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SILVA, Eduardo Candido. A¢ao da iluminacao por LED de alta poténcia sobre Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416 exposta a curcumina. Jodo Pessoa, 2022. Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Celular e Molecular — Microbiologia) — Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza,

Universidade Federal da Paraiba, 2022.

RESUMO
A energia luminosa pode ser empregada no combate ao crescimento microbiano e a Terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDa) tem o potencial de utilizar diferentes compostos naturais
como fotossensibilizadores. A curcumina ¢ um exemplo de molécula em ascensdo em
diferentes areas sob diferentes Opticas. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito de
um fotossensibilizador natural (Curcumina) sob as células planctonicas e formagdao de
biofilme de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 em comprimento de onda de 480 nm
emitido por uma lampada de LED de alta frequéncia. Para isso, foram conduzidos ensaios in
vitro de determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e CBM (Concentragdo
bactericida minima) da curcumina, sendo identificada a CIM de 0,63 pg/mL sem atividade
biocida. No ensaio de formacdo do biofilme foi utilizada a CIM da curcumina. Uma
suspensdo de P. aeruginosa UFPEDA 416 foi exposta durante 20, 40, 60 ¢ 120 minutos a
energia luminosa (28,03 mW/cm?) e em seguida, aliquotas de 100 pL foram transferidas para
microtubos contendo caldo Miieller-Hinton e incubadas a 30°C por 24 h. Ap6s os ensaios, 0
biofilme formado foi quantificado utilizando o método do cristal violeta. A taxa de adesdo foi
calculada usando a diferenca da absorbancia a A= 590 nm do tratamento, comparado ao
controle. Os resultados demonstraram que houve reducdo na capacidade de adesao: de 40,8%
nos primeiros 20 minutos até cerca de 11%, a partir de 60 minutos, mantendo o valor até o
final. Este resultado acompanhou a redug¢do das células planctonicas, caracterizando a

curcumina como um bom fotossensibilizador.

Palavras-chaves: Terapia fotodinamica antimicrobiana, sistema LED, Curcumina, fotossensibilizador natural



SILVA, Eduardo Candido. Action of high potency LED light on Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 416 exposed to curcumin. Jodo Pessoa, 2022. Theses. (Master in Celular and
Molecular Biology — Microbiology) — Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade

Federal da Paraiba, 2022.

ABSTRACT
Light energy can be used to control microbial growth and Antimicrobial Photodynamic
Therapy (PDTa) has the potential to use different natural compounds as photosensitizers.
Curcumin is an example of a molecule on the rise in different areas from different
perspectives. This study aimed to evaluate the effect of a natural photosensitizer (Curcumin)
on planktonic cells and biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 at 480
nm emitted by a high frequency LED lamp. For this, in vitro assays were carried out to
determine the Minimum Inhibition Concentration (MIC) and MBC (Minimum Bactericidal
Concentration) of curcumin. MIC was detected at 0.63 pg/mL with no biocide effect. In the
biofilm formation assay, P. aeruginosa UFPEDA 416 was exposed to curcumin (MIC
concentration) and light energy (28.03 mW/cm?®) for 20, 40, 60 and 120 minutes. Then,
aliquots of 100 puL were transferred to microtubes containing Miieller-Hinton broth and
incubated at 30°C for 24 h. Biofilm was quantified using the violet crystal method. The results
showed that there was a reduction in the ability of forming biofilm: from 40.8% in the first 20
minutes up to 11%, from 60 minutes, kept until the end. These results followed the decrease

of planktonic cells, highlighting curcumin as potential photosensitizer.

Keywords: Antimicrobial photodynamic therapy, LED system, Curcumin, natural photosensitizer.
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Eduardo Candido da Silva

1 INTRODUCAO

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo monoflagelado medindo 1,5 a
3,0 um de comprimento e 0,5 a 0,7 um de didmetro, sendo o genoma contendo
aproximadamente 6.5 Mbp. Além disso, ¢ uma bactéria aerdbia, ndo fermentadora de agticares
que pode degradar uma gama de substratos, tais como proteinas, gorduras e carboidratos
(MIELKO et al., 2019). Adicionalmente, também pode assimilar substratos nao
convencionais como fonte de carbono e energia, por exemplo, hidrocarbonetos do petrdleo
(PINHATT et al., 2014) e corantes azo (BARRETO; FERNANDES; CAMPOS-TAKAKI.,
2007).

A bactéria cresce em meio de cultura em temperaturas que variam entre 37°C e 42°C e
sintetizam pigmentos como; pioverdina, piocinina, piorrubina € piomelanina, principalmente
em condi¢des de estresse (FERREIRA, 2009). A juncdo dos pigmentos piocianina com o
pioverdina resulta na coloragdo amarelo-esverdeada sendo comum para a maioria dos
espécimes de P. aeruginosa (BERNARDO, 2009). Quando a bactéria tende a agrupar-se
formando colonias, hd facilidade de desenvolver biofilmes, sintetizando alginato, isto €,
substancia que promove a protecdo estrutural e estabilidade do biofilme em P. aeruginosa
(PISANI; TONUCI; INNOCENTINI, 2008).

Em complemento, a bactéria ¢ um microrganismo modelo em estudos relacionados a
biofilmes. E classificada como uma bactéria oportunista, por ser responsavel em acarretar
infecgdes graves. E encontrada em ambiente diversificado como 4gua e solo. Geralmente esta
associada a infecgdes hospitalares, colonizando pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido assim como desenvolvimento de infeccdes do trato urinario (ITU),
pneumonias, endocardites, meningites e principalmente os pulmdes de pacientes com fibrose
cistica, causando reducdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro podendo levar a morte
desses individuos (GHOLAMI et al., 2017).

