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RESUMO

Este estudo visa descrever testes de Terapia Fotodindmica (TFD) que foram realizados com
diferentes espécies de bactérias de importancia médica, as quais sdo responsaveis por muitas
infeccdes hospitalares. Nesta técnica ¢ empregado o uso de um fotossensibilizante (FS) para
interagir com as células de interesse e causar uma reacao fotodinamica, que utiliza o oxigénio
disponivel no meio para levar a célula a apoptose. A TFD atualmente ¢ estudada como
tratamento antimicrobiano, para auxiliar em cicatrizacdes de feridas e também para tratar
tumores. Os objetivos do trabalho foram avaliar a eficacia da TFD na inibicdo de
microrganismos de importancia médica, verificando se o tempo de submissdao ao tratamento
fotodinamico em diferentes comprimentos de onda, de 254 nm e 365 nm, afetam o
crescimento das bactérias, e se demonstra efeito inibitorio e bactericida, utilizando como FS
extrato natural de Acmella oleracea (jambu) e Bixa orellana (Urucum). Para o experimento,
foram preparadas solu¢des com os microrganismos a partir da escala 0,5 de McFarland (1:1;
1:10; 1:100 e 1:1000) e os fotossensibilizantes diluidos em diferentes concentragdes (0,1;
0,055 ¢ 0,01 mg/mL), foram preparadas uma Placa Controle (PC) para cada espécie ¢ as
microplacas para submissao em luz ultravioleta (UV) a 254 nm e 365 nm em cabine escura,
com distdncia de 15 cm entre a amostra ¢ a fonte de luz, por intervalos de tempo
predeterminados em 30 minutos e 60 minutos. As microplacas foram analisadas na leitora de
placas a 630 nm antes da submissao a luz UV e novamente apds 24 horas para a contagem das
células e andlise dos dados. Também foi utilizada Resazurina como revelador de atividade
microbiana. Os resultados mostraram efeito inibitério no crescimento das bactérias, que nao
foi observado em todas as amostras estudadas quando comparadas a PC. Além disso, a luz
também causou efeito inibitério nas amostras sem aplicacdo de FS. O efeito bactericida ndo
foi observado. A espécie em que ocorreram resultados mais satisfatorios foi a P. mirabilis que

demonstrou ser mais sensivel as condigdes fornecidas.

Palavras-chave: Patogenos; Antimicrobiano; Microrganismo.

ABSTRACT



This study aims to describe Photodynamic Therapy (PDT) tests that were performed
with different species of medically important bacteria, which are responsible for many
nosocomial infections. In this technique, the use of a photosensitizer (PS) is employed to
interact with the cells of interest and cause a photodynamic reaction, which uses the oxygen
available in the environment to lead the cell to apoptosis. PDT is currently studied as an
antimicrobial treatment, to aid in wound healing and also to treat tumors. The objectives of
the study were to evaluate the effectiveness of PDT in inhibiting microorganisms of medical
importance, verifying whether the time of submission to photodynamic treatment at different
wavelengths, 254 nm and 365 nm, affects the growth of bacteria, and whether it demonstrates
an effect inhibitory and bactericidal, using natural extract of Acmella oleracea (jambu) and
Bixa orellana (urucum) as PS. For the experiment, solutions were prepared with the
microorganisms from the 0.5 scale of McFarland (1:1; 1:10; 1:100 and 1:1000) and the
photosensitizers diluted in different concentrations (0.1; 0.055 and 0.01 mg/mL), a Control
Plate (PC) was prepared for each species and the microplates were submitted to ultraviolet
light (UV) at 254 nm and 365 nm in a dark cabin, with a distance of 15 cm between the
sample and the light source, for predetermined time intervals of 30 minutes and 60 minutes.
Microplates were analyzed on the plate reader at 630 nm before submission to UV light and
again after 24 hours for cell counting and data analysis. Resazurin was also used as a
developer of microbial activity. The results showed an inhibitory effect on the growth of
bacteria, which was not observed in all samples studied when compared to CP. In addition,
light also caused an inhibitory effect in samples without PS application. The bactericidal
effect was not observed. The species in which the most satisfactory results occurred was P.

mirabilis, which proved to be more sensitive to the given conditions.

Keywords: Pathogens; antimicrobial; Microorganism.
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INTRODUCAO

Os microrganismos sofrem mutagdo constantemente, esse fato leva a pensar que os
farmacos e formas para combater os patdogenos deveriam acompanhar essa constante
evolucdo. Porém os estudos ndo acompanham o mesmo ritmo de desenvolvimento dos
microrganismos, além disso, a populacdo ao tomar antibioticos de forma desordenada e sem
seguir corretamente as orientagdes da bula acabam fornecendo as bactérias, por exemplo,
condi¢des para sofrerem mutacdes e dessa forma, se tornarem resistentes aos farmacos
(GOOL e FARIA, 2013). Considerando estes fatores, estudos sobre alternativas com baixo
custo, que possam impedir modificagdes/resisténcia pelos microrganismos devem ser

consideradas.

A TFD esté sendo utilizada ao longo dos anos como alternativa para antimicrobianos e
consiste no fornecimento de energia luminosa, em diferentes comprimentos de onda que
visam causar na célula um efeito citotoxico e consequentemente apoptose. No contexto dos
estudos serem realizados para tratamento em seres vivos, a TFD, junto a um
fotossensibilizante causa seletividade na exposicao da célula, ou seja, ele ¢ aplicado no local
infectado com microrganismos, se adere a essas células e quando aplicada a fonte luminosa ha
apoptose sem prejudicar as células do hospedeiro infectado (RONQUI, 2015), sendo
considerada uma técnica segura de desinfec¢do, devido a aplicagdo dos fotossensibilizantes. O
método envolve um custo-beneficio bom por serem utilizados componentes atoxicos. Dessa
forma, ¢ importante desenvolver estudos sobre a avaliacdo da eficiéncia da TFD em
microrganismos de importancia médica. Pois, segundo Brandao (2020) esta utilizagdo permite
que haja um efeito satisfatorio em infec¢des localizadas. Portanto, essa pesquisa foi realizada
com o intuito de contribuir com informagdes sobre a terapia fotodinadmica e seus efeitos como

antimicrobiano em diferentes periodos de tempo.

Autores como Vilela (2010), Ronqui (2015), Brandao et al. (2020), trazem importantes
pesquisas sobre a terapia fotodindmica (TFD) com a realizagdo de testes principalmente com
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, microrganismos responsaveis por muitas
infecgOes hospitalares. Os autores apresentam como fotossensibilizante, em maioria, o corante

azul de metileno.

