significante quanto o grupo PDT. As doses
maiores de Luz inibiram um nimero maior de coldnias de bactérias e, vale salientar que, na

figura 36 0 tempo de exposi¢do foi de 5 minutos, so a poténcia da luz incidente variou.

Figura 36- Numero de col6nias de S. aureus presentes nos grupos de monitoramento
(CONTROLE, LUZ, CUR E PDT) para doses aplicadas de (a) 10 J/cm?, (b) 13 J/cm® e (c) 16
Jlcm?. O gréfico (d) mostra um resumo dos resultados obtidos.
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Na Figura 37 verificamos que quanto maior a dose de luz aplicada maior sera o efeito
de inativagcdo do S. aureus para o grupo PDT. Neste caso efeitos térmicos também podem
contribuir para aumentar a inibicdo junto com os efeitos fotodindmicos, no entanto, desde as
menores doses aplicadas, percebemos que a inativacdo ocorrida ja é bastante significativa com

relagdo ao grupo CONTROLE. A Figura 37 mostra todas as doses de luz inseridas no meio
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biol6gico numa combinacéo entre as trés poténcias de 151 mW, 204 mW e 258 mW e os dois
tempos de exposicdo de 5 e 30 minutos.

Figura 37- Numero de colénias de bactérias (em porcentagem (%)) como fun¢do da dose de luz
aplicada ao grupo PDT. O destaque ¢ dado para andlise do grupo PDT, retirando-se o
grupo CONTROLE.

CONTROLE
100 +

@ -PDT
80

(%)
)

40

S. aureus

N

20

Dose de Luz (J/cm?)

Fonte: Autor, 2012.

Apos encontrar os melhores valores para os parametros diluicdo, meio de cultura,
concentracédo, poténcia, tempo de exposicdo e dose de luz entregue ao meio, seguimos com
nosso trabalho no intuito de verificar a acdo da aPDT na inativacao de S. aureus.

3.3 Acéo da aPDT na inativagdo de S. aureus

Na tabela 7, mostramos o numero de colbnias de bactérias, para cada grupo
investigado. Todas as solucdes foram inicialmente colocadas em placas de Petri e

armazenadas em estufa a 36 °C por 24 horas. Apds esse tempo, as placas foram retiradas e as
colbnias de bactérias contadas com o auxilio do contador de col6nias. Nesta etapa verificou-se

a influéncia da Poténcia que esta diretamente ligada a dose de luz entregue ao meio bioldgico,

equivale a 258 mW e 5 e 30 equivale ao tempo em minutos que as amostras foram expostas a
iluminacao.
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Tabela 7- Numero de coldnias de bactérias por grupo variando a dose de luz.

PLACA1 PLACA 2 PLACA3 TOTAL MEDIA
CONTROLE 236 234 234 704 234,66
CUR 150 137 170 457 152,33
LUZ-5-P1 200 176 197 573 191
LUZ-30-P1 16 14 16 46 15,33
LUZ-5-P2 256 290 276 822 274
LUZ-30-P2 X X X X X
PDT-5-P1 12 8 8 28 9,33
PDT-30-P1 8 2 6 16 5,33
PDT-5-P2 2 8 18 6
PDT-30-P2 0 3 2 5 1,66

Fonte: Autor, 2012.

O ‘X’ presente na tabela, representa ocorréncia de contaminagédo nas placas do grupo LUZ-30-P2.

Com base na tabela 7, nota-se que o grupo LUZ-5-P2 apresenta um nimero maior de
colbnias de bactérias do que o grupo CONTROLE. Aqui a diferenca entre os grupos foi de
39,67 em numero médio de coldnias. Observamos a grande semelhanca das placas de Petri

nas fotos da Figura 38 a seguir.

De acordo com os dados da tabela 7, nota-se que o grupo PDT-5-P1 inativou as
bactérias em 95 % quando comparado ao grupo CONTROLE. Por sua vez o grupo PDT-30-
P1 obteve 97,73 % e o grupo PDT-5-P2 inativou 97,44 % das coldnias de bactérias. Percebe-
se que a eficiéncia do grupo PDT-5-P2 foi semelhante ao grupo PDT-30-P1, com poténcia
usada maior enquanto que o tempo de exposi¢do da amostra foi apenas de 5 min. O grupo
PDT-30-P2 obteve 99,30 % de inativacéao.