Neste contexto, a P. aeruginosa apresenta resisténcia a uma ampla variedade de
antimicrobianos que pode ser intrinseca ao proprio microrganismo, justificando-se devido a
baixa permeabilidade de sua membrana e a capacidade de formar biofilme, ou adquirida pela
associacdo no solo, com microrganismos que possui resisténcia previa a algum
antimicrobiano. Por ser um microrganismo versatil, apresentando alto poder de
adaptabilidade a diversos ambientes, pode carrear plasmideos e genes que lhe conferem

multirresisténcia (MAIA et al., 2009).
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A bactéria esta sob continua pressdo seletiva em ambientes hospitalares, por tal razao,
se constitui em um dos paradigmas da resisténcia bacteriana, pois ¢ facilmente capaz de
apresentar todos os mecanismos de resisténcia quando comparada com outras bactérias, os
quais incluem a producdo de enzimas inativadoras, a exemplo das betalactamases, utilizagao
de bombas de efluxo, resisténcia a aminoglicosideos (SANTOS et al., 2015) producdo de
alginato, motilidade, muta¢des cromossdmicas entre outros (STREETER; KATOULI, 2016).
Entretanto, a P. aeruginosa aumenta sua patogenicidade levando a sintese de fatores de
viruléncia quando exposta a situagdes de estresse ou quando altera seu modo de crescimento,

alternativamente levando a formacgao de biofilmes (RODRIGUES, 2014).

BIOFILMES

O conceito de biofilmes ¢ amplamente diversificado para bactérias que tém a
capacidade de formar comunidades complexas de modo cooperativo e habitualmente cercadas
por substancias de matriz extracelular polimérica (EPS). Diferentes componentes estdo
envolvidos na formagdo da EPS, estes incluem (agua 96%, polissacarideos1-2%, lipidios
<1%, proteinas >2%, DNA <1% e RNA <1%), presente em superficies sésseis ou em meio
aquoso (COSTERTON; WILSON, 2004).

Anthony Van Leewenhoek (1632- 1723) e Louis Pasteur (1822-1895) realizaram
pesquisas primitivas voltada para observagdes de biofilmes, analisando materiais do raspado
bucal e agregados de bactérias como a causa do vinho se tornar acético, respectivamente
(HOIBY ., 2017). Partindo dessas observagdes, anteriormente esses microrganismos so eram
relatados em sua forma planctonica caracterizado pela vida livre, onde as células participam
de um processo crucial para a propagacdo e posteriormente proliferagdo no ambiente
(TRENTIN et al., 2014).

A transferéncia do estado planctonico (célula livre), para a formacao do biofilme, ¢
composta por 4 etapas (Figura 1), iniciando pela fixagdo dos microrganismos a uma superficie
biotica ou abidtica (efeito bottle) denominado adesdo reverssivel. Em seguida, células
previamente aderidas se agrupam em microcolonias formando estruturas maiores
apresentando um crescimento (irreversavel), posteriormente, essas células passam por um
processo denominado de maturagdo, tornando coldnias robustas e desenvolvidas. Por fim, um
biofilme maduro pode se desprender, expandindo para outras superficies, de forma passiva ou

ativa em um processo denominado dispersdao (GHANBARI et al., 2016).
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Figura 1- Etapas da formagdo de um biofilme por Pseudomonas aeruginosa.
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O surgimento da “teoria do biofilme” abriu duas linhas de empreendimento cientifico: o
estudo da bioquimica e genética dos biofilmes e sua formagao e, por outro lado, o desafio ao
diagnostico médico e o tratamento de infecgdes centradas no biofilme (EHRLICH;
ARCIOLA, 2012). No final da década de 1990, foram realizadas observagdes em microscopia
confocal de laser de filmes biologicos vivos revelando que as microcoldnias observadas eram
compostas de material da matriz (+85%) e células (£15%) exibindo propriedades de um fluido
viscoelastico (COSTERTON; WILSON, 2004).

Em condi¢des apropriadas, os biofilmes podem existir em todos os tipos de superficies
como plastico, metal, vidro, particulas do solo, madeira, materiais médicos, tecidos vivos e
alimentos. Neste contexto, estruturas associadas a parede celular bacteriana, auxiliam na
adesdo célula-superficie, que inclui: fimbrias, pilli, expressao de proteinas flagelinas, flagelos
e exopolissacarideos (EPS) (KOKARE et al., 2009).

As bactérias, assim como outros microrganismos tém a capacidade de adaptacdo se
multiplicando em diversas superficies por meio de estimulos do meio em que se encontram.
Estes sinais juntos com os fatores genéticos associados geram varias alteragdes na
comunidade bacteriana em formagao induzindo excrecao de substancia extracelular mantendo
a expansdo desse aglomerado de microrganismos unidos e com aptiddo em regular inimeros
genes via mecanismos de sinaliza¢do, denominado quorum sensing (QS). Esses agrupamentos
podem se desenvolver em unidades que, em cerca de horas, chegam a dezenas de milhares
formando um biofilme complexo, classificado conforme a composi¢do desses microrganismos

em monoespécie e multiespécies (BRANDWEIN; STEINBERG; MESHNER, 2016).
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A formagao de biofilmes estd associada ao modo de protegao e persisténcia da colonia e
permite que as bactérias resistam a diversas condi¢des em ambientes adversos, especialmente
pela escassez de nutrientes (GHOLAMI et al., 2017). Os biofilmes bacterianos compdem uma
maquinaria de persisténcia aos membros da comunidade, normalmente associados a
viruléncia, patogenicidade ou resisténcia quando observados no contexto do hospedeiro
(BRANDWEIN; STEINBERG; MESHNER, 2016).