O problema identificado para a pesquisa foi a seguinte pergunta “como utilizar a

terapia fotodinamica como alternativa a antibidticos?”. A partir desta pergunta formula-se a
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hipotese de que a terapia fotodindmica ¢ eficiente para o tratamento de infec¢des microbianas,
podendo ser usado como alternativa a antibidticos por se tratar de condigdes fisicas de

submissdo, como a luz (RONQUI, 2015; SANTANA, 2020).

1. OBJETIVOS
Objetivo Geral:

e Avaliar a eficacia da terapia fotodindmica na inibi¢do de microrganismos de

importancia médica.
Objetivos especificos

e Avaliar se o tempo de submissdao ao tratamento fotodindmico no crescimento das
bactérias patogénicas demonstra efeito inibitdrio e bactericida;

e Verificar se os comprimentos de onda 254nm e 365 nm demonstraram efeito inibitorio
e bactericida;

e Verificar se os extratos de B. orellana e A. oleracea sao eficazes como

fotossensibilizante na Terapia Fotodinamica.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Terapia Fotodinamica

A TFD comecou a ser utilizada por egipcios, chineses, indianos e gregos para fins
terapéuticos no tratamento de psoriase e vitiligo. Em 1903, foi empregada no tratamento de
Lupus vulgaris pelo investigador Finsen. Em seguida, Oscar Raab percebeu que a aplicacao
de uma substancia com caracteristica fotossensibilizante (acridina) em um paramécio seguido
da aplicacdo da luz, era téxica ao protozodrio. Esta substincia, ao absorver a luz, causava uma

reacdo fotoquimica ou fotofisica (TEIXO, 2013).

O termo “reacdo fotodinamica” foi definido por Von Tappeiner como reagdes
ocorrentes na presenca de oxigénio molecular (O,), pois concluiu que a fotossensibilizagdo ¢
um processo dindmico: a aplicagdo de um fotossensibilizante ¢ seguida pela emissao de uma
fonte de luz sobre as células. O comprimento de onda de luz utilizado na TFD deve ser
adequado ao fotossensibilizante, pois a luz ird excitar as moléculas e, dependendo do estado
em que estas moléculas se encontrardo, podera ocorrer a emissdo de fluorescéncia, mas sem o

efeito fotodinamico (quando pouco excitadas), ou quando o comprimento de luz ¢ adequado
5



as moléculas podem originar dois tipos de reagdes foto-oxidativas. Na reagdo I (Figura 1)
ocorre a transferéncia de elétrons ou protons H-, que resulta em producdes de radicais livres,
pois os intermediarios liberados irdo formar peroxido, ions superoxido e radicais hidroxilo, os
quais sdo toxicos para as células. Na reacdo II, a energia ¢ transferida para o oxigénio, que
passa para o estado singleto, ou seja, muito reativo, e o fotossensibilizante retorna ao seu

estado basal (BENVINDO et al, 2007; TEIXO, 2013; RONQUI, 2015).
Figura 1: Principio da Terapia Fotodindmica

Radicais __ .

Luz — Reacdo I
’ l Radicais .
FS —— C(Célula —— IF§—— ion Morte
celular

— Reag¢io —— 02 ——

Florescéncia —— FS

Legenda: FS — Fotossensibilizante em estado normal; 'FS — estado excitado;
Fonte: TEIXO, 2013

A meia vida do oxigénio singleto ¢ curta e a TFD viabiliza a morte das células de trés
formas: apoptose (mais comum), necrose € autofagia. A apoptose, em células eucariontes,
ocorre principalmente quando o fotossensibilizante afeta a mitocondria, pois esta organela faz
parte da regulagdo do processo de morte celular quando ocorre inibig¢ao de energia (adenosina
trifosfato — ATP). No processo de necrose, ¢ ativada a proteina R1P1, produgdo exacerbada de
oxigénio reativo, dano de lisossoma e excesso de cdlcio intracelular. A autofagia ¢ para
degradacao ou reciclagem de proteinas e organelas intracelulares, a qual ¢ ativada por sinais

de estresse (TEIXO, 2013).

Tappeiner, o0 mesmo pesquisador que definiu o termo Terapia Fotodinamica, por volta
dos anos 1900 ainda investigou o potencial antitumoral desta técnica resistentes (BENVINDO
et al, 2007; TEIXO, 2013). Atualmente, além destas utilidades, a TFD é empregada para fins
odontolégicos e antimicrobianos, utilizada junto ao tratamento convencional para controle de

infeccdes (GONCALVES, 2018; EDUARDO et al, 2015).

Estudos realizados em camundongos mostraram que a técnica pode ser utilizada no

tratamento de feridas localizadas infectadas por bactérias resistentes a antibidticos, pois se o
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fotossensibilizante (FS) for aplicado topicamente, a TFD ird atuar em conjunto com o sistema
imunologico, melhorando o processo de cicatrizagdo (DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004). A
partir desta pesquisa, abriu-se uma possibilidade de estudos sobre TFD para o tratamento de
ferimentos, Branddo et al (2020) publicou um estudo sobre a terapia como tratamento a
infec¢des, com aplicagdo de FS seguido de luz em feridas de pessoas com diabetes mellitus, a
qual demonstrou significativa cicatriza¢do e possibilitou a melhora do membro, evitando a
amputagdo. Outra utilizagdo antimicrobiana da TFD ¢ para superficies, mediante a utilizacao
de diodos emissores de luz UV para prevenir infeccdes em tubos de teflon e silicone

destinados a produgdo de cateter (BAK et al, 2010).

Corroborando com esses trabalhos, Guanabara et al. (2017) estudou o efeito da Terapia
Fotodinamica na cicatrizagdo de tecidos, reconhecendo o azul de metileno ou azul de
toluidina como fotossensibilizantes, eles perceberam que somente com a aplicagdo desses
corantes, ja obtém-se um efeito bactericida, com agdo terapéutica, € que a emissao de luz

apenas intensificara o efeito terapéutico da TFD.