Os grupos que caracterizam apenas 0 uso da luz apresentam em alguns casos
resultados inesperados, caso dos grupos LUZ-5-P2 e grupo LUZ-30-P1. Segundo os dados da
tabela 7 é observado que o grupo LUZ-5-P2 apresenta um numero de col6nias maior que o
grupo CONTROLE e o grupo LUZ-30-P1 obteve 93,47 % de inibicdo. O grupo que contém
apenas o sal de Curcumina também inibe o crescimento de bactérias, foi registrada uma
inibicdo de 35 % concordando com a literatura [30, 31] que diz ser a Curcumina uma
substancia antimicrobiana. A tabela 8 mostra os resultados em UFC/mL (unidade formadora

de coldnia por mililitro).
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Tabela 8- Numero de col6nias de S. aureus para cada grupo de monitoramento em UFC/mL.

GRUPO QUANTIDADE (UFC/mL)

CONTROLE 2,35 x 10°
CUR 1,52 x 10°
LUZ-5-P1 1,91 x 10°
LUZ-30-P1 0,15 x 10°
LUZ-5-P2 2,74 x 10°

LUZ-30-P2 Contaminou
PDT-5-P1 0,09 x 10°
PDT-30-P1 0,05 x 10°
PDT-5-P2 0,06 x 10°
PDT-30-P2 0,02 x 10°

Fonte: Autor, 2012.

Com a analise da tabela 8, observa-se o0 quanto o grupo PDT de modo geral reduziu o
namero de col6nias de bactérias. Quando comparamos o grupo PDT-5-P1 com o PDT-5-P2, a
diferenca entre eles foi de 1,28% e quando comparamos o grupo PDT-30-P1 com o grupo
PDT-30-P2 a diferenca foi de 1,27 %, logo a interpretacdo dos dados indica que o aumento da
poténcia torna o potencial de inibic&o das colénias maior.

Nas Figuras 38 de a até d apresentamos as placas de Petri para analise visual, com as
bactérias crescidas em meio de cultura Agar Nutriente, que foram submetidas & analise da
contagem das col6nias em contador de col6nias com caneta hidrografica de cor vermelha ou
azul e forneceram os dados das tabelas e graficos descritos anteriormente. Em 38a
observamos 0s grupos CONTROLE, CUR, LUZ-5-P1 e PDT-5-P1, em 38b 0s grupos
CONTROLE, CUR, LUZ-30-P1 e PDT-30-P1, em 38c os grupos CONTROLE, CUR, LUZ-
5-P2 e PDT-5-P2 e em38d os grupos CONTROLE, CUR, LUZ-30-P2, PDT-30-P2.



Figura 38- Placas de Petri referente aos grupos: CONTROLE, CUR, LUZ e PDT.

CONTROLE CUR LUZ-5-P1 PDT-5-P1

Figura 38- Placas de Petri referente aos grupos: CONTROLE, CUR, LUZ e PDT.

CONTROLE CUR LUZ-30-P1 PDT-30-P1
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Figura 38- Placas de Petri referente aos grupos: CONTROLE, CUR, LUZ e PDT.

CONTROLE CUR LUZ-5-P2 PDT-5-P2

Figura 38- Placas de Petri referente aos grupos: CONTROLE, CUR, LUZ e PDT.

CONTROLE CUR LUZ-30-P2  PDT-30-P2

Fonte: Autor, 2012.
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Apos refazer as medidas até que ndo tivéssemos mais contaminacdo, montamos
tempo e dose de luz usada. Nas Figuras 39 e 40 observamos a inativacdo do microrganismo
S. aureus variando o tempo de exposicdo de luz e mantendo fixa a poténcia de luz incidente
em 151 mW. Fizemos uma comparacdo entre o grupo CONTROLE e grupos submetidos a
Inativacdo Fotodindmica (aPDT) (Fig. 39) e na Figura 40 entre o grupo CONTROLE e o

grupo LUZ, para diversas doses de luz entregue ao meio biolégico.

A andlise das Figuras 39 e 40 indica o quanto a a¢do combinada inibiu as
bactérias (grupo PDT), tendo uma taxa de inibi¢do acima de 80 %, enquanto que o grupo LUZ
apresenta taxas que nao supera os 40 % de inibicdo. O grupo LUZ-30 apresentou uma taxa de
84,54 %, ja que efeitos térmicos estdo envolvidos. A acdo antimicrobiana é indicada na figura

41, no grupo CUR, que mostra uma taxa de 60,38 % de inibi¢&o do S. aureus.