As primeiras imagens de biofilmes foram publicadas em 1977, evidenciando bactérias
em aglomeragdo observadas em escarro de pacientes cronicos de fibrose cistica, que foram
infectados com fenotipos mucoides de P. aeruginosa. Todavia, a caracterizagdo de biofilmes
em superficies ou secregdes € tao arcaica quanto a microbiologia, mas o conceito de infeccao
por biomateriais de importancia clinica, relacionada as infec¢des cronicas, a menos de 50
anos. Os experimentos realizados com biofilmes que se desenvolvem em placas de
microdilui¢do utilizando a técnica de cristal violeta, facilitaram os estudos da habilidade de
varios aglomerados bacterianos em forma de biofilmes aderentes e a relagao entre antibidticos
e bactérias de crescimento em filmes bioldgicos (HOIBY, 2017). Os modelos atuais sobre a
arquitetura dos biofilmes de P. aeruginosa sio em forma de cogumelo, podendo ser
influenciado por diversas circunstincias, assim como, motilidade bacteriana, disponibilidade
de nutrientes e fatores ambientais (GHANBARI et al., 2016).

A bactéria também possui mecanismos complexos de resisténcia e/ou tolerancia frente a
antibioticos, desinfetantes e diferentes moléculas toxicas. Esta resisténcia surge devido a sua
capacidade de formar biofilme, inativacdo de enzimas, mutagcdo do local-alvo e bombas de
efluxo, alterando o microambiente. Adicionalmente, o microrganismo demonstra tolerancia a
tratamentos bactericidas alternativos (SHARMA et al, 2014). Por estas razdes, estudos
anteriores demonstram a necessidade de procurar outras formas de tratamento em individuos
com infecgdes por P. aeruginosa, um dos exemplos citados foi a utilizacdo de diodos

emissores de luz (LED) (PETRINI et al., 2017).

TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (TFDa)

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) ¢ uma técnica que envolve processos
de fotoinativagdo em combinacdo com moléculas que funcionam como um potencializadores
conhecido como Fotossensibilizadores (FS), classificados como sintéticos (corantes) ou
naturais (pigmentos). Os mecanismos que regem a TFDa envolvem a interacdo do oxigénio

molecular (O2) e a luz visivel em comprimento de onda adequado culminando a producao de
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Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), os quais podem oxidar os constituintes e organelas
resultando em morte celular (SPRING et al., 2015).

Os efeitos fotodindmicos podem ser explicados por dois mecanismos, o do Tipo I e o
Tipo II. Os eventos que estdo presentes no mecanismo Tipo I envolvem a participacao do FS
numa reacao de transferéncia de elétrons entre a molécula do FS no estado de excitagdao Sie o
substrato, formando ions radicais que podem reagir com o O> liberando intermediérios de
oxigénio fortemente reativos (superoxido de hidrogénio, perdéxido de hidrogénio e radicais
OH), capazes de sofrer oxidagao com uma diversidade de biomoléculas. O mecanismo Tipo II
participa de reagdes de transferéncia de energia entre o FS no estado T1 interagindo com o O,
cujo estado fundamental ¢ o tripleto. Neste contexto, essas reacdes originam a formagao de
oxigénio singlete, uma espécie capaz de oxidar os componentes das organelas celulares
progressivamente ocasionando a morte da célula (SPRING et al., 2015; HAMBLIN, 2016;
BACELLAR et al., 2015).

LED (LIGHT-EMITTING DIODE)

O LED, do inglés Light-Emitting Diode (diodo condutor de luz, em traducao livre) ¢ um
dispositivo semicondutor que emite luz dentro de um espectro de comprimento de onda muito
estreito ¢ em combinacdo com fotossensibilizadores compostos, podem produzir efeitos
antibacteriano denominado fotoinativacao (KUMAR et al., 2017).

O principio de funcionamento do LED consiste na transformagdo da energia elétrica em
radiacdo. Estes dispositivos langam rigorosos espectros de luz que variam em comprimentos
de onda do ultravioleta (UV) ao visivel para o infravermelho proximo (NIR) (OLIVEIRA et
al., 2019). Seus efeitos dependem de diversos fatores tais como: comprimento de onda,
densidade de poténcia e da populagcao microbiana (PETRINI et al., 2017).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de sistemas LED que emitem em espectro de
UV (200 nm a 400 nm), especificamente LED UV C emitindo efeitos germicidas (220 nm a
290 nm), vem sendo aplicado de forma crescente como método de desinfec¢ao de superficie
em diversos meios, por exemplo; desde a assisténcia médica ao armazenamento de alimentos.
Além disso, o LED UV oferece vantagens como; reducdo no consumo de energia, impacto
ambiental e tamanho, fornecendo potencial para uma variedade de aplicagdes. Outras formas
de inativacao de microrganismos podem incluir a utiliza¢do de agentes quimicos ¢ a radiagao.
(GORA et al., 2019).

Trabalhos recentes desenvolvidos pelos cientistas japoneses Isamu Akasaki, Hiroshi

Amano e Shuji Nakamura, culminaram com a invenc¢ao do LED azul. Visto que até a década
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de 1990 era considerada tanto para a comunidade cientifica como para a industria eletronica,
um desafio, complementando a triade formada pelas cores vermelha, verde e azul produzindo
a luz branca (OLIVEIRA et al., 2019).

A aplicagdo da luz baseada em terapias ¢ evidentemente bem-sucedida, pois, contrastam
bactérias através de mecanismos que cumprem independentemente do uso de antibidticos e
seus problemas relacionados. E importante encontrar protocolo correto de luz LED para obter
um efeito bactericida, intervir com a mesma luz, porém manipular com diferentes parametros
¢ possivel induzir diferentes fotorrespostas ao microrganismo: da estimulagao a bioinibi¢ao. A
literatura apresenta os dispositivos de LED como seguros, ndo térmicos, sem toxicidade e ndo
invasivo, destacando até o momento, ndo possuirem historico de efeitos colaterais (PETRINI
et al., 2017). A utilizagdo de dispositivos a base de LED além das caracteristicas positivas
citadas anteriormente demonstrou beneficios para a economia ambulatorial, por baixo
consumo de energia, apresenta vida util longa e baixo custo o que também favorece sua

utilizagdo em hospitais e ambulatérios (ALBERTO et al., 2016).