2.2 Fotossensibilizante

Na TFD, aplicacdo do fotossensibilizante (FS) ¢ definida de acordo com a finalidade
desejada para a técnica, como por exemplo, para tratar tumores. Sao utilizadas drogas com
afinidade com a cé¢lula alvo que irdo se aderir a ela proporcionando seletividade, de forma que
ao ser exposto a luz apenas o local com o FS sofrera efeito, sem afetar tecidos saudaveis. As
aplicacdes podem ser diretamente no local da infec¢do ou na corrente sanguinea, para
aderir-se as células alvo.. Da mesma forma que se for utilizado como antimicrobiano, sera
aplicado um FS compativel a esta célula (DEMIDOVA ¢ HAMBLIN, 2004; TEIXO, 2013).
Para uso na microbiologia, estudos como de Vilela (2010) e Brandao (2020) apresentam azul
de metileno e azul de toluidina como FS. Benvindo et al. (2007) e Ronqui (2015) utilizaram
somente azul de metileno como FS em seus estudos, que apresentaram todos dados

satisfatorios da TFD antimicrobiana.

O FS ideal devera ser um composto quimicamente puro, ser de rapida remogao do
tecido, quando aplicado em seres vivos, nao ser toxico na auséncia de fonte luminosa, ter
seletividade com a célula que se quer ter o efeito fotodindmico, além de permitir a formacao

de oxigénio singleto (TEIXO, 2013).



O azul de metileno, muito utilizado em estudos deve-se por ele fazer parte do grupo
composto denominado fenotiazina, que apresentam tendéncia a formar espécies reativas de
oxigénio, que para o efeito da TFD, se encaixa como um FS ideal. Porém Siqueira et al.
(2018) testou o potencial fotossensibilizante das plantas Myracrodruon urundeuva,
Stryphnoderdron adstrigents e Sideroxylon obtusifolium na Terapia Fotodindmica
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Dentre estes, duas espécies (Myracrodruon
urundeuva e Stryphnoderdron  adstrigents) apresentaram eficiéncia como um

fotossensibilizante natural.

Os fotossensibilizantes naturais estdo sendo avaliados como substitutos a corantes
sintéticos devido serem de baixa toxicidade, baixo custo e de facil obtencdo (COUTINHO, et
al. 2016; VERISSIMO, 2003). O extrato de Bixa orellana tem sido utilizado em diversas
pesquisas na area da odontologia, afim de averiguar efeito bactericida em tratamentos de
halitose (MAIA, et al, 2021). Na extracao e utilizagao dele, podem ser utilizados diferentes
solventes lipossoluveis, os quais expressardo ao corante, comprimentos de onda diferentes

para absor¢do de luz (SILVA et al, 2017; ANSELMO et al. 2008).

2.3 Fonte de luz

Para que a TFD tenha eficdcia, ¢ importante a relagdo entre a emissdo de fonte
luminosa em um comprimento de onda adequado (o comprimento de onda ¢ relevante neste
ponto, pois nem todos serdo capazes de emitir efeito fotodinamico) e a penetragdo na célula.
O espectro de acdo dos FS também ¢ relevante para a absor¢do da luz pela célula, pois
dependendo de qual FS for utilizado, implica no comprimento de onda da fonte luminosa que
terd efeito. E este fator interfere neste processo devido ser eficaz até 850 nm de comprimento,
a fonte luminosa ird transferir energia ao oxigénio e deixa-lo em estado singleto (Figura 1).
As fontes luminosas sdo: lampadas de largo espectro, diodos e lasers. Sdo relevantes I) a
influéncia total de luz a ser aplicada, isto ¢, a energia que sera aplicada no tecido bioldgico, IT)
a taxa de fluéncia (medida por J/m:), III) o tempo de exposicao e IV) o modo de emissao da

fonte luminosa. (TEIXO, 2013).

Do ponto de vista da eficacia terapéutica, das fontes luminosas disponiveis, o0 mais
indicado e que atende melhor as expectativas sdo os lasers, por serem capazes de emitir
diferentes comprimentos de onda e a aplicagdo precisa da luz. A tecnologia de fibra otica
permite a penetragdo mais profunda no microrganismo, que apenas a fonte de luz superficial

nao seria capaz. As outras fontes luminosas possuem pontos negativos que limitam seu uso, as
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lampadas de largo espectro ndo entregam luz em partes mais internas ¢ os diodos emitem
apenas um comprimento, que implica na versatilidade do seu uso, o que ¢ negativo, pois ao

emitir apenas um comprimento de onda, o seu uso torna-se limitado (TEIXO, 2013).

2.4 Efeito da TFD em bactérias

Com o efeito da Terapia Fotodinamica, as células bacterianas sofrem morte celular
devido ao fotossensibilizante, o qual dependendo da concentragdo ocorrera excitacdao
eletronica do mesmo, dessa forma ocorrera os mecanismos descritos na Figura 1. Ocorrera a
transferéncia de elétron entre o fotossensibilizante, energia luminosa € os componentes da
célula, formando ions radicais livres, que irdo reagir com o oxigénio do ambiente, o que
resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio, com efeito citotoxico e assim a morte
celular. Essas interagdes podem também causar na célula alteragdo na permeabilidade e
integridade da membrana plasmatica, alterando a permeabilidade da membrana e o gradiente
de concentracdo, e a depender do comprimento de onda empregado, ela ¢ absorvida e leva a
inativacdo de enzimas. Isso serd prejudicial as células assim como o efeito citotoxico gerado

(AMARAL, et al., 2010).

Figura 2: Parede celular de Gram (+) Figura 3: Parede celular de Gram (-)
Acido Telcdico o ‘
Plpllidnglitann- (mumir!a' \ Lipopolissacarides

Peptidoglicano (mureina) ——&

Lipoteicdico

Fonte: MOLINARO, 2009

%—}’)s\?/ - | ]}>Pma- colular Limmt“"‘__‘_‘%;ﬁw Parede celular

As bactérias Gram (+) (Figura 2) sdo mais susceptiveis a apoptose do que bactérias
Gram (-) devido as Gram (+) possuirem facilidade em absorver corante, pois sdo mais
porosas. Ja as Gram (-) (Figura 3) apresentam uma resisténcia significativa devido as
estruturas da parede celular, a Gram (-) possui uma espessa camada de peptideoglicano, a qual
contém glicocalix, lipopolissacarideo, bicamada lipidica e periplasma acima da bicamada
fosfolipidica, que tornam esta estrutura externa complexa (VILELA, 2010). A estrutura de
membrana das Gram (-) atuam como uma barreira e impedem que o fotossensibilizante (FS)
penetre na bactéria. Alguns métodos podem ser adotados para permitir a entrada do FS, como
a utilizagcdo de solugdes a base de polimixina B, dcido etilenodiamino tetracético ou ainda FS

com carga cationica. Estes FS de carga positiva sdo capazes de aderirem a superficie de
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bactérias Gram (+) e Gram (-). Em bactérias que naturalmente secretam pigmentos a base de
porfirinas nao € necessario o uso de FS exdgenos, devido a produgdo e acumulo nas células,
pois esses pigmentos atuam como um fotossensibilizante natural (DEMIDOVA e HAMBLIN,
2004; PERUSSI, 2007).