Figura 39- Numero de colbnias de bactérias comparando os grupos CONTROLE e PDT
variando o tempo de entrega da luz (5, 10, 15, 20 e 30 min) e poténcia fixa de 151 mW. Em
destaque as porcentagens de inativacao de S. aureus

(x10° UFC/mL)

S. aureus

N

80,75% 90,94% 93,21% 92,46%

controle PDT-5 PDT-10 PDT-15 PDT-20 PDT-30
Grupos de monitoramento

Fonte: Autor, 2012.
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Figura 40- Numero de col6nias de bactérias comparando os grupos CONTROLE e LUZ
variando o tempo exposicao (5, 10, 15, 20 e 30 min) e poténcia fixa de 151 mW. Em destaque as
porcentagens de inativacédo do S. aureus.

(x10° UFC/mL)

S. aureus

N

19,62%

84,54%
controle Luz-5 Luz-10 Luz-15 Luz-20 Luz-30
Grupos de monitoramento

Fonte: Autor, 2012.

Figura 41- Numero de colénias de bactérias comparando os grupos CONTROLE e CUR. Em
destaque a porcentagem de inativacdo do S. aureus.
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Fonte: Autor, 2012.
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Um apanhado geral da inativacdo de S. aureus para todos os grupos estudados é

mostrado na figura 42. Nota-se que a taxa de inibicdo foi superior a 90 % nos grupos PDT. O

grupo LUZ-5-P2 apresentou um crescimento anormal das colonias, superando o grupo

controle, aqui verificamos que houve uma bioestimulacdo, neste caso a irradiacdo da luz

favoreceu o crescimento bacteriano. Percebemos a inativacdo devido ao efeito antimicrobiano

do sal de Curcumina e que o aumento da dose de luz entregue ao meio bioldgico faz crescer a

inativacdo dos microrganismos.

Figura 42- Resumo da inativagdo de S. aureus para todos 0s grupos investigados variando a dose
de luz entregue ao meio bioldgico. O simbolo (*) na coluna LUZ-5-P2 indica bioestimulacéo e o
(**) na coluna LUZ-30-P2 indica contaminacéo.
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Grupos de Monitoramento

Fonte: Autor, 2012.

De acordo com a Figura 43 a seguir, quanto maior for a dose de luz e a poténcia usada,

maior sera a taxa de inibicdo das bactérias. E em todos os testes o grupo CUR também

apresentou acdo antimicrobiana. O grupo LUZ inativou S. aureus,

expressivamente quanto o grupo PDT.

mas nao tdo
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Figura 43- Inativacéo de S. aureus para as doses de luz entregue ao meio bioldgico: 13 J/cm?, 17

Jlem?, 78 Jiem? e 98,5 J/cm?. S6 para grupo LUZ (a) e s6 para grupo PDT (b). O simbolo (*)

(x10° UFC/mL)

S. aureus

N

250

indica bioestimulacéo e o (**) indica contaminagéo.

250

Luz5P1- 13 Jicm®
Luz30P1- 78 J/em®

200

150

100

a
3
!

controle LUZ5P1 LUZ30P1
Grupos de Monitoramento

200

150

(x10° UFC/mL)

100

S. aureus

N

50

PDT5P1 - 13 J/em®
PDT30P1 - 78 J/cm’

96% 98%

controle PDT5P1 PDT30P1
Grupos de Monitoramento

Fon 250 LUZ5P2 - 17 Jlem®
LUZ30P2 - 98,5 Jicm®
oy
£ 200
[S)
w
D
& 150
3
é 100
&
z
50
o
controle LUZ5P2 LUZ30P2
Grupos de Monitoramento
250
Co PDT5P2 - 17 Jlcm®
PDT30P2 - 98,5 Jicm®
— 200
.
£
[
L. 150
=)
Py
o
X 100
5
Z 50
97.4% 99,3%
0 - -
controle PDT5P2 PDT30P2

Grupos de Monitoramento

Fonte: Autor, 2012.

Para visualizarmos a influéncia da dose de luz na acdo antimicrobiana, quando

comparamos 0 grupo controle com os grupos PDT, apresentamos as fotos das placas de Petri
contidas na figura 44.

Figura 44- Comparativo das placas de petri dos grupos CONTROLE e PDT com relacao a
poténcia e dose de |

/, /‘_n\‘

uz irradiada.

Fonte: Autor, 2012.
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3.4 Inativacdo de microrganismos via aPDT in loco
3.4.2 Andlise dos resultados para S. aureus.

Para a contagem de S. aureus nos grupos testados, uma sequéncias de passos foram
seguidos. A seguir na tabela 9 apresenta-se a média aritmética das coldnias tipicas presentes

nas placas de Petri analisadas.

Tabela 9- Grupos testados e valor médio de suas respectivas col6nias tipicas.

QCNP*! QCP
Controle 35 25
PDT 5 30 25
PDT30 16 6

Fonte: Autor, 2012.

*1 Média aritmética da contagem em triplicata.

Figura 45- Namero médio de col6nias tipicas por amostra e grupo testado
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|

CONTROLE PDT-5 PDT-30
Grupos de monitoramento

Fonte: Autor, 2012.
De acordo com a tabela 9 nota-se que em relagéo as col6nias tipicas os grupos PDT-5

e 30 min dos dois tipos de queijo apresentaram uma reducdo do nimero de coldnias.

Os testes de catalase deram positivos. E em relacdo ao teste da coagulase, foi

observado que em alguns tubos houve coagulo enquanto que em outros ndo ocorreu. Para este
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experimento foram usadas trés col6nias tipicas para confirmacdo da coagulase. Segue abaixo
o célculo final do nimero de coldnias de bactérias por grama, apds os testes bioquimicos de

catalase e coagulase:

TABELA 10- Numero de colbnias de bactérias de S. aureus por grama (UFC/g), ap06s
testes bioquimicos.

QCNP QCP

Controle 2,31x10° UFC/g 0,825x10° UFC/g
PDT5 3,0x10° UFC/g < 10 UFC/g
PDT30 1,6x10° UFC/g <10 UFC/g

Fonte: Autor, 2012.

Nos casos dos grupos QCP PDT 5 e 30 minutos ndo houve crescimento de coldnias de

S. aureus. Quando ocorre este fato o nimero de coldnias € indicado como sendo < 10 UFC/qg.

Observando os dados acima da tabela 10, constatamos que ao aplicar a técnica da a
PDT no alimento, o nimero de bactérias foi reduzido nos dois tipos de amostra. No caso do
grupo QCNP-PDT-30 observa-se uma reducdo acima de 30 %, enguanto que no grupo
QCNP-PDT-5 o numero de col6nias foi maior que o grupo controle caracterizando uma
Bioestimulacdo. Ja nos grupos QCP-PDT-5 e QCP-PDT-30 o nimero de col6nias foi menor
que o grupo controle indicando inativacdo dos microrganismos. Por sua vez a0 compararmos
0s grupos QCNP-CONTROLE E QCP-CONTROLE nota-se que o grupo QCP-CONTROLE
houve um crescimento de col6nias menor do que o grupo QCNP-CONTROLE e uma das
possiveis razdes para isso é que o queijo QCP deve ser processado com condi¢des higiénico-
sanitaria melhores do que o queijo QCNP, e ainda, pelo fato do leite empregado ser
pasteurizado no caso da amostra QCP. Na Figura 46 e 47 apresenta-se as fotos das placas de

Petri com os grupos analisados.
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Figura 46- Placas de Petri com as col6nias de bactérias, que foram submetidas aos testes
bioguimicos. Grupos: a) QCNP-CONTROLE, b) QCNP-PDT-5, ¢) QCNP-PDT-30.

(@) (b) (©)

Fonte: Autor, 2012.
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Figura 47- Placas de Petri com as colonias de bactérias, que foram submetidas aos testes
bioguimicos. Grupos: a) QCP-CONTROLE, b) QCP-PDT-5, ¢c) QCP-PDT-30

(@) (b) (©)

Fonte: Autor, 2012.
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4 CONCLUSAO

Diante do que foi exposto na secdo 3, mediante a analise dos resultados podemos

extrair as seguintes conclusoes.

Dentre as concentracOes testadas, destaca-se a concentracdo de 750 mg/L, que se
mostrou mais eficiente na inativacdo microbiana, tanto no grupo (CUR) que s apresentava o
sal de Curcumina gquanto no grupo (PDT) que combinava o sal de Curcumina com incidéncia
de luz em 450 nm. As outras concentragdes que foram 1000 mg/L, 1500 mg/L e 3000 mg/L,

também atuaram como agentes antimicrobianos em colénias de S. aureus.

A acdo fotodinamica foi observada quando comparou-se os grupos CUR, LUZ e PDT.
Neste caso observamos que apenas o uso da luz ou do sal de Curcumina ndo apresentou uma
acdo significativa na morte de bactérias. Sendo que a intensificacdo da inativacdo s6 foi

observada quando usou-se o fotossensibilizador combinado com luz em 450 nm.

A acdo antimicrobiana da terapia fotodindmica foi superior a 80%, chegando até
99,3% de inativacdo de cepas padrdo de bactérias do tipo Staphylococcus aureus, quando

comparado os grupos PDT com o grupo CONTROLE.

Para as doses de 10 J/cm?, 13 J/cm?, 16 J/cm?, 17 J/cm?, 78 J/cm? e 98, 5 J/cm? a
inibicdo do microrganismo estudado foi respectivamente de 80, 5%; 96%; 97%; 97, 4% ; 98%
e 99, 3% . O que significa compreender que os resultados foram bastante expressivos
referente ao potencial antimicrobiano da técnica. No que concerne as doses de luz testadas,

notamos que o0 seu aumento tornava a inativagdo dos microrganismos mais eficiente.

Em relacdo aos tempos testados de 5, 10, 20 e 30 min, os de 5 e 30 min foram
escolhidos como os tempos de interesse, pois no caso do tempo de 5 min a acgdo
antimicrobiana ja apresentava eficiéncia e, no caso de 30 min, poderiamos observar a agdo de

efeitos térmicos.

Observamos efeitos termicos em alguns grupos que eram irradiados apenas por luz no
tempo de 30 min quando comparados com o grupo PDT-30, percebemos um aquecimento da
amostra que favoreceu a morte microbiana. Efeitos fotoquimicos também foram observados

em grupos (LUZ-5) quando irradiados por 5 min, apresentando um crescimento anormal das
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colonias, superando o grupo controle, aqui verificamos que houve uma bioestimulacdo, neste

caso a irradiacdo da luz favoreceu o crescimento bacteriano.

Os parametros Otimos para a inativacdo de cepas de bactérias S. aureus foram:
Concentragdo de 750mg/L, diluicdo de 10, tempo de exposicéo de 30 min, poténcia de 258
mW, dose de luz entregue 0 meio bioldgico de 98 J/cm?, meio de cultura Agar Nutriente,

concentracdo bactéria/meio diluidor de 1:1, tempo de incubacdo e ativacao de 24 h.

Ao aplicarmos a técnica da aPDT no queijo coalho, apenas a diluicdo e o meio de
cultura ndo foram adotados, pois estes foram especificos para as cepas. A analise em
alimentos requeria outra diluicdo e um meio de cultura mais seletivo. O niumero de bactérias
foi reduzido nos dois tipos de amostra, tanto nos grupos PDT-5 quanto PDT-30. No caso do
grupo QCNP-PDT-30 a reducéo foi acima de 30%, e nos grupos QCP-PDT-5 e QCP-PDT-30
0 nameros de col6nias foi < 10 UFC/g, o que esta bem abaixo do que o Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e da Saude, estabelece como limite maximo permitido
(103 UFC/g).

Ao compararmos os grupos QCNP-CONTROLE com o grupo QCP-CONTROLE,
observou-se que 0 grupo QCNP-CONTROLE apresentou um nimero maior de coldnias de
bactérias. Neste caso uma das possiveis causas para tal diferenca é o fato que o queijo QCP
deve ser processado com condicBes higiénico-sanitarias melhores do que o queijo QCNP e o

leite usado para a fabricagdo do queijo QCP foi pasteurizado.

Logo a Terapia Fotodindmica antimicrobiana, mostrou ser uma técnica com grande
potencial para a inativagdo de S. aureus tanto no estudo in vitro quanto no estudo in loco. Os
parametros que compde a técnica foram obtidos e optimizados. No que concerne a aplicacéo

da técnica no alimento os resultados foram satisfatérios.
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