FOTOSSENSIBILIZADORES (FS)

A luz, incluindo LED, pode ser associada aos tratamentos antimicrobianos. A técnica ¢é
denominada por terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) ou quimioterapia fotodindmica
antimicrobiana (PACT). Os fotossensibilizadores (FS) sao moléculas que possuem coloragao
apresentando grupos cromoforos, tendo o potencial de ativacdo quando estimuladas pela
absor¢do de radiacdo eletromagnética. Esses compostos quando excitados, interagem com
substratos levando a formacdo de oxigénio singleto ou radicais que propicia a destrui¢ao
celular (PERUSSI et al., 2008).

A caracterizacao da TFDa ¢ baseada na utilizacdo de um ou mais FS, tais como corantes
sintéticos, o azul de toluidina (HAKIMIHA et al., 2014), eosina (ROLIM et al., 2012), azul de
metileno (LEONEL et al., 2019), rosa de bengala (GUO et al., 2012) e verde malaquita (BAL
etal., 2019).

No entanto, o uso de substancias naturais bioativas e biodegradaveis sdo estratégias
mais atrativas uma vez que podem ser aplicadas em substituicdo aos compostos sintéticos,
relacionados a impactos ambientais. A curcumina, um diaril-heptanoide pertencente ao grupo
dos curcuminoides foi extraido da raiz de Curcuma longa (L.) cujo potencial pode ser
utilizado. O composto foi empregado como FS na TFDa, reduzindo a viabilidade de

microrganismos em biofilmes de carie dentaria. O mecanismo de agdo da TFDa ¢ dependente
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da combinag¢do de trés fatores: a natureza do FS, a fonte de luz com determinados

comprimentos de ondas e o oxigénio exdgeno (MENDEZ et al., 2019).

A CURCUMINA (ACAFRAO-DA-INDIA)

A Curcumina, IUPAC 1,6-heptadieno-3,5-diana-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil),
também conhecida como agafrio-da-india é um pigmento amarelo natural com propriedades
bioativas relatadas mesmo antes do século I DC (Sueth- Santiago et al., 2015). A Curcumina ¢
um Composto polifendlico, hidrofébico, isolado a partir de rizomas da planta, habitualmente
utilizado como produto natural aromatizante de alimentos. Pertencente a familia
Zingiberaceae, inclusa no grupo dos curcumindides ¢ um tautdmero encontrado nas formas
enol e ceto originaria do sudeste asiatico (MANOLOVA et al., 2014). A curcumina foi isolada
pela primeira vez em 1815, mas apenas foram datadas as primeiras publicacdes evidenciando
os seus efeitos benéficos em seres humanos em 1936 (JOE et al., 2004).

O pigmento obtido da curcumina pode exibir diversas cores dependendo da variagdo do
pH que o meio se encontra, ou seja, marrom-avermelhado em meio alcalino ou amarelo
quando neutro e acido. Desse modo, podendo também ser usado como indicador de pH. A
curcumina tem um efetivo valor terapéutico, e vem crescendo suas aplicagdes em diferentes
modalidades médicas, dando énfase no tratamento de doengas incluindo alergias, doengas
autoimunes, cancer, doencas cardiovasculares entre outras. Atualmente a curcumina vem
gerando bastante interesse nas clinicas odontoldgicas por seus efeitos beneficios tanto
antibacterianos quanto antiinflamatorios (BARRETO; FERNANDES; CAMPOS-TAKAKI,
2019).

Figura 2- Estrutura tautomérica keto-enol da curcumina.
0 0 O/ \O
|

HiCO O % P @ OCH, H,CO C X NP O OCH;
HO OH

HO OH
Keto Enol

Fonte: (KOTHA; LUTHRIA, 2019)
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Este composto tem uma gama de aplicacdes em diferentes segmentos que incluem agao
antitumoral (KHALID et al., 2016) atividades antioxidante (HU et al., 2020), neuroprotetora
(TOMEH et al., 2019) anti-inflamatéorio (FARHOOD et al., 2019), e antimicrobiana
(MOGHADAMTOUSI et al., 2014) destacando as aplicagdes potenciais como agente
bactericida podendo ser empregado como um FS ou em combinagdo com outras substancias a
fim de aumentar suas propriedades antibacteriana, atributos ideais como a capacidade de

formar oxigénio singleto e excelente biocompatibilidade (ZHENG et al, 2020).
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de um fotossensibilizador natural (Curcumina) sobre a formagao de
biofilme na linhagem Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 exposta a energia luminosa de

LED azul.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+»+ Determinar a concentragao inibitoria minima de Curcumina na linhagem teste;
% Determinar a concentragao bactericida minima (CBM);

% Avaliar a atividade antibiofilme da curcumina apds exposi¢ao A= 480 nm.
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3 MATERIAL E METODOS

LOCAL DO EXPERIMENTO
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Ambiental
(LAMA), localizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba-
UFPB campus 1.

MICRORGANISMO
O estudo foi conduzido com a linhagem P. aeruginosa UFPEDA 416, doada pela
Prof. Dra. Glaucia Manoella de Souza Lima, curadora da Cole¢cdo de Microrganismos
UFPEDA, do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. A
linhagem ¢ equivalente a P. aeruginosa ATCC 27853.

CURCUMINA
Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada curcumina (Merk, 1386-5G, Lote:
SHBN4217), com grau de pureza de 65%. A solugdo padrao foi preparada em alcool

95%, obtendo-se a concentragdo inicial de 20 pg/mL.