Alguns exemplos de aplicagdo TFD podem ser citados, como a pesquisa de Benvindo
et al. (2007) que realizou experimentos utilizando o Azul de Metileno como
fotossensibilizante em bactérias patogénicas ao homem, como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, com comprimento de onda de 670 nm,
infravermelho e laser de baixa poténcia, entretanto, obteve resultados negativos, pois a
poténcia do laser ndo foi capaz de causar efeitos bactericidas. Porém, Pinto (2013) testou a
TFD com S. aureus resistentes a antibioticos e também utilizou comprimento de onda na faixa
de luz vermelha, em 660 nm, e aplicou curcumina como FS natural, oriunda do
acafrdo-da-india e seus resultados demonstraram redugdo significativa na atividade

metabolica das bactérias utilizadas, mesmo com laser de baixa poténcia.

Estes estudos demonstraram que frequentemente tem-se pesquisado formas
alternativas, seguras, ndo toxicas e de baixo custo para tratar infec¢des provenientes de
bactérias patogénicas. Galo (2018) utilizou luz azul para diferentes protocolos ja descritos
sobre terapia fotodinamica sem a utilizacao de fotossensibilizante. Em seus ensaios concluiu
que no comprimento de luz submetido, ¢ necessario elevado tempo de submissdo para
adquirir-se efeito inibitorio. Apds submissdes em sequéncia de bactérias patogénicas a TFD, o

autor notou o inicio de respostas em E. coli que demonstram futura resisténcia a terapia.

Desse modo, é possivel perceber que a TFD ¢ uma técnica promissora como
antimicrobiano em substitui¢ao a antibioticos ao analisar o0 mecanismo de agao e seus efeitos

mencionados nos estudos acima.

3. METODOLOGIA

3.1 Origem dos microrganismos
O trabalho foi realizado no Laboratorio de Quimica Aplicada a Tecnologia, da Escola
Superior de Tecnologia (EST — UEA). As cepas de microrganismos utilizadas foram

adquiridas da Cefar Diagnostica LTDA, as quais sdo bioquimicamente semelhantes a uma
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cepa ATCC. Elas sdo de importancia médica e responsaveis por causar infec¢des hospitalares:
Staphyloccocus aureus CCCD-S009, Staphyloccocus epidermidis CCCD-S010, Escherichia
coli CCCD-E005, Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004, Proteus mirabilis CCCD-P001 e
Streptococcus pneumoniae CCCD-S011.

3.2 Preparo dos Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nesta pesquisa foram o Agar Mueller Hinton (AMH) e
Caldo Mueller Hinton (CMH). O meio de cultura AMH foi preparado em Erlenmeyer,
autoclavado a 121°C por 15 minutos e deixado resfriar. Em seguida, foi vertido em placas de
Petri de 90x15mm e apos a solidificagdo do agar, as placas foram devidamente embaladas em
filme de PVC e armazenadas em geladeira. O meio CMH, foi preparado dissolvendo 21g/L
para 1000 mL de &4gua destilada, autoclavado a 121 °C por 15 minutos, resfriado e

armazenado em geladeira até a utilizagdo (RONQUI, 2015).

3.3 Reativacao e cultivo dos microrganismos
O manuseio das bactérias para o experimento foi realizado em cabine de seguranga
biologica. Cada espécie de bactéria foi semeada em AMH em placa de Petri de 90x15mm

com o auxilio de al¢a bacterioldgica e incubadas a 37 °C por 24 horas.

ApoOs a incubagdo, foi retirado com o auxilio de alga bacterioldgica estéril, uma
quantidade de colonia bacteriana e inoculada em Erlenmeyer contendo 30mL de CMH,

vedado com gaze e algodao. Este inoculo foi incubado em B.O.D a 37 °C por 24 horas.

3.4 Coloracao de Gram

Antes das analises serem iniciadas, foi realizada a coloragdo de Gram com as bactérias
em estudo para averiguar pureza. O procedimento ocorreu apos a ativagao das bactérias (item
4.3). Em uma lamina limpa, foi adicionado uma gota de 4gua destilada estéril, e com o auxilio
de uma al¢a bacterioldgica, apds ser flambada e deixada esfriar, foi retirado do meio de CMH
uma amostra de bactéria e movimentos de rotacdo foram feitos na ladmina para obter-se um
esfregaco oval, uniforme e fino. Em seguida, o material foi passado na chama do bico de
Bunsen na face oposta ao esfregago para a fixacdo. Feito isso, a ldmina estava pronta para ser
corada e iniciou-se o protocolo de coloracdo de Gram. Primeiramente, a 1amina foi coberta
com solu¢do cristal violeta e ap6s um minuto contado, foi retirado com um filete de agua
corrente. Em seguida foi acrescentado a superficie da lamina a solucao de lugol e novamente

contado 1 minuto para a retirada do corante. Apos isso, foi gotejado alcool-acetona, que agiu
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por 30 segundos antes de ser removido com dgua novamente. Por fim, a ldmina foi coberta
com fucsina e também foi contado 30 segundos para sua retirada com agua (SERRA et al.

2001).

Para cada bactéria foi preparada uma lamina, e apos esse procedimento sob cada uma
delas, foi aguardado a secagem total do material. Feito isso, foi adicionado uma gota de 6leo
de imersdo e observado em microscopio na objetiva de 100x. As bactérias puras foram

utilizadas nos experimentos seguintes.

3.5 Fotossensibilizante

Foram utilizados como fotossensibilizantes o extrato etandlico de Acmella oleracea
(jambu) e Bixa orellana (urucum) (NASCIMENTO, 2019). Para obtencdo do extrato
etanolico de A. oleracea, foram separadas as folhas e postas para secagem em estufa a 40 °C

por 48 horas, seguidas de maceracdo com etanol P.A (SIQUEIRA et al., 2018).

As sementes de B. orellana foram secas em estufa de secagem por 24 horas a 40 °C,
trituradas e adicionado o solvente etanol P.A durante 24 horas (ANSELMO, 2008). Os
extratos etanolicos obtidos apos 48 horas (4. oleracea) e 24 horas (B. orellana) foram
filtrados e submetidos a concentragdo em banho de areia (Figura 4) e redissolvidos em Tween
80 dissolvidos a 20% em agua destilada. Com isso, foram preparadas as concentragdes de 0,1
mg/mL, 0,055 mg/mL e 0,01 mg/mL dos extratos de A. oleracea e B. orellana, para os

experimentos seguintes.

Figura 4: Extrato de 4. oleracea em banho de areia
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Fonte: A autora, 2023

3.6 Avaliagao da TFD

Apds o teste de coloragdo de Gram, os experimentos foram iniciados. Foram
preparados depois de completado o tempo de incubacdo dos microrganismos (Item 4.3).
Aliquotas de 1000uL do meio com bactérias foi diluido em caldo MH até atingir o padrao de
turvacdo de 0,5 na escala McFarland, a fim de obter-se 1,5x10® Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) por mL. Em sequencia, a partir da concentracao de 0,5 de McFarland, foram

realizadas diluigdes nas concentragoes 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000.

Para avaliar o efeito da TFD no crescimento microbiano, foram preparadas
microplacas de 96 pogos, com 150 pl. de caldo MH e microrganismos testes nas
concentragdes mencionadas acima (ASSIS, 2007). Em cada amostra diluida também foram
acrescentadas 150 pL das concentragdes preparadas de FS, dispostas conforme Figura 5
(SIQUEIRA et al, 2018). Os grupos controle foram pogos, em triplicata, sem FS nas
microplacas, correspondente a cada concentracdo de microrganismos, que foram submetidos a
irradiacdo junto as amostras. Também foi preparada outra microplaca para o controle nas
mesmas condigdes descritas (com o FS), as quais ndo foram expostas a radiagdo e apods o

preparo das placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
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Na Figura 5 observa-se as concentragdes de bactérias identificadas na primeira coluna,
junto a letra correspondente de cada linha. Cada quadrado representa os 96 pocos da

microplaca, identificado com as concentragdes de FS e diferenciadas por cores.

Figura 5: Disposicao de concentracdes de bactérias e FS em microplaca

DISTRIBUICAO DAS CONCENTRACOES NAS MICROPLACAS

1 2 3 4 5 6 7 g 0 10 11 12
0.01 0,055 CONTROL |CONTROLE |CONTROLE
A1l |mgmL  [0,01 mg/ml [0,01 mg/mL |0.055 me/ml |mg/mi 0,055 mg/mi0,1 mg/mt [0.1 mg/m1 0,1 mg/ml |E 11 11 11
0.01 0,055 CONTROL |CONTROLE |CONTROLE
B1:10 |mgmlL  |0.01 mg/mL |0,01 mg/mL [0,055 mg/ml |mg/mi 0,055 mg/m!|0,1 mg/mt [0.1 mg/mi|0,1 mg/ml |E 1:10 1:10 1:10
0,01 0,055 CONTROL |CONTROLE |CONTROLE
C1:100 |mgmL  |0.01 mg/mL [0.01 mg/mL |0.055 me/ml |mg/mi 0,055 mg/mi|0.1 mg/mi [0.1 mg/mt [0.1 mg/mt |E 1:100  |1:100 1:100
0.01 0,055 CONTROL |CONTROLE |CONTROLE
D1:1000 |mgmL 0,01 mg/mL 0,01 mg/mL 0,055 mg/ml |me/mi 0,055 mg/mi0,1 mg/m [0.1 mg/mi 0,1 mg/ml |E 1:1000  [1:1000 1:1000

VAZIO VAZIO VAZIO
Ell 0,01 mg/ml (0,01 mg/ml (0,01 mg/ml {0,055 miml |0.055 mliml |0,055 ml‘ml

VAZIO VAZIO VAZIO
F 110 10,01 mg/ml |0,01 mg/ml |0.01 mg/ml |0,055 miml |0.055 mliml |0.055 mi‘ml

VAZIO VAZIO VAZIO
G 1:100 10,01 mg/ml |0.01 mg/ml [0.01 mg/ml |0,055 miml 0,055 mi‘ml |0,055 ml/ml

VAZIO VAZIO VAZIO

H1:1000 0,01 mg/ml |0.01 mg/ml |0.01 mg/ml |0.055 mlml |0.055 mlml |0.055 ml/ml

Fonte: A autora, 2023

Legenda: as cores em tons de laranja (nas linhas A, B, C, D e E) representam os extratos de B. orellana; e as
corem em tons verdes (nas linhas E, F, G ¢ H) representam os extratos de A. oleracea. As diferengas nas cores
representam as concentragdes das diluigdes.

ApOs este preparo, a microplaca foi posta em uma camara escura (Figura 6) e exposta
a diferentes nanometros de comprimento de onda de energia luminosa Ultravioleta (UV).
Neste estudo, os comprimentos de onda testados foram de 254 nm (UVC) e 365nm (UVA),
nos intervalos de tempo de 30 minutos e 60 minutos, a fim de identificar se o0 comprimento de
onda em um tempo minimo seria eficaz para ter a concentragdo minima inibitoria (CMI), e
um tempo maximo de exposi¢do para um efeito de concentracdo minima bactericida (CMB).
Para isso, foram preparadas microplacas com diferentes bactérias, nas mesmas condigdes,
para a submissdo em diferentes comprimentos de onda em cabine escura, com distancia de 15
cm da placa e da lampada tubular da cabine escura. Passado o tempo de cada ensaio, as
microplacas foram incubadas em B.O.D. a 37 °C por 24h. Apds a incubagao, foi verificado se

ocorreu crescimento microbiologico.

Figura 6: Camara escura
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Fonte: A autora, 2023

Legenda: A: lampadas tubulares de 254 nm e 365 nm, proximo ao visor da cdmara escura; B: cAmara escura
fechada; C: camara escura com porta aberta.

3.7 Analise de dados

A andlise quantitativa das amostras foram realizadas ap6s o preparo da amostra e 24
horas depois da submissao a luz, mediante uso da leitora de microplacas modelo LMR-96 da
marca Loccus a 630 nm, para averiguar o efeito da luz no crescimento bacteriano, cada
amostra foi comparada com o grupo controle. Também foi acrescentado 20 uL. do corante azul
Resazurina a cada amostra para analise qualitativa, o qual ¢ redutivel resorufina em caso de

crescimento bacteriano, apresentando uma cor rosa.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reativacao e cultivo dos microrganismos

A reativacdo das espécies E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e P. mirabilis ocorreu
conforme descrito (item 3.1), ap6s 24 horas foi possivel observar a formacao de colonias nas
placas. Porém nao houve crescimento das espécies S. epidermidis e S. pneumoniae. Portanto o

experimento ocorreu apenas com as quatro espécies reativadas.

15



4.2 Coloragao de Gram
Na Figura 7 ¢€ possivel observar o resultado da coloracdo de Gram, o qual demonstrou
pureza das cepas. ApOs a coloragao € possivel perceber que as espécies Gram (-): E. coli, P.

aerguginosa € P. mirabilis coram em rosa e a bactéria Gram (+) S. aureus cora em roxo.

Figura 7: Coloragao Gram de Staphylococcus aureus (A); Pseudomonas aeruginosa (B);

Proteus mirabilis (C); Escherichia coli (D)

A - | B

Fonte: A autora, 2023

4.3 Fotossensibilizante

Durante a preparagdo do FS, inicialmente os extratos foram redissolvidos em alcool
P.A, porém durante um teste piloto, esse solvente demonstrou ser toxico as bactérias. Apos

1sso, foram testadas diferentes concentracdes de alcool, diluido para 60%, 50% e 40%, porém,
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nestas concentracdes ndo houve dilui¢do do extrato, tornando o solvente invidvel para o uso

nesta pesquisa.

Foi consultada a literatura e encontrado no trabalho de Chapaval (2018), com testes de
toxicidade de diferentes solventes e concentragdes em dilui¢des de bactérias. Com isso, foram
realizados testes para averiguar se haveria diluicdo do extrato. A partir disso foi testado
DMSO a 10%, e apds 20 minutos ndo houve diluicdo, possivelmente a diluicdo ndo ocorreu
devido a diferengas de caracteristica, 0 DMSO ¢ uma substancia hidrossoluvel e os extratos
sdao lipossoluveis (ANSELMO, et al. 2008). Outra opcao foi testar o solvente Tween 80

diluido a 20%, o qual demonstrou dissolucao rapida do extrato e foi atoxico para as células.

4.4 Avalia¢ao da TFD
Apos o preparo das amostras, elas foram verificadas em leitora de microplaca (Figura
8) para averiguar o valor da absorbancia e em seguida submetidas a luz UV em camara

escura, que passado os tempos determinados foram incubados a 37 °C por 24 horas.

Figura 8: Leitora de microplaca Loccus LMR-96 em uso
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Fonte: A autora, 2023

Os valores de absorbancia antes e pos-experimentos foram organizados para analise e
comparados em relagao ao grupo “Placa Controle” (PC), que foram condigdes em que nao foi
fornecido luz, a fim de verificar se houveram os efeitos esperados. As tabelas abaixo
apresentam os resultados obtidos apos a leitura das microplacas, e as indicagdes de
crescimento bacteriano (-) sdo correspondentes aos resultados comparados aos pogos nas PCs

de cada uma das espécies.

Quadro 1: Avaliagao do efeito da TFD em Proteus mirabilis
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Avaliagdo da TFD - Proteus mirabilis

Com extrato de B. orellana

Com extrato de 4. oleracea

Condig¢des mg/mL | 1:1]1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1( 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + + +
0,055 + + + + + + + +
30 min 0,1 + | + + + + | + + +
Sem + + + + + + + +
extrato
254 nm 1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1{ 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + | + + + + | + + +
0,055 + [ + + + + [ + + +
60 min 0,1 - + + + + [ + + +
Sem + + + + + + + +
extrato
1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1{ 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + + +
0,055 + + + + + + + +
30 min 0,1 + | + + + + | + + +
Sem + + + + + + + +
extrato
365 nm 1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1{ 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + + +
0,055 + + + + + + + +
60 min 0,1 + + + + + + + +
Sem
+ + + + + + + +
extrato
1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1{ 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + + +
0,055 + + + + + + + +
Placa Controle 0,1 + | + + + + | + + +
Sem i i i i i i i i
extrato

Fonte: A autora, 2023
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Legenda: em (+) indica que houve redugdo do crescimento bacteriano. Em (-) indica que houve

crescimento bacteriano

Ao analisar os valores de absorbancia, ¢ encontrado que para esta espécie os valores de
absorbancia na PC sem o extrato multiplicaram-se intensamente, € nas amostras com
aplicacdo do FS ocorreu uma redugdo. E nas placas submetidas ao experimento, apesar de ter
ocorrido reducdao nos valores das amostras com FS em comparagdo as amostras de controle
(sem extrato), os valores ainda sdo menores em compara¢do aos da PC. Outro resultado
observado foi que nas amostras sem extrato submetidas a luz ao serem comparadas as

correspondentes na PC, a exposicao a luz causou uma reducao nos valores de absorbancia.

Quadro 2: Avaliagdo do efeito da TFD em Paeruginosa

Avaliacao da TFD - psedomonas aeruginosa
Com extrato de A. oleracea Com extrato de A. oleracea
Condi¢des | mg/mL | 1:1 [ 1:10 [ 1:100 [ 1:1000 1:1[1:10 | 1:100 [ 1:1000
0,01 + + + + + + + -
0,055 - + + + - - + _
30 , 1 + + +
min 0, + + - - -
Sem ) ) ) ) ) ) ) i
extrato
ii‘l‘ 1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 | [1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000
0501 - - - - + - + -
€0 0,055 - - - - + - - -
3 0’1 - - = - + - + +
min
Sem ) ) ) ) ) ) ) i
extrato
1:1[ 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 - + - - + + + +
0,055 + + - - - - - -
O o1 |+ - | - - il I +
min
Sem + | + + - + | + + -
extrato
365
nm 1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1[1:10 | 1:100 [ 1:1000
0,01 - - - + + + + +
0,055 - + - - + - + -
60 0,1 - - - - |- + +
min
Sem n i i i n i i i
extrato
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1:1] 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:1[1:10 | 1:100 [ 1:1000
0,01 + + + + + + + +
0,055 + + + + + + + +
Clcjisgle 0,1 + + + + + + + +
Sem i i i i i i i i
extrato

Fonte: A autora, 2023

Legenda: em (+) indica que houve redugdo do crescimento bacteriano. Em (-) indica que houve

crescimento bacteriano

A analise desses dados revela que a P. aerguginosa nao sofreu reducao do crescimento

bacteriano na maioria das condi¢des fornecidas, e os extratos apresentaram esses efeitos

inibidores em condigdes alternadas, o de B. orellana inibiu em 254 nm na aplica¢do de 30

minutos a maioria das concentracdes testadas de bactérias e o de A. oleracea apenas em 1:100

a 365 nm durante 60 minutos.

Quadro 3: Avalia¢ao do efeito da TFD em E. coli

Avaliac¢ao da TFD - Escherichia coli
Com extrato de B. orellana Com extrato de 4.
oleracea
Condigdes  mg/mL 11: 1:10 [ 1:100 | 1:1000 1:10 [ 1:100 | 1:1000
0,01 + - - - - - -
0,055 | + - - - - - -
30 min 0,1 + | - - - - - -
Sem N N i i n i i
extrato
254 L 1:10 | 1:100 | 1:1000 1:10 [ 1:100 | 1:1000
nm 1
0,01 - - - - - - -
0,055 | + - - - - - -
60 min 0,1 + - - - + + -
Sem n n i i n i i
extrato
11: 1:10| 1:100 | 1:1000 1:10 | 1:100 | 1:1000
0,01 + | - - - + + +
365 0055 |+ [ + | + + - - -
~ | 30 min 0,1 + | + + + - + +
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Sem + |+ | + + + |+ + +
extrato
11: 1:10| 1:100 | 1:1000 11‘ 1:10 | 1:100 | 1:1000
001 |+] - - + + | - + +
0055 | +] - | + n N n
60 min 0,1 + | - + + - - - +
Sem |+ | + + + |+ + +
extrato
11 1:10 | 1:100 | 1:1000 11 1:10 | 1:100 | 1:1000
001 |+]| + | + + + |+ + +
0,055 |+ | + + + + | + + +
Placa 0,1 + | + + + + | + + +
Controle
Sem i i i i i i i )
extrato

Fonte: Arquivo pessoal

Legenda: em (+) indica que houve redugdo do crescimento bacteriano. Em (-) indica que houve

crescimento bacteriano

Nesta tabela € possivel observar que as placas com aplicagdo de extrato de B. orellana
resultaram em maior inibi¢do se comparado ao de A. oleracea. E também ¢ interessante notar
que a concentracao mais elevada de 1:1 sofreram em maioria efeito inibitorio, porém os pogos
sem extrato também demonstraram inibicdo no crescimento, indicando que a luz também

interferiu no crescimento.

Quadro 4: Avaliacdo do efeito da TFD em S. aureus

Avaliagao da TFD - Staphylococcus aureus
Com extrato de B. orellana Com extrato de 4.
oleracea
Condigoe I: { 1:1 | 1:10 | 1:100 1: |, ) ]
S mg/mL 1o 0 0 1 1:10( 1:100 | 1:1000
001 [+ | + + + + | + + +
0,055 | - - + + + | + + +
30 0,1 -+ ]+ + + | + - -
254 T (g
em
nm extrato + | + + + + | + + +
1: | 1:1 | 1:10 | 1:100 | ) ]
1o 0 0 1 1:10( 1:100 | 1:1000
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0,01 [+ ]| + - - - - - +
60 0,055 | + | + - - - - - -
. 0,1 - + - - - - - -
min
Sem + + + + + + + +
extrato
1: 1 1:1 | 1:10 | 1:100 1: .
1 0 0 0 1 1:10] 1:100 | 1:1000
0,01 |+ | + - - + | + + +
0,055 | + | + + + + - + -
39 0,1 - + + + + + - -
min
Sem + | + + - + | + + +
extrato
365 1: 1 1:1 | 1:10 | 1:100 1:
nm 1 0 0 1 1:10] 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + - +
0,055 | + - - + + + + -
69 0,1 + [ + - + + | + - +
min
Sem + | + + + + | + + +
extrato
1: 1 1:1 | 1:10 | 1:100 1:
1 0 0 0 1 1:10] 1:100 | 1:1000
0,01 + + + + + + + +
- 0,055 | + + + + + + + +
aca
Controle 0,1 + + + + + + + +
Sem i i i i i i i i
extrato

Fonte: A autora, 2023

Legenda: Em (-) indica que houve redug¢do do crescimento bacteriano; Em (+) indica que houve

crescimento bacteriano

A Tabela 4 apresenta os resultados do teste com S. aureus em que € possivel notar que
o tempo de 30 minutos aparentou ser mais satisfatorio para a inibicdo das bactérias. Ao
comparar todas as Tabelas, nota-se que a espécie P. mirabilis foi a mais sensivel aos testes, ao

sensibilizante e também a luz nos dois comprimentos de onda empregados.

Os resultados, em geral, demonstraram efeitos de inibicdo quando comparados aos
pocos “sem extrato”. Ou seja, ao analisar somente os valores de absorbancia nas microplacas
individualmente (incluindo a PC), foi encontrado que em pogos com FS os valores foram
menores quando comparados aos dos pogos “sem extrato”. Isso indica que ocorreu efeitos de

inibi¢do de crescimento bacteriano devido a aplicagdo do FS. Além disso, ao comparar os
23




valores na placa de teste com a PC de cada espécie, os resultados apresentados em (+)
apontam quando houve crescimento bacteriano em comparagao as condi¢des correspondentes

em que nao houve submissdo a luz UV.

E ainda ao avaliar os resultados dos pogos “sem extrato” da PC em comparagdo aos
pocos correspondentes em outras placas, nota-se que também houve reducdo no crescimento
bacteriano, indicando que somente a aplicacdo da luz ocasionou um pequeno efeito de

inibicao.

Os resultados obtidos para os comprimentos de onda utilizados, 254nm e 365nm
mostraram-se positivos, principalmente com a espécie P. mirabilis, pois ambos demonstraram
efeito bacteriostatico, mas nao foi observado efeito bactericida. O resultado de efeito
bacteriostatico pode ser averiguado mediante a utilizagdo da Resazurina, pois ao verificar nos
valores de absorbancia que houve redugdo no crescimento bacteriano (quando comparadas a
Placa Controle) em todas as placas foi indicado atividade bacteriana, devido todas alterarem a
coloragdo de azul para cor de rosa. Ou seja, havia ainda células vivas e que estavam
metabolizando os nutrientes do meio, porém as mesmas nao estavam mais se multiplicando, o
que indica um estado de bacteriostase (TORTORA, 2017). Para efeito bactericida, a cor da
Resazurina apds 1 hora de sua aplicagdo deveria permanecer azul, o que ndo ocorreu, portanto

os testes ndo causaram efeito bactericida (Figura 9).

Figura 9: Resultado da Resazurina apds 1 hora da aplicagao
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De acordo com a literatura, a depender do fotossensibilizante utilizado, sdo aplicados
diferentes comprimentos de onda de luz devido as caracteristicas de cada corante, por
absorverem diferentes comprimentos de onda (MAIA, et al. 2021). Com relagdo a Bixa
orellana o comprimento de onda utilizado por Dias et al. (2008) foram na faixa de 440 a 503
nm, os quais demonstraram serem picos de absor¢do a depender do solvente em que foram
diluidos. Eles utilizaram como FS o azul de metileno a 0,005%, porém a concentragdo de
bactérias ndo foi especificada, pois foram procedimentos odontologicos realizados
diretamente na lingua dos pacientes para tratamento de halitose, portanto, grande
concentragcdo de bactérias. Os mesmos autores nao citam o uso de Tween 80. Gongalves et al
(2018) também utilizou extrato de urucum com concentracdo de 20% como
fotossensibilizante na TFD, os comprimentos utilizados foram na faixa de luz azul, a 395nm e

480nm, e também demonstraram efeitos satisfatorios.

Os comprimentos de onda dos estudos mencionados foram diferentes dos utilizados
nesta pesquisa, porém os resultados indicam efeitos positivos apesar de ndo haver
unanimidade nos testes com todas as espécies. Considerando o trabalho de Galo (2018), os
comprimentos de onda mais susceptiveis a efeitos inibitorios foram de 380 nm a 500nm,
correspondentes a luz azul, em meio de cultura liquido, sem a utilizag¢do de FS. E conhecido
que a luz ultravioleta possui efeito fotodindmico com microrganismos em superficie em meio
solido (SILVA, et al. 2017), e se observou que em meio liquido também ocorre um efeito,

porém nao foi em todas as amostras que houve reducao no crescimento das bactérias.

Além disso, ao considerar os trabalhos realizados por Romero et al. (2021), Vale et al.
(2021), Labban (2020) e Golgcanves (2017), citados por Maia et al. (2021), que realizaram
trabalhos com a terapia fotodindmica como tratamento de halitose, utilizaram os mesmos
protocolos durante os experimentos, com comprimentos de onda na faixa de luz azul e
vermelha, mas com tempo para analise dos dados diferentes, que averiguaram em 90 dias e 30
dias. O resultado foi que apenas Golgalves (2017) encontrou resultados positivos como efeito
da TFD, que determinou menor tempo para analisar a redugdo no crescimento de bactérias,
diferente dos demais autores, apds a aplica¢do da TFD. Isto indica que mesmo que se utilizem
0s mesmos protocolos, as varidveis utilizadas e as condi¢des das bactérias sdo determinantes
para os resultados. Essas condi¢des indicam porque houve resultados muito satisfatorios com

P. mirabilis e menos eficacia com P. aeruginosa.
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Galo (2018) utilizou como distancia 1 cm entre o LED e o meio de cultura com os
microrganismos, com poténcia conhecida de densidade de energia emitida sobre as amostras.
Neste trabalho a distancia utilizada foi de 15 cm e ndo ¢ conhecido a poténcia emitida sobre as
amostras, ¢ possivel que a uma distdncia menor poderia haver inibicdo de crescimento

bacteriano em mais amostras.

Ronqui (2015) estudou o efeito da TFD com FS e luz vermelha, a qual segundo os
estudos de Galo (2018) apenas possui efeitos positivos na TFD devido o emprego de FS. Em
seu estudo, a autora nao especificou a distancia entre as microplacas e o LED, porém destacou
o tempo de submissao foi de 25 minutos e seus resultados foram positivos, o que corrobora
com os resultados encontrados neste trabalho. Deve ainda ser considerado que o comprimento
de onda utilizado por Ronqui (2015) também foi diferente, junto com o FS, que possui efeito
potencial conhecido. Também ¢é conhecido que extrato de B. orellana possui capacidade de
reagir com a luz e gerar radicais livres com o oxigénio disponivel, e dependendo do solvente,
os comprimentos de onda absorvidos sdo diferentes (COUTINHO et al, 2016). Nao ha
registro do uso de extrato de A. oleracea como fotossensibilizante e os resultados demonstram

que apenas a aplicacao do FS possui efeito inibitorio, observado na PC.

Portanto, a literatura indica que os protocolos utilizados sdo determinante para os
resultados referentes a TFD, e que varidveis como o tempo de submissdao, o comprimento de
onda utilizado (o qual foi na faixa de ultra violeta), a distdncia entre o emissor de luz e a
amostra, a poténcia dessa luz e o fotossensibilizante utilizado quanto a sua caracteristica e

concentracao sao fatores que influenciam na resposta ao TFD (MYLONA et al., 2020).

Dessa forma, pode ser respondida a pergunta inicial do trabalho “como utilizar a
terapia fotodindmica como alternativa a antibidticos?”. Ao utilizar a técnica de TFD em
processos de cicatrizagdo em feridas, conforme estudo de Guanabara (2017), a TFD atua
como antimicrobiano, para reduzir a proliferacdo das bactérias, e conforme os resultados
obtidos, o efeito provocado foi bacteriostatico, assim, as bactérias ndo possuirdo mais a
capacidade de se multiplicar e provocar inflamacdes em feridas infectadas. E em outras
condigdes como as utilizadas pelos autores consultados também contribuem para mais
protocolos e possibilidades do uso da técnica. Porém, como indicado por Galo (2018), a
aplica¢do sequencial da TFD sob colonias de bactérias ¢ capaz de causar, em longo prazo, a

resposta de resisténcia de bactérias. Portanto, conforme determinado por Maia et al. (2021) o
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cuidado do paciente com as feridas devem ser orientados, para auxiliar no tratamento e

obter-se resultados positivos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho avaliou-se que os extratos naturais de B.orellana e A. oleracea
submetidos a luz UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm apresentaram efeito
inibitorio no crescimento das bactérias, que nao foi observado em todas as amostras estudadas
quando comparadas a Placa Controle. Apesar disso, os resultados ainda indicaram valores
menores quando comparadas aos pogos sem extrato. Além disso, a luz também causou efeito

inibitério nas amostras sem aplicagdo de FS.
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