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RESUMO

Bactérias sdo responsaveis pela maioria das doencas infecciosas, além de ser uma das
maiores causas de morte no século passado. Felizmente solugdes quimicas como os
antibidticos foram desenvolvidas e controlaram de forma eficiente o surgimento de novos
casos, bem como as mortes por tais agentes infecciosos. Porém, rapidamente perfis de
resisténcia surgiram nas mais diferentes cepas ao redor do mundo, trazendo a tona novamente
o perigo que pode ser viver em um mundo sem o controle sobre as bactérias. Tratamentos
alternativos surgem, como ¢ o caso da terapia fotodinamica (PDT), sonodinamica (SDT) e
sonofotodinamica (SPDT). O presente trabalho busca caracterizar diferentes arranjos
experimentais, bem como otimizar os pardmetros para tais tratamentos, que ¢ de extrema
importancia para o avango dessas tecnologias. Dessa forma, os resultados demonstram que
ensaios in vitro com biofilme de Pseudomonas aeruginosa com SPDT € capaz de erradicar
pela totalidade o biofilme formado, bem como a mudanga da forma de aplicagdo do ultrassom
influencia a eficdcia do tratamento. Arranjos distintos mostram diferentes caracteristicas,
mesmo assim mantém resultados como a erradicagdo da populagdo de S. aureus em solucao
apenas com SDT. Resultados mostraram otimismo quanto ao avango dos testes em células
microbiologicas, proporcionando assim uma promessa de que com tempo € mais trabalhos na
area, seja possivel consolidar tais tratamentos como métodos alternativos no tratamento de

doencas infecciosas na clinica.

1. INTRODUCAO

1.1. Resisténcia Bacteriana e Biofilme

Observada pela primeira vez por Alexander Fleming na década de 20, a penicilina
abre um horizonte de pesquisas na ciéncia em geral. Isolada do fungo Penicillium notatum,
essa molécula marcava entdo o inicio da era de uma das maiores descobertas da humanidade
na area da saude, a era dos antibidticos.!

Antibioticos sao moléculas cuja fung@o consiste em matar bactérias, bem como inibir
ou dificultar seu crescimento (CDC, 2019). O impacto dessa descoberta foi tdo grande que
estima-se, até¢ 2018, cerca de 200 milhdes de vidas salvas devido a esse avanco, perdendo
apenas para as vacinas (1 bilhdo) na 4rea de farmacologia, em niimeros brutos.

Devido as necessidades da época, entre 1950 e 1960, metade de todos os antibioticos
utilizados atualmente sdo descobertos, periodo compreendido como “the golden age of

antibiotics”, porém pouco tempo apos tais descobertas ja ¢ possivel notar a mudancga no perfil



de bactérias patogénicas espalhadas ao redor do planeta, evidenciando cada vez mais a
dificuldade de inativacdo dos antibidticos, definindo a resisténcia antimicrobiana.’

Bactérias possuem metabolismo proprio, além de algumas propriedades e estruturas
diferentes comparadas com células eucaridticas. Portanto, antibioticos e biocidas apresentam
diversos mecanismos de a¢do diferentes entre si.* Juntamente a esse fato ocorre a denominada
resisténcia microbiana, que por defini¢do ¢ a capacidade de um germe de estar habil a
derrotar uma droga designada a mata-lo (CDC, 2020). Multirresisténcia ¢ quando uma
bactéria apresenta multiplos mecanismos de resisténcia.’

A Pseudomonas aeruginosa faz parte do grupo ESKAPE, definido em 2017 pela
Organiza¢do Mundial da Saide como um grupo de bactérias que se apresentam (ou tendem a
se apresentar) como multirresistentes ou sdo faceis de se adquirir genes de resisténcia de
outras linhagens.® Um dos principais mecanismos de resisténcia como barreira fisica
encontrado em microorganismos ¢ o biofilme. O biofilme ¢ sustentado por uma matriz que
envolve as células imobilizadas, cuja composi¢do varia de acordo com as linhagens ali
presentes, que podem ser da mesma espécie, ou até de reinos diferentes. Essa matriz ¢
constituida de moléculas poliméricas extracelulares, que podem ser carboidratos, lipideos,
proteinas e associa¢des entre eles.” Essa configuracdo de sustentagdo e protecdo que o
biofilme proporciona as células ali presentes diminui a permeabilidade de diversas
substancias quimicas por meio da difusdo, que ja ¢ dificultada em bactérias com outros perfis
de resisténcia, principalmente aos fArmacos. Além disso, células do sistema imunologico nao
sdo capazes de reconhecer os patdgenos que estdo totalmente envolvidos pela matriz, sem
nenhuma parte reconhecivel viavel.®

Terapias alternativas emergem como possiveis solugdes para os mais diversos
problemas que os métodos tradicionais apresentam na medicina, sendo uma delas a Terapia
Fotodinamica (PDT), Sonodinamica (SDT) e Sonofotodinamica (SPDT) buscando contornar
o problema da resisténcia bacteriana.”'° A utilizagdo da luz e do ultrassom, principio das
terapias acima citadas, na medicina ¢ amplamente estudado, utilizado e consolidado ha
décadas, abrangendo duas grandes areas como a ultrassonografia e a laserterapia. O principio
¢ 0 mesmo para ambas, um emissor de energia propaga ondas eletromagnéticas (luz) e
sonoras (ultrassom), que ao incidir no material biologico de interesse excita moléculas alvos
que podem desempenhar diversas fungdes ou promove fendmenos fisicos controlados como a
cavitagdo. Sonofotodinamica (SPDT) ¢ a associagdo da ac¢do fotodindmica e sonodinamica,

buscando aumentar a eficiéncia de ambas através de um efeito combinado.'!



1.2. Terapia Fotodinamica (PDT)

A PDT alia efeitos fotoquimicos e fotofisicos para induzir morte celular, que pode ser
via apoptose ou necrose. Sua primeira etapa € a escolha do fotossensibilizador (FS). Ha
diversos tipos de FS e a caracteristica intrinseca a cada fotossensibilizador mais importante
na PDT ¢ seu espectro de absorbancia, ou seja, dado um feixe de luz em um intervalo de
comprimentos de onda, em quais deles hd absorcdo ou transparéncia dessa molécula.
Moléculas absorvem em determinados comprimentos de onda especificos da luz,
caracterizando ndo so sua assinatura, como o intervalo no qual ela se encontra mais excitada e
propensa a realizar os efeitos dindmicos necessarios para a PDT.!? Determinado o espectro de
absorcao, ¢ possivel definir seu comprimento de onda de excitagao.

Eventos de reflexdo, absor¢do, espalhamento e transmissdo determinam a atenuagao
do feixe de luz e estao diretamente relacionados a propriedades como caracteristicas quimicas
do meio, densidade celular e tecidual, comprimento de onda incidente, metabolismo celular,
dentre outros fatores. Por mais que possam ndo ser FS, diferentes moléculas apresentam
diferentes espectros de absor¢do, o que significa uma transferéncia de energia do feixe
incidente, consequentemente uma atenuacao da onda transmitida. Além disso, devido a troca
de interfaces entre cé€lulas, tecidos e organelas, ocorrem reflexdes. Um evento de
espalhamento pode ser associado a cada molécula, uma vez que mesmo moléculas
absorvedoras em dado comprimento de onda, dependendo do angulo de incidéncia, ndo sao
capazes de receber tal energia, apenas espalhando-a."

As reagOes que ocorrem da interacao entre a luz e os fotossensibilizadores podem ser
descritas através do diagrama de Jablonski, cuja imagem pode ser visualizada da figura 1. A
primeira caracteristica observada sdo os niveis excitados que uma molécula pode adquirir (S,,
S, S,,...). Tais niveis possuem bandas de estados energéticos correspondentes a vibragdes
moleculares que, por via de regra, rapidamente sdo retornados ao estado excitado mais baixo
através de rea¢des ndo radiativas, como relaxacio térmica. E caracteristico de FS estarem em
seu estado singleto quando ndo excitados. O decaimento entre um estado excitado e outro
pode ocorrer, resultando na emissdo de um foton referente a diferenga de energia envolvida
no decaimento e constitui o espectro de emissdao de uma determinada molécula, que
independe para quais estados excitados essa molécula foi levada, emitindo apenas a partir do
estado S, para o S,. Uma vez excitada, para promover esse decaimento, o FS pode seguir
duas reacdes distintas. A reacdo de tipo 1 envolve a transferéncia de carga eletronica para
espécies reativas de oxigénio, formando os radicais livres (ROS) capazes de oxidar de forma

agressiva diversas biomoléculas. A reagdo de tipo 2 ocorre quando o FS decai de um estado



singleto para um tripleto, realizando um cruzamento intersistemas, que por sua vez transfere
energia para o oxigénio molecular através de quenching, naturalmente existente em estado
tripleto, que se excita ao estado singleto altamente reativo, consequentemente destruidor em
ambientes biologicos, como os ROS. Tais espécies altamente reativas possuem um
decaimento rapido, o que proporciona uma destrui¢do localizada e apenas durante a
incidéncia do comprimento de onda de excitacdo, garantindo a seguranca e especificidade da
PDT. Por fim, ha o evento em que o proprio oxigénio molecular excitado passa a degradar o
FS, conhecido como photobleaching, evento observado principalmente ao utilizar altas

concentracgdes de FS.!
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Figura 1 - Diagrama de Jablonski para a fluorescéncia e fosforescéncia retardada. Fonte: Teramoto, E. H.

Devido a heterogeneidade do ambiente celular e histoldgico € possivel observar que
mesmo dentro dos comprimentos de onda relativos a PDT (ultravioleta, visivel e
infravermelho), a atenuagdo da luz ¢ diferente para cada comprimento de onda e acentuada na
forma de que maiores comprimentos de ondas dentro do espectro da luz visivel atinge
maiores profundidades de tecidos, porém ainda assim nao ultrapassando a hipoderme. Essa
questdo limita a PDT e sua eficiéncia em alvos que estejam além desses limites, que variam
de 0 a 5 mm de profundidade."”” Um pardmetro importante a se controlar na PDT ¢é a dose de

luz entregue, que pode ser calculada multiplicando a poténcia do aparelho de iluminagao pelo

tempo de irradiagao na amostra (D = P. t)(1).

1.3. Terapia Sonodinamica (SDT)
O som ¢ uma onda mecanica ¢ depende de um meio para se propagar. Uma vez
excitadas, moléculas vizinhas vao propagando esse impulso até o alvo através de vibragdes

translacionais e longitudinais. Uma onda mecanica capaz de se propagar em meios solidos



sdo denominadas elasticas, enquanto aquelas capazes de propagar em fluidos sdo as acusticas.
Ha diversos parametros que caracterizam uma onda de som, porém os mais importantes para
o presente trabalho s3o a sua frequéncia, intensidade, comprimento de onda e velocidade de
propagacao, que varia a depender do meio. Ultrassom esta associado a ondas de som com
frequéncia acima de 16 KHz, superior ao limite pelo qual os seres humanos sdo capazes de
escutar e seus efeitos biologicos sdo muito importantes, como ¢ o caso da imagem por
ecografia, sonotrombdlise, imunoterapia, entre outras.'®

O ultrassom pode ser gerado de diferentes formas, como por exemplo através de
métodos mecanicos, Opticos, térmicos e eletromagnético (efeito piezoelétrico). A onda
mecanica utilizada no presente trabalho ¢ gerada a partir da conversdo da corrente elétrica
pelo efeito piezoelétrico de um transdutor. Como descrito por Wanjia Gao, o ultrassom possui
zonas cuja entrega de poténcia acustica varia entre maximos € minimos, se dividindo entre
near field ¢ far field"’, como apresentado na figura 2. A distancia, a partir do transdutor, em
que acaba o near field e inicia o far field ¢ descrita pela equacgdo (2), que segundo a literatura,
pode representar um ponto de maior entrega de poténcia do feixe de ultrassom.
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Figura 2 - Caracteristicas do feixe de ultrassom com énfase

no near field e far field.. Fonte: Olympus IMS.

Em ensaios in vitro ha quatro modos de aplicagdo do ultrassom na amostra que sao
mais descritos na literatura, como o transdutor direto na placa de tratamento, o transdutor
submerso em um fluido e a placa de tratamento no topo, o transdutor e a placa (selada)
submersos no fluido e o transdutor mergulhado diretamente no meio de tratamento com a
placa aberta. Cada arranjo possui suas vantagens, enquanto aqueles que sd@o mais rapidos,
faceis e baratos para ensaios antimicrobianos sdo o transdutor-placa e
transdutor-fluido-placa.'®

Uma onda mecanica, assim como a eletromagnética, carrega energia e pode
transferi-la a moléculas que sdo capazes de absorvé-la, no caso os sonossensibilizadores,
porém a capacidade do ultrassom de deformar o meio em que se propaga constitui uma
importante acdo bioldgica, como é o caso da cavitagdo que estd diretamente relacionada a

capacidade elastica dos materiais e € proporcional a sua tensao de cisalhamento. A cavitagado



ocorre quando a pressdo negativa exercida pelas ondas longitudinais a propagacdo do som,
devido a resisténcia intrinseca dos materiais, supera tal capacidade de resistir do meio, com
isso bolhas surgem, se expandem e colapsam criando um microambiente altamente energético
e quente.'® Essas cavitagdes, além da capacidade de transferéncia de energia, quando em
material bioldgico podem afetar a permeabilidade da membrana, promover a abertura de
poros, lise de cadeias protéicas, bem como romper células. Em especifico no biofilme,
estudos mostram que SDT com microbolhas, ancoradas ou ndo a farmacos, sdo associados
principalmente a eventos de sonoporagdo e dispersao, atuando principalmente na destruicao
de filamentos proteicos da matriz extracelular, o que resulta em uma remog¢ao mecanica de
células e ndo aumentando fatores de viruléncia, portanto junto a isso associa-se a SDT uma

maior permeabilidade de farmacos no meio intracelular.

1.4. Iodeto de Potassio como potencializador no controle microbiologico

Diversas moléculas, como sais inorganicos, potencializam reagdes quimicas ja
estimuladas antes pela PDT e SDT, bem como adicionam vias capazes de acentuar essa
transferéncia energética, criando ainda mais radicais em solu¢do. Na PDT, Hamblim mostra
que diversos sais inorganicos sdo capazes de potencializar a agdo do tratamento em até 6 logs
de redug¢do de unidades formadoras de colonias (UFC), com o iodeto de potassio (KI)
apresentando os melhores resultados. Como descrito anteriormente, os FS sdo capazes de
transferir a energia recebida por duas vias diferentes, nesse caso com énfase a via do tipo 2,
quando o oxigénio molecular em estado excitado encontra excesso de iodo em solucao, ha
também duas possibilidades de transferéncia de energia. A primeira envolve a transferéncia
eletronica do anion iodeto ao oxigénio em seu estado excitado, que estimularé a producao de
perdxido de hidrogénio enquanto o iodeto reage com outras espécies formando radicais de

iodo de vida curta, que sdo extremamente citotoxicos." Reagdes (3) a (7).
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A segunda possivel reagcdo ¢ termodinamicamente mais favoravel que a anterior, com
a mesma producao de radicais de iodo e peroxido de hidrogénio citotoxicos, porém através da
formagdo de peroxiodeto cujas reacdes sdo apresentadas de (8) a (13).

Ao tratamento com ultrassom, Morison mostra que o iodo ¢ um bom quantificador de
cavitacdo proveniente do ultrassom por sua alta capacidade de interagir com espécies
energéticas geradas a partir da transferéncia de energia com o colapso das bolhas de
cavitagdo. A reacdo citada ¢ denominada de Weissler Reaction em homenagem ao seu
descobridor e ¢ bastante conhecida desde o século passado, cuja descri¢ao apresenta como ¢
formada as espécies de iodo a partir dos eventos de cavitagao, como mostra (14) a (20).

A cavitagdo ¢ capaz de criar um ambiente extremamente quente e energético nos
locais espacialmente proximos ao seu fendmeno, que € capaz de formar radicais hidroxila
energéticos € ao encontrar anions iodeto livre em solucdo reagem na forma de retirar um
elétron e estimular a reacdo (16) em um ambiente com excesso de ions iodeto. Uma vez
formado o iodo molecular, estimula a via de formagao do ion triiodeto (reagdo 18), com alta
acdo citotoxica. Além disso, radicais hidroxila sdo capazes de interagir entre si formando
perdxido de hidrogénio e, quando em solucdo alcalina ou neutra, reagem com o ion triiodeto

liberando ions iodeto em solugio e acidificando o meio localmente (reagdes 19 e 20).%°

1.5. Terapia Sonofotodinamica (SPDT)

A SPDT busca aliar todos os beneficios da PDT e SDT, bem como a adi¢ao de sais
inorganicos e a acentuacao da formagao de radicais livres capazes de melhorar cada vez mais
o sinergismo das terapias. Com duas fontes de energia, ha a possibilidade de atingir tecidos
que apenas a PDT nio ¢ capaz, bem como desagregar moléculas através da agdo mecanica do
ultrassom, auxiliar na dispersdo da matriz do biofilme bacteriano, além de todos os outros
beneficios ja citados. O desafio € encontrar os melhores parametros para ambas as entregas
de energia, bem como a forma de aplicacdo, uma vez que o ultrassom ¢ extremamente
dependente do meio de propagacdo e de suas propriedades elasticas. Outro desafio consiste
em focalizar as duas fontes de forma a entregar seu maximo de poténcia de luz e pressao no
mesmo ponto espacial. O pré-tratamento com uma das terapias, para a posterior aplicagdo de
outra, que pode ndo ser necessariamente a PDT ou SDT, também entra em pauta. O presente
trabalho buscou maximizar os pardmetros aqui descritos, desenvolver um método simples,
rapido e eficiente para testes in vitro para a SPDT, e assim, caracterizar a redu¢do microbiana

do biofilme de P. aeruginosa com diferentes arranjos experimentais descritos na literatura.



2. OBJETIVOS
O objetivo geral ¢ a caracterizagdo da redugdo microbiana em biofilme de P
aeruginosa mediada por curcumina com diferentes arranjos, bem como variando parametros.
Para isso, dois arranjos foram utilizados: o transdutor-placa e o transdutor-fluido-placa. Os
parametros alterados foram a concentragdo de curcumina, a intensidade de ultrassom, a

concentragdo de sais inorganicos, o volume do fluido e a dose de luz.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagem bacteriana, pré-inéculo e inoculo

A cepa bacteriana utilizada no presente estudo foi a P. aeruginosa ATCC 27853,
estocada a -80 °C na razdo de 1:1 em glicerol em tubos criogénicos. Para utilizacdo nos
ensaios, uma aliquota do glicerinado foi inoculado em placas de Petri 90x15 mm (Greiner
Bio-One) em meio Brain Heart Infusion (BHI) 1,5 % é4gar (Himedia) pelo método da estria
por esgotamento. Tais placas foram incubadas a 37 °C overnight.

Para o pré-indculo, em um tubo conico de 15 ml, com 5 ml de meio Tryptic Soy Broth
(TSB) (Himedia), inocula-se uma coldnia isolada de P. aeruginosa ATCC 27853, a qual ¢
incubada a 37 °C overnight.

O indculo ¢ obtido através da fase log da bactéria em pré-inoculo do dia anterior. Para
isso, ¢ inoculado meio TSB e o pré-indculo na propor¢do de 19:1 com um limite maximo de

30 % do volume do tubo conico utilizado e aguarda-se 3h30min até atingir a fase midlog.

3.2. Formacio, adesdo, crescimento e lavagem do biofilme

Com o inoculo na fase pretendida, ¢ possivel formar o biofilme para posterior
tratamento. O crescimento dos biofilmes no presente trabalho foi em placas de 96 pogos de
fundo chato (KASVI) e em placas de Petri (KASVI) 60x15 mm com a mesma técnica
utilizada em ambas.

O in6culo em fase log ¢ submetido a diluigdes em meio TSB até sua densidade otica
medida em espectrofotometro (Varian) a 600 nm atinja 0,18 u.a.. Em placas de Petri 60x15
mm foi inoculado 1 ml de bactéria ajustada de forma que cubra a base da placa em sua
totalidade. Em placas de 96 pogos, 200 ul foram inoculados em cada pogo. Tais placas foram
incubadas a 37 °C e 150 rpm por 90 minutos, compreendendo a fase de adesao.

Com a adesao estabelecida, a lavagem do biofilme ¢ realizada 2 vezes com solugdo de
NaCl 0,8 % p/v, de forma a agredir quanto menos possivel o biofilme aderido ao fundo da

placa. Ao final do procedimento, coloca-se meio TSB e incuba-se por 24 horas a 37 °C e 150



rpm. No dia seguinte ha a retirada do contetido das placas para a inoculacdo de um meio TSB
novo e entdo uma nova incubag@o a 37 °C a 150 rpm para formar um biofilme maduro de 48

horas.

3.3. Curcumina, SDS e KI

A solugdo incubada junto ao biofilme ¢ composta de um agente fotossensibilizador, a
curcumina, um surfactante anidonico, o SDS e um sal inorgénico, o KI.

Foi utilizada a curcumina sintética (PDT Pharma) como fotossensibilizador, que para
os ensaios realizados no presente trabalho, foi preparada uma solucdo estoque em
dimetilsulféxido (DMSO) a 160 mM em um baldo volumétrico de 10 ml. Em um tubo c6nico
de 10 ml ¢ adicionado 0,320 g de KI, 0,01 g de SDS (0,1 %) e solugdo de NaCl 0,8 % junto a
solucao estoque de curcumina com o intuito de obter as concentragdes necessarias para os

testes, sempre totalizando um volume de 10 ml de solugao final.

3.4. Fontes de energia. Luz e Ultrassom
3.4.1. Ultrassom

Como fonte de energia sonora, foram utilizados 2 tipos diferentes de transdutores e
arranjos experimentais. O primeiro compreende um sistema pelo qual o transdutor ¢ colocado
em contato direto com a placa que contém a amostra, apenas com um gel na interface
transdutor-placa para aumentar o contato com o transdutor. O segundo arranjo € um sistema
pelo qual o transdutor ¢ banhado a um fluido que proporciona um posicionamento da amostra
a uma distdncia significativa da fonte emissora, aumentando a interface

transdutor-fluido-amostra.

3.4.2. Arranjo transdutor-placa

O aparelho de ultrassom utilizado foi o Sonomed IV (Carci) de 1 MHz e transdutor
com ERA de 3,6 cm®. O transdutor foi posicionado embaixo da amostra com um pelicula do
gel clinico (RMC) como interface para garantir o contato do transdutor piezoelétrico ¢ da
placa. Nesse arranjo apenas placas de Petri de 60x15 mm foram utilizadas. Com isso, a fonte
de luz foi posicionada de forma inversa a do transdutor. Apenas o modo pulsado a 100 Hz do
ultrassom foi utilizado nesse arranjo, com ciclo de trabalho de 20%. As medidas de poténcia
dos aparelhos de ultrassom foram acompanhadas através de medidas via balanga Ultrasound

Power Meter UPM-G2 (GluttyMax).
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A fonte de luz utilizada foi a Biotable, um equipamento que possui 96 LED’s com
poténcia de aproximadamente 40 mW/cm® e a dose entregue foi 100 J/cm?, portanto de

acordo com (1) o tempo de tratamento foi de 42 minutos.

3.4.3. Arranjo transdutor-fluido-placa

No decorrer das atividades foi observado a necessidade do desenvolvimento de um
prototipo capaz de suportar o transdutor embaixo da amostra, banhado a um fluido, a fonte de
luz em cima e a amostra no ponto focal entre as duas fontes. Portanto, junto a oficina do
Instituto de Fisica de Sao Carlos, o presente trabalho propds desenvolver a Aquatable, de
acordo com o projeto apresentado na figura 8. A ideia base para seu desenvolvimento parte
desse projeto, visto que ¢ um modo simples, rdpido e barato para avancar os estudos
envolvendo o ultrassom para os testes in vitro aqui necessarios.

O desenvolvimento da Aquatable foi baseado nas dimensdes do aparelho de ultrassom
Recupero (MMOptics). Ha 2 possibilidades de transdutores para esse arranjo, o de transdutor
piezoelétrico uniforme e o que possui um LED adaptado no meio do transdutor, sendo
escolhido no presente trabalho a segunda opcdo com o LED desligado. A configuragdo
escolhida foi 1 MHz de frequéncia, modo continuo e 4gua destilada como fluido.

A fonte de luz utilizada nesse experimento foi o Area Grande, um aparelho com
LED’s distribuidos de forma homogénea capaz de iluminar a placa de tratamento e entregar
aproximadamente 30 mW/cm? de poténcia de luz, variando consideravelmente esse valor em
pequenas variacoes de distancia da amostra, portanto para entregar uma dose de 100 J/cm? o

tempo de tratamento variou em cada caso, entre 42 e 60 minutos.

3.5. Método de avaliacao dos tratamentos

O método utilizado para quantificar a eficiéncia dos tratamentos foi o de contagem de
coldnias através da microgota. Ao final do tratamento, todos os grupos eram raspados com
uma ponteira estéril de pipeta em 3 diregdes distintas e 200 pL. eram transferidas para uma
placa de multipogos para realizar 5 dilui¢des seriadas na razdo de 1:10, totalizando 6 pogos,
os quais eram inoculados em um volume de 10 pL na placa de BHI Agar. Incubou-se & 37 °C
por 24 horas e quantificou-se o nimero de coldnias isoladas de cada dilui¢do, que, através da
relagdo abaixo, foi possivel construir graficos mono-Log para melhor visualizagao da eficécia
do tratamento. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle. Os ensaios foram
realizados em duplicatas e o erro considerado ¢ o desvio padrdo entre as amostras. O software

utilizado para elaboracdo dos graficos foi o GraphPad Prism 9.
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3.6. Grupos de tratamento

Os grupos de tratamento do presente trabalho sdo o controle, sem incidéncia de luz e
ultrassom; o PDT, que hé incidéncia de luz; o SDT, que hé incidéncia de ultrassom; e o
SPDT, que ha incidéncia de luz e ultrassom simultaneamente. Todos os grupos foram

realizados com e sem a presenca de FS.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Arranjo transdutor-placa
Em uma triagem inicial, foi procurado obter a capacidade de reducdo de biofilme de
P aeruginosa da curcumina sem iluminac¢do ou estimula¢do por ultrassom, portanto sem
eleva-la ao seu estado excitado. Como esperado, a curcumina € inerte € ndo apresentou
capacidade inibitoria ou estimulatoria. Isso proporciona a comparagao entre os grupos PDT,
SDT e SPDT, bem como seus grupos controle. A figura 4 mostra os primeiros resultados de

ajuste dos parametros para potencializar a acdo da SPDT.

1,5 Wicm?, W = 20%, T =10 min, | = 30 min 3,0 Wiem?, W = 20%, T = 30 min, | = 60 min
10+ 10
Il Control Il Controle
8- == PDT s BN 7] & = PDT
E mm SDT £ B SDT
o 6 5 6
e — SPDT il 1 SPDT
=) >
3 5 4
o o
-l -l
24 2]
0- T T 0- T T
PO NN v A& L L
&@ L P %QQ &‘o QQ Y %QQ
® b o
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Figura 3 - a) Tratamento do biofilme de P. aeruginosa na configuracao transdutor-placa com ultrassom de intensidade de 1,5 W/cm?, no
modo pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento igual a 10 min e incubagio de 30 min, [Cur]=80uM e SDS a
0,1%; b) Tratamento do biofilme de P. aeruginosa na configuracao transdutor-placa com ultrassom de intensidade de 3,0 W/cm?, no modo

pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento igual a 30 min ¢ incubagéo de 60 min, [Cur]=80uM e SDS a 0,1%.

Note que os parametros que se alteram entre os grupos de tratamento apresentados na
figura 3 sdo a intensidade do ultrassom e os tempos de tratamento e incubagdo. Resultados de
microscopia confocal realizada por Fernanda Alves®', pos-doutoranda do Centro de Pesquisa
em Optica e Fotonica mostram uma 6tima absorgdo de curcumina para biofilme bacteriano
com 60 minutos de incubacdo, portanto a partir desses resultados congruentes, tal pardmetro

foi fixado para os testes seguintes.
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Posteriormente, foi alterada a concentragao de curcumina e o tempo de tratamento,
bem como ja foi introduzido o iodeto de potassio. Tais resultados se apresentam na figura 4,
que mostra um aumento da efetividade dos tratamentos de PDT e SDT em relagdo aos
resultados obtidos anteriormente, mesmo sem o sal inorganico. Além disso, ao adicionar o
KI, os dois tratamentos se mostram mais efetivos com um destaque maior ao SDT, que foi

capaz de reduzir 1 /og de UFC/ml a mais.

3,0 Wiem?, W= 20%, T = 42 min, | = 60 min 3,0 Wiem?, W= 20%, T = 42 min, | = 60 min
104 10+
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Figura 4 - a) Tratamento do biofilme de P. aeruginosa na configuragao transdutor-placa com ultrassom de intensidade de 3,0 W/cm?, no
modo pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento igual a 42 min e incubagéo de 60 min, [Cur]=120uM, SDS a
0,1%; b) Tratamento do biofilme de P. aeruginosa na configuragdo transdutor-placa com ultrassom de intensidade de 3,0 W/cm?, no modo
pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento igual a 30 min e incubagéo de 60 min, [Cur]=120uM e SDS a 0,1% e
[KI]=200mM.

Como apresentado, nesses parametros a SPDT foi capaz de erradicar colonias
formadoras de biofilme. Tais resultados foram confirmados por triplicatas. A partir dai,
fixou-se a dose de luz entregue em 100 J/cm?, e buscou entender a influéncia apenas do
ultrassom na morte celular, bem como a variagdo da concentracdo de curcurmina para
encontrar a concentragdo otima. Também buscou rastrear a influéncia apenas das fontes de
energia no biofilme, visto que apenas o ultrassom ja pode proporcionar efeitos mecanicos e a

luz efeitos oxidativos estressantes as células.

3,0 Wicm?, W = 20%, T = 42 min, | = 60 min
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Figura 5 - Comparagéo dos grupos tratamento do biofilme de P. aeruginosa com e sem fotossensibilizador na configuragdo transdutor-placa
com ultrassom de intensidade de 3,0 W/cm?, no modo pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento igual a 42 min e

incubagdo de 60 min, [Cur]=120uM, SDS a 0,1% e [KI]=200mM.
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A figura 5 sustenta a hipotese de que ha necessidade de um sensibilizador capaz de
acentuar a morte celular como descrito previamente, bem como mostra que para essa
metodologia, nenhum efeito das ondas eletromagnéticas e ultrassonicas sozinhas ¢ visto,
porém quando aliadas ¢ capaz de reduzir 3 logs de UFC/ml mesmo sem fotossensibilizador.
A temperatura de tratamento foi monitorada e nos casos em que ha a utilizagao do ultrassom
variou entre 36°C e 40°C na placa e no meio de tratamento. A hipotese de que apenas o
ultrassom e a luz podem ser toxicas a células e ao biofilme bacteriano ¢ sustentada, uma vez
que efeitos fisicos de cavitagdo podem variar a permeabilidade da membrana celular, lisar
células e dispersar biofilme, a energia cedida pela luz e pelas bolhas de alta energia ja podem
produzir radicais oxidativos, mesmo que em baixa concentracdo, mas que em um longo
tempo de exposicdo pode ser capaz de diminuir a populacdo bacteriana. Por fim, a
comparagdo ao adicionar o fotossensibilizador mostra a maior eficiéncia dos tratamentos,

evidenciando a potencializa¢do de todos os efeitos citados.

1,5 Wiem?, W = 20%, T = 42 min, | = 60 min 2,0 Wiem?, W = 20%, T = 42 min, | = 60 min
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Figura 6 - Comparagao dos grupos tratamento do biofilme de P. aeruginosa com e sem fotossensibilizador na configuragéo transdutor-placa
com ultrassom de intensidade de a) 1,5 W/cm?; b) 2,0 W/cm?; ¢) 2,5 W/em? e d) 3,0 W/em?; no modo pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de
trabalho, tempo de tratamento igual a 42 min e incubag@o de 60 min, [Cur]=120uM, SDS a 0,1% e [KI]=200mM.
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Ao diminuir parametros de intensidade do ultrassom ¢ possivel observar a perda de
eficiéncia do tratamento, como esperado, uma vez que hd uma menor energia sendo inserida
ao sistema. Vale ressaltar que um tratamento que reduz 3 logs de populacdo bacteriana
corresponde a uma eficacia de 99,9% em relagdo ao controle e ¢ considerado um resultado
significante. Nesses parametros s ¢ possivel obter na maior intensidade de ultrassom testada
e no grupo SPDT.

A figura 7 mostra o comportamento dos tratamentos com a variagdo da concentracao
de curcumina. Como relatado pela literatura, concentragdes elevadas de curcumina podem
agregar entre si ¢ diminuir a eficiéncia do tratamento, o que pode até ser observado nos
grupos PDT e SDT sozinhos, porém a eficiéncia da SPDT aumenta com o aumento da
concentragdo de curcumina, o que pode indicar o sinergismo do ultrassom e da luz também
no momento de desagregar moléculas, com a agdo mecanica do ultrassom, sempre mantendo
0 meio o mais concentrado possivel com fotossensibilizador.

3,0 Wicm?, W= 20%, T = 42 min, | = 60 min
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Figura 7 - Comparacéo dos grupos tratamento do biofilme de P. aeruginosa com diferentes concentragdes de curcumina na configuragdo
transdutor-placa com ultrassom de intensidade de 3,0 W/cm?; no modo pulsado a 100Hz com ciclo de 20% de trabalho, tempo de tratamento

igual a 42 min e incubacdo de 60 min, SDS a 0,1% e [KI]=200mM.

4.2. Arranjo transdutor-fluido-placa

Com a finalidade de comparar os resultados obtidos na configuragado transdutor-placa,
foi desenvolvido, por meio do presente trabalho, um protdtipo denominado Aquatable para o
Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica (CEPOF) em conjunto com seu Laboratério de
Apoio Tecnologico (LAT). Espera-se que esse desenvolvimento seja Util em caracterizar
aparelhos de ultrassom, realizar testes in vitro e ainda sofra adaptacdes para suportar ensaios
in vivo, abrangendo diversos trabalhos em execu¢dao no CEPOF.

Primeiramente, através da equacdo 2, foi encontrado o near field dos transdutores
presentes em laboratorio, uma vez que o objetivo € encontrar uma relagdo da altura do fluido

entre o transdutor e a amostra com sua efetividade no tratamento. Verificou-se a necessidade
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da constru¢ao de um equipamento com cerca de 15 centimetros de altura e base com tamanho
para, no minimo, suportar o transdutor do Recupero. O material escolhido foi o vidro e o
encaixe deveria ser feito de forma a vedar o fluxo de qualquer fluido, visto que o transdutor
deve se posicionar por baixo da placa e ficar submerso. Por fim foi desenvolvido um
regulador de altura para o posicionamento da placa. As imagens do projeto e da realizagdo, ja

com as fontes de luz e ultrassom, podem ser observadas na figura 8.

Figura 8 - a) Projeto da Aquatable, com h =~ 15cm, L = 10cm e P = 10cm; b) Aquatable montada com o transdutor posicionado embaixo e o

Area Grande por cima, entre eles a placa de tratamento com dgua mili-Q 4 uma altura de 5,5cm.

A partir do desenvolvimento da Aquatable, ha a necessidade de realizar os mesmos
ensaios para o arranjo transdutor-fluido-placa. Os aparelhos utilizados foram modificados, o
ultrassom alcanca um limite de 1,0 W/cm? de poténcia de luz, enquanto para as alturas
desejadas, o Area Grande precisa de 60 minutos de tratamento para entregar a mesma dose
que a Biotable entrega com 42 minutos, de acordo com a equa¢ao 1. Com foco na parte do
ultrassom, definiu-se a dose de luz fixa em 100 J/cm? (portanto tempo de tratamento de 60
minutos para o Area Grande e buscou-se variar o volume de dgua destilada, a concentragdo
de curcumina. A decisdo de manter o tempo de incubagdo e a utilizacdo de KI baseia-se nos
resultados obtidos previamente.

De acordo com a equagdo 2, o near field do transdutor utilizado ¢ de 5,5 cm, o que
sugere uma maior entrega de poténcia actstica quando a amostra se encontra a essa distancia
do transdutor, portanto foram testadas duas alturas diferentes da coluna de 4dgua, sendo elas
5,5cm e 10,5cm. Todos os demais parametros foram fixados para énfase nessa questdo,
fixou-se a poténcia do ultrassom em 1,0 W/cm?, modo continuo, 100 J/cm? de dose de luz, 60
minutos de incubacdo, 60 minutos de tratamento, 0,1% de SDS e [KI]=200mM. Todos os
ensaios envolvendo a Aquatable foram realizados com 4 concentragdes de curcumina, sendo
elas 80,100,120 e 140 uM. Nenhuma redugdo em relacdo ao controle foi observada em

nenhum dos casos, sugerindo uma revisitagdo na teoria para continuar os ensaios com
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biofilme. Vale ressaltar que, mesmo entregando a mesma dose de luz que a configuragdo
transdutor-placa, a poténcia do ultrassom maxima nesse caso ¢ de 1,0 W/cm?, o qual esta
sendo estudado para aumento de poténcia para trabalhos futuros.

Para tentar uma caracterizagdo de forma mais simples e rapida da Aquatable, foram
utilizados os mesmos principios citados anteriormente e a mesma metodologia, porém para
outra linhagem bacteriana, o S. aureus ATCC25923, em suspensdo e ndo mais em biofilme.
Resultados preliminares obtidos por Fernanda Alves®' indicam uma maior susceptibilidade a
PDT e SDT de S. aureus em relagao as bactérias Gram-negativas, bem como sua utilizagao
em suspensao diminui um fator de resisténcia, a barreira fisica proporcionada pelo biofilme.

A figura 9 mostra os resultados obtidos nos ensaios com S. aureus.

1,0 Wiem2, T = 60 min, | = 60 min 1,0 Wiem?, T =80 min, | = 60 min
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Figura 9 - Comparagao dos grupos tratamento de suspensdo de S. aureus na configuragio transdutor-fluido-placa a 5,5cm de altura, com
ultrassom de intensidade de 1,0 W/cm? no modo continuo, tempo de tratamento igual a 60 min e incubagéo de 60 min, SDS a 0,1%,
[KI]=200mM e a) [Cur]=80uM; b) Resultados representativos quando a curcumina foi utilizada nas concentragdes de [Cur]=100uM, 120uM

e 140uM (os resultados foram semelhantes).

Como pode-se observar, houve erradicagdo total da populagdo bacteriana na maioria
dos tratamentos, exceto no grupo cuja concentragdo de curcumina era igual a 80uM, que
mesmo ndo erradicando foi infima em relagdo ao controle. Para encontrar a relagdo entre
PDT e SDT na SPDT nao pode haver erradicacdo total de ambos os tratamentos, uma vez que
ndo ha como rastrear essa alta eficiéncia da terapia. Com isso buscou-se diminuir o tempo de
tratamento, por consequéncia a dose de luz entregue, para 20 minutos, o qual os resultados

encontram-se na figura 10.
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Figura 10 - Comparagao dos grupos tratamento de suspensdo de S. aureus na configuragio transdutor-fluido-placa a 5,5cm de altura, com
ultrassom de intensidade de 1,0 W/cm? no modo continuo, tempo de tratamento igual a 20 min e incubagéo de 60 min, SDS a 0,1%,

[KI]=200mM e a) [Cur]=80uM; b) [Cur]=100uM, 120uM e 140uM (os resultados foram semelhantes).

E notério que apenas a PDT ja é capaz de erradicar a populacio bacteriana em sua
totalidade, portanto nenhuma conclusdo acerca do sinergismo das terapias pode ser obtida
com tais resultados, porém nota-se que para 20 minutos de tratamento o SDT perde quase a
totalidade de sua eficiéncia, reduzindo em apenas 1,5 log no maximo e ndo apresentando
relagdo com a concentragao de fotossensibilizador.

Congruente com a literatura, tais resultados mostram um sinergismo entre a PDT e
SDT, bem como Alves et al. demonstraram para Candida albicans ¢ S. aureus, relatando uma
maior efetividade da SPDT para inativagdo de ambos os microrganismos, além de um ganho
de atividade quando introduzidos SDS e KI."! Em P. aeruginosa, Abdulrahman et al. mostram
que a PDT mediada pela curcumina reduz a biomassa do biofilme através da supressdo de
moléculas do quorum sensing.** Zhou et al. evidencia a capacidade da PDT com curcumina
em inativar P. aeruginosa em solugdo, bem como cita o efeito sinérgico com a polimixina B,

um antibidtico com alvo na membrana celular.”® Liu et al. utilizou microemulsdes de
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curcumina contra P. aeruginosa através da PDT e encontrou uma maior erradicacdo de
células quando o FS encontra-se encapsulado, diminuindo sua agregacdo. Mesmo que estudos
com SDT e curcumina sejam uma inovagdo, autores como Seth et al. mostram que o
ultrassom combinado com ciprofloxacina aumentou a eficiéncia em relacao ao grupo sem US
contra biofilme de P. aeruginosa em ensaios in vivo."' Por fim, Costley et al. mostra que
peptideos conjugados com sonosensibilizadores contra S. aureus e P. aeruginosa foram
capazes de reduzir 5 e 7 logs de UFC/ml, respectivamente.'' Cada autor aborda o problema
apresentado de uma forma, o que perde o efeito de comparagao entre o presente trabalho e os
aqui citados, como por exemplo a énfase aqui dada aos diferentes arranjos nao foi relatada em
nenhum dos trabalhos citados anteriormente, além do fato de haver poucos trabalhos na
literatura envolvendo essas terapias em microrganismos, porém 0s que possuem mostram
uma otima efetividade da PDT, SDT e SPDT, o que posiciona o tema em uma area
promissora na medicina.

A caracterizagdo da Aquatable estd apenas no comego € os estudos com diferentes
arranjos no tratamento com ultrassom € muito importante para determinar em cada caso qual
¢ a maior efetividade e com quais parametros. O presente trabalho deixa em aberto essa parte
por falta de tempo para o desenvolvimento por completo dos objetivos aqui propostos, mas
ressalta a importancia e a dificuldade em planejar desde o arranjo experimental, seu
desenvolvimento e a caracterizacdo, que pode levar anos para obtencdo de resultados

satisfatorios.

5. CONCLUSAO

Visando o desenvolvimento e a consolidacdo de terapias alternativas a métodos
tradicionais de tratamento, a PDT e a SDT sdo expoentes por apresentarem resultados solidos
em diversas areas da medicina, como por exemplo a oncologia e a infectologia. Os resultados
aqui apresentados evidenciam a sensibilidade da eficiéncia dos tratamentos com alguns
parametros, bem como o meio de interface, a distancia da fonte de energia e a amostra, sua
dose e a concentragdo de sensibilizadores. Ainda assim, & possivel notar resultados
animadores quando os parametros sao otimizados, evidenciando o potencial que a SPDT
pode apresentar em testes in vivo e sua posterior consolidacao clinica. Por fim, o presente
trabalho d4 base para a continuidade na busca por caracterizar diferentes arranjos

experimentais, bem como finalizar aqueles aqui iniciados.
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