DETERMINACAO DA CIM

A determinacao da CIM da curcumina sobre P. aeruginosa UFPEDA 416 foi
realizada empregando a técnica de microdiluicdo em caldo Miieller-Hinton (MH),
conforme descrito por Balouiri; Sadiki; Ibnsouda (2016). A suspensdo do
microrganismo foi preparada a partir da transferida de uma pequena quantidade de P.
aeruginosa UFPEDA 416 incubada a 29°C em 4gar cetrimida, transferida para 5 ml de
solugdo salina (NaCl 0,9%), com turbidez padronizada com o tubo n° 1 da escala de
MacFaland (300x10° UFC/mL).

Para a determinacdo da CIM, foram utilizadas microplacas de 96 pocos, nelas
foram adicionados aos pocos 1°, 2°, 3°, 4°, 5° ¢ 6° 100 uL de caldo MH duplamente
concentrado; 100 pL da solu¢do de curcumina preparada com concentragdo inicial no 1°

poco de 10 ug/mL e final de 0,15 pg/mL, respectivamente, diluidos na razdo de 1:2 e
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finalmente 10pL do indculo. Também foram preparados controles positivos, nos quais
foram adicionados 100 pL do caldo MH e 10 pL da suspensdo bacteriana. J4 nos
controles negativos foram adicionados apenas 100 puL. do caldo MH. As microplacas
foram incubadas a 36+1°C por 24 h e ap6s o periodo verificadas quanto a turbidez. A
CIM foi determinada por andlise visual, comparando com o controle. Todas as etapas,
teste e controles realizados em triplicata. Compreende-se como CIM, a menor
concentracdo da curcumina que inibiu o crescimento visivel da bactéria (PFFALER et

al., 1995).

DETERMINACAO DA CBM
Apos a determinagdo da CIM, cada poco das microplacas recebeu 10uL da
solugdo de resazurina 0,1%. Apos 2 horas de incubacdo em temperatura ambiente (25
°C), verificou-se o surgimento de colorac¢do rosa ou auséncia de cor, indicando a morte
de > 99,9% da cultura bacteriana, em relacdo a concentracdo de bactéria que estava
presente nos pogos no tempo zero (HAFIDH et al., 2011). Como controle positivo e

negativo foi realizado idéntico ao descrito para o teste do CIM.

ENSAIOS DE FORMACAO DO BIOFILME

Descriciao do reator

Os ensaios foram realizados em uma caixa de madeira, preparada para esta
finalidade, medindo 50 cm de altura x30cm de largura x30cm de cumprimento, e com as
paredes internas pintadas de branco. Na parte superior foi instalado um spot acoplado a
uma lampada LED de alta frequéncia (A-60, G-light), 3W, 100-240v, luz RGB como

mostra na Figura 1. Na parte inferior havia uma base para acoplar uma placa de Petri.
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Figura 3 — Representacao da caixa de madeira contendo o dispositivo LED.

Fonte: Autoria propria.

A distancia da fonte luminosa até o suporte com a placa de Petri media 13 cm. Na
placa estava dispensada 10 mL de solugdo salina contendo curcumina na CIM
conhecida, juntamente com 1 mL do inoculo, preparado como descrito anteriormente. A
energia luminosa emitida pela luz de LED (mW/cm?), foi calculada empregando a

formula descrita por Kumar et al. (2017):
P =2nlph’ x (1 — 1-N(1+1/h)%) Eq. (1)

Em que, Ip— intensidade medida da luz (L), r — raio da placa de Petri, h — altura da fonte

luminosa ao centro da placa de Petri.

Ensaio in vitro de formacao de biofilme

O ensaio foi realizado em triplicata pela técnica do cristal violeta, com adaptagdes
a metodologia descrita por Balasubramanian et al. (2012) e Khare e Arora (2011). Em
microtubos contendo 900uL de caldo MH foram transferidos 100uL do conteudo da
placa de Petri, nos seguintes intervalos de exposicdo a energia luminosa: 20, 40, 60 e
120 minutos. Apo6s, os microtubos foram incubados por 48h a 29+1 °C.

Apobs o periodo de incubagdo, o conteudo dos microtubos foi transferido para
novos microtubos previamente esterilizados para determinacao das células planctonicas.
Ja as paredes dos microtubos empregados no teste, foram lavadas de 3 a 5 vezes com
agua de torneira, com intuito de remover qualquer célula remanescente nao aderida,
reservando-se posteriormente os tubos para secagem por lh. Em seguida, em cada

microtubo foi adicionado de 1 mL de solugdo do cristal violetal% e ap6s 20 minutos, o

22



Eduardo Candido da Silva

corantefoi descartado e seu excesso nas paredes, removido com agua de torneira. Uma
vez seco, os microtubos foram adicionados de 1 mL de etanol absoluto e apds um
repouso por 30 minutos, a solugdo de cristal violeta-etanol teve absorbancia
determinada a A= 590 nm (Quimis U2M). O controle do teste foi realizado sem adigao

de curcumina e exposicao de luz (KUMAR et al., 2017).

Critérios de interpretacio

O percentual de adesdo foi calculado pela formula (PAGANO et al., 2004):

[(ODC —ODT) +ODC] x 100 Eq.(2)

Em que, ODC — média da densidade optica dos pogos contendo o controle; ODT —
média da densidade Optica de trés pogos do tratamento. A adesdo foi classificada como
forte (> 80%), moderada (se > 40 e <80%) ou fraca (se < 40%) (RODRIGUES et al.,
2010).

Para determinar o potencial de células capazes de formar biofilme, mesmo sob
estresse, o valor da densidade optica do meio, multiplicado por trés, serviu como ponto
de corte para a ODT determinada. Assim, todo valor acima do ponto de corte indicou

presenca de células viaveis, capazes de formar biofilme (PEIXOTO et al., 2015).

Quantificacao das células planctonicas

O teste foi realizado em triplicata, pela determinacdo Optica do sobrenadante
recolhido no ensaio in vitro da formagao do biofilme (item 3.6.2). O volume de 500 pL
do sobrenadante foi diluido em igual volume de solugdo salina 0,85% e posteriormente,
a absorbancia medida a 620 nm (CAWLEY et al., 2019). O controle do teste utilizou o

crescimento sem adi¢do da curcumina.

Expressao dos dados

Os resultados estdo expressos pela média, mais ou menos o erro padrio.
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4 RESULTADOS

Atividade da curcumina nas células planctonicas da Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 416.

A Tabela 1 demonstra a determinacdo da CIM da curcumina sob a linhagem da P.
aeruginosa UFPEDA 416, no periodo de 24 horas. Assim como a concentracao
bactericida minima sob o mesmo periodo. O teste demonstrou atividade inibitdria (CIM)

a curcumina na concentragao de 0,63 pg/mL, sem provocar efeito bactericida.

Tabela 1- Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdao Bactericida Minima

(CBM) da curcumina sobre Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416:

UFPEDA 416
Concentracao de curcumin CIM CBM

(ng/mL)

10,00 - +

5,00 - +

2,50 - +

0,63 - +

0,31 + +

0,15 + +
Controle + +

(+) indica viabilidade das células visualizada como turbidez no pogo. (-) indica auséncia de crescimento
microbiano visivel

As Figuras 4 e 5, apresentam as microplacas nos testes de determinacao da CIM e
CBM, respectivamente. A cor azul confirma a a¢do bacteriostatica da curcumina, neste

teste.
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Figura 4 — CIM da curcumina em microplacas de 96 pogos. Na Figura observa-se a

presenga de turbidez até o 4° pogo, tendo este como a CIM do teste.

Pogos n° 1 ao 6 (A, C e E) representando os testes e n° 11, 12 (A,C e E) representando os

pogos controles.
Fonte: Autoria propria.

Figura 5— Microplaca no teste de determina¢do da CBM (Concentracao Bactericida
Minima). Os pogos azuis representam que nao houve morte celular.

Pocosn® 1 a0 6 (A, C e E) contido os testes e n® 11 12 (A,C ¢ E) estdo presentes os pogos
controles.
Fonte: Autoria propria.

Teste in vitro da formacgao do biofilme
A fonte de luz de LED emitiu uma energia de 28,03 mW/cm?, produzindo um
efeito sobre a formagdo do biofilme de P. aeruginosa UFPEDA 416 (Tabela 2). Foi
observada uma reducdo na adesdo de 40,8% nos primeiros 20 minutos, chegando a

cerca de 11%, a partir de 60 minutos mantendo o valor até os 120 minutos.
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O valor cutoff (ponto de corte) do ensaio foi de 2,129 (densidade 6ptica do meio =
0,710). Em todas as condicdes, havia células capazes de aderir a superficie, no entanto,
a curcumina foi efetiva como fotossensibilizador, resultando uma adesdo fraca da
linhagem. Contudo, ao observar as densidades de células planctonicas, verificou-se que
a reducdo na densidade de células foi menor, quando os valores da redu¢do do biofilme
estavam mais baixos, sugestivo de novo crescimento e que a agdo da curcumina na
concentracdo minima inibitéria foi maior sobre as formas sésseis do que para as formas

planctonicas, confirmando o efeito bacteriostatico do fotossensibilizador.

Tabela2 — Densidade o6tica das células sésseis e planctonicas de Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416 e seus percentuais de adesao (%ade) e reducdo (% red) frente

a 0,63 pg/mL de curcumina em diferentes tempos de exposi¢ao a luz de LED (A=480

nm).

T.e 20 min. 40 min. 60 min. 120 min. Controle

Sésseis 0,741+0,074 0,870 £0,091 1,109+0,069 1,107£0,00  1,250+0,012
3

% ade 40,8 30,4 11,1 11,4 100,0

Planctonicas 0,117+0,027 0,870+0,091 1,109+0,069 1,107£0,46  1,893+0,020
2

% red 93,8 54,0 41,4 41,5 0,0

T. e — tempo de exposicdo a luz de LED
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5 DISCUSSAO

Este trabalho wverificou a eficicia da TFDa utilizando curcumina como
fotossensibilizador, excitado por uma lampada de LED de alta frequéncia na faixa do espectro
azul, contra a linhagem P. aeruginosa UFPEDA 416. A energia luminosa apresenta
importante fun¢ao no desenvolvimento e formagao do biofilme disponibilizando calor, sendo
fonte de energia além de auxiliar no processo de adesdo das células (ALSANIUS et al., 2019).
Determinados comprimentos de onda interferem de modo significativo no desenvolvimento
dos biofilmes em formacao, num comprimento médio de onda na faixa a partir de 470 nm,
considerando-se também outras variaveis, tais como o tempo de exposi¢ao a luz, o
microrganismo e o fotossensibilizador (ARAUJ Octal., 2017; PENHA et al. 2017).

Um dos principiais mecanismos que permite as bactérias exibirem resisténcia aos
antimicrobianos é a sua capacidade de formar biofilme (PAVAO et al., 2021). O modo de
vida bacteriano relacionado a formacdo de biofilmes estd envolvido com mudangas dos
processos fisiologicos desses microrganismos, isto ¢, mudando de um estilo de vida
planctonica, propagando-se pelo ambiente, por uma vida fixando-se em superficies em
comunidades sésseis. Estima-se que cerca de 90% dos microrganismos estdo organizados em
biofilmes (HENRIQUES et al., 2013; CAUMO et al., 2010).

Visto que a P. aeruginosa ¢ um microrganismo modelo no estudo sobre biofilmes
microbianos, esta bactéria apresenta a capacidade de resisténcia antimicrobiana por varios
mecanismos, tanto por um metabolismo altamente versatil, como por um genoma com
capacidade de codificar diversos genes de resisténcia, incluindo para sistemas de efluxo
(CAIXETA etal., 2019).

O emprego da energia luminosa se mostra eficaz no processo de inibicdo do
crescimento de microrganismos, evidenciando a luz como um instrumento com propriedades
antimicrobianas (KUMAR et al., 2016). A TFDa ¢ uma técnica que explora a acdo germicida
da energia luminosa contra microrganismos resistentes a antibioticos. A aplicagdo terapéutica
da energia luminosa era conhecida até mesmo por civilizagcdes antigas e tem sido usada
intuitivamente por muitos séculos (DANIELL; HILL, 1991).

Em 1900, o Dr. Oscar Raab observou o efeito toxico do corante laranja de acridina
contra Paramecium spp., iniciando uma série de experimentos com inativacao fotodinamica,
marcando o inicio da historia moderna da TFDa (ROSSIN et al., 2020). Depois de ser
esquecido por muitas décadas, a TFDa emergiu como uma abordagem promissora para o
tratamento antimicrobiano porque os microrganismos multirresistentes tornaram-se uma

ameaga a saude publica (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).
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A TFDa ¢ baseada na ativagao de fotossensibilizadores pela luz na presenga de oxigénio
molecular. Sob irradiacdo de luz adequada, hé produgdo de oxigénio singlete por transferéncia
de energia, bem como producao de compostos reativos de oxigénio, formada por transferéncia
de elétrons. Esses compostos reativos de oxigénio reagem rapidamente com um amplo
espectro de moléculas, incluindo aquelas encontradas na parede bacteriana e nos componentes
da membrana, levando a danos celulares que, em ultima andlise, levam a morte celular (LE
GUERN et al., 2021). Além disso, a agao germicida do TFDa depende de uma combinagdo de
quatro fatores: o tipo de fotossensibilizador, a fonte de energia luminosa, o comprimento de
onda e o oxigénio exdgeno (ARAUJO et al., 2017).

A energia luminosa produzida pelas 1ampadas LED pode ser empregada com sucesso na
TFDa porque sua eficacia ¢ semelhante a outras fontes de luz mais caras (TAKAHASHI et al.,
2014). O desenvolvimento de sistemas LED nas ultimas décadas tem promovido seu uso
como método seguro de desinfec¢do de alimentos e tratamento de agua (PRASAD et al.,
2020). Os sistemas de LED podem emitir comprimentos de onda que variam do ultravioleta
ao infravermelho (PULLI et al.,, 2015), contudo, os sistemas de LED que emitem
comprimentos de onda na faixa da luz visivel, oferecem vantagens importantes, como
segurang¢a, consumo reduzido de energia e menor impacto ambiental (GORA et al., 2019).

Muitos corantes sintéticos podem ser usados como fotossensibilizadores na TFDa.
Porém, nem todos os fotossensibilizadores demonstram o mesmo efeito fotodindmico contra
diferentes microrganismos (SORIA-LOZANO et al.,, 2015). A toxicidade e os danos
ambientais relacionados a essas substincias, no entanto, incentivam a busca por novos
compostos (NUMAN et al., 2018). Os estudos evoluiram com a utilizacdo de diversos
fotossensibilizadores empregados na TFDa na area odontologica, isso torna-se necessario a
investigacao da TFDa por outras areas principalmente, ambiental, cujo namero de publicagdes
ainda ¢ baixo. O fotossensibilizador mais empregado nas pesquisas utilizando a TFDa ¢ o azul
de metileno, devido a diferentes concentragdes do corante, Contraste com diversos
comprimentos de onda e fonte de energia luminosa para ativacdo na célula, além de da
diversidade de protocolos de tratamento (ETEMADI et al., 2021).

A utilizagdo de substancias bioativas e biodegradaveis de ocorréncia natural ¢ uma
estratégia atrativa e uma tendéncia atual em termos de substituicdo de compostos sintéticos
(GONCALVES et al., 2021). Os pigmentos naturais sdo potenciais candidatos na FTDa
(ISHIKAWA et al., 2010) e alguns estudos ja foram realizados com clorofila (SUVOROV et
al., 2021), indigo (ANDREAZZA et al., 2015) e curcumina (SANTEZI et al., 2021), entre

outros.
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O uso de luz LED na TFDa mediada por curcumina ¢ um topico emergente, mas ainda ¢
pouco estudado. A area de uso que mais tem atraido interesse nos ultimos anos tem sido a
pesquisa odontolégica (MENDEZ et al., 2019; ARAUJO et al., 2017; LEE et al., 2017;
PENHA et al., 2017). A fonte luminosa de LED ¢ considerada de alta frequéncia quando ¢
maior que 43 Hz e o controle do crescimento microbiano ocorre em nivel molecular,
promovendo inativando ou reduzindo a expressdo de genes que coordenam a divisdo celular
(GOMES et al., 2020).

A atividade antimicrobiana da curcumina abrange um amplo espectro de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. A molécula age no crescimento bacteriano através de
reacdes com oxigénio, interferindo na viabilidade de células planctonicas, bem como os
mecanismos de formacao de biofilmes (ZHENG et al., 2020). Dados preliminares sugerem
que a atividade antibiofilme da curcumina ocorra via mecanismos de regulagdo de

importantes operons responsaveis pela adesdo celular a um determinado substrato (YANG et

al., 2020).

A curcumina tem seu pico de absor¢ao mais alto na faixa de luz azul (455-460 nm) e
pode ser usado como um fotossensibilizador na faixa de 400-500 nm. Aratjo et al. (2012)
utilizando concentra¢do de curcumina a 1,5 g/L e energia luminosa LED de luz azul (67
mW/cmz, 450 nm, 20,1 J/cmz), mostraram diferenca significativa entre a TFDa e a curcumina
isolada. O emprego da TFDa reduziu o numero de células significativamente. Em
complemento, embora foi demonstrado grande sensibilidade de A. hydrophila ao
fotossensibilizador, bactérias Gram-negativas foram menos suscetiveis a TFDa mediado por
curcumina com sistemas LED do que bactérias Gram-positivas (PENHA et al. al., 2017). Os
alvos celulares da terapia sdo a parede celular e os lipidios e proteinas da membrana
citoplasmatica. Como as bactérias Gram-negativas t€ém uma membrana externa complexa com
duas camadas lipidicas que agem como uma barreira fisica e funcional entre as células e o
ambiente, elas s@0 menos sensiveis do que bactérias Gram-positivas, cujas paredes sio
grossas e tém maior porosidade e permeabilidade bacteriana.

Desse modo, o presente trabalho demonstrou que a concentragdo da curcumina de 10,0
pg/mL empregada em microdiluicdo em placa, na linhagem teste, foi bastante eficiente na
inibi¢do bacteriana chegando a concentracdo inibitéria minima de 0,63 pg/mL. Em contraste,
estudos descritos por Lee et al (2017), compararam o efeito do extrato de Curcuma
xanthorrhiza e a associagdo com curcumina nas concentracdes de 10" a 10* ng/ mL contra

Streptococcus mutans. A concentragio de 10° ng/ mL dessa associagdo reduziu 76% da
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viabilidade celular. Por outro lado, concentragdes abaixo de 10* ng/ mL ndo demonstraram
efeito.

Tonon et al. (2015) testaram trés concentragdes de curcumina (0,75; 1,5 e 3 mg/mL),
irradiadas com 24, 48 ¢ 72 J/em? durante 100, 200 e 300 segundos, respectivamente a A= 450
nm, contra diferentes linhagens de Streptococcus mutans. O estudo mostrou que redugdes
mais significativas variaram de cerca de 60-70% nas concentragdes de 1,5 mg/mL irradiada
com 48 e 72 J/em?®.,

Wu et al. (2016), avaliaram a atividade de trés concentragdes de curcumina (5, 10 e 20
uM) contra Vibrio parahaemolyticus (A= 470 nm, 3,6 J/em® por 1 minuto). O estudo
demonstrou que a curcumina na concentracdo de 10 pM, reduziu o nimero de células em
aproximadamente 6,5 unidades logaritmicas, enquanto todas as células foram inibidas na
concentragao de 20 uM.

Penha et al. (2017) verificaram a atividade de 75uM de curcumina contra P. aeruginosa
ATCC 27853 (UFPEDA 416), S. aureus ATCC 25923, A. hydrophila ATCC 7966, S.
Typhimurium ATCC 14028 e E. coli ATCC 25922 (A = 470 nm, 139, 278 e 417 J/em®,
respectivamente por 10, 20 e 30 minutos). O tratamento induziu uma reducao significativa em
todas as linhagens testadas, exceto P. aeruginosa. Por outro lado, 4. hydrophila foi o bacilo
mais sensivel. A dose de 417 J/cm® foi a mais efetiva; entretanto, a redugdo celular foi
dependente do tempo de exposicdo a energia luminosa, ou seja, 30 minutos de exposi¢ao
produziu o melhor resultado. No presente estudo, a varidvel tempo apresentou resultado
semelhante.

Mahdizade-Ari et al. (2019) usaram curcumina na concentra¢do de 80 pg/mL, expondo
P. aeruginosa a luz de LED (600 mW, 445 nm, 100 Hz) e observaram que uma significativa
do niimero de células viaveis. Ja Aragjo et al. (2017), testaram cinco concentragdes da mistura
de curcumina e curcuminodides em solugdo contra S. mutans e L. acidophilus: 0,75; 1,5; 3,0;
4,0 e 5,0 g/L (A=450 nm, 19 e 47,5 mW/cmz). A mistura apresentou toxicidade em todas as
concentracoes testadas, mas o melhor resultado foi obtido com poténcia de luz méxima e
concentragio de 47,5 mW/cm®.

De acordo com Najafi et al. (2016), ao estudarem a associacdo de curcumina e
clorexidina contra A. actinomycetemcomitans, observaram que o tratamento com 5 mg/mL de
curcumina e clorexidina (CHX), empregando a LED de luz azul (400 mW/cm?, 420-480 nm,
120 J/cmz, 5 minutos), a curcumina exibiu uma CIM efetivamente maior em relagao a CHX,
maior que a associacdo do LED e ambas as moléculas, como também apenas a exposi¢ao a

fonte luminosa.
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Os resultados desse estudo para os ensaios in vitro da formacdo do biofilme
demonstraram que houve reducdo progressiva da comunidade celular observado pelo
percentual de adesdao e reducdo como mostrada na (Tabela 2, pagina 25). Nos primeiros 20
minutos de irradia¢io com a luz de LED azul emitindo energia de 28,03 mW/cm? a A=480 nm,
o percentual de adesdo foi de 40,8% caindo para 11,4 em até 120 minutos de exposicdo ao
fotossensibilizador, caracterizando baixa adesdo. Isto evidenciou uma perturbagdo nas células
na capacidade de formar biofilme. Em complemento, para as células planctonicas, verificou-
se menor reducdo menor da densidade de células, comparado com os valores de redugao do
biofilme, sugestivo da acdo da curcumina na concentracdo minima inibitoria, teve mais agao
sobre a capacidade de formar biofilme, por causar um efeito de estase e talvez morte celular,
uma vez que a TFDa estava sendo testado. Ressalta-se que a forma séssil de P. aeruginosa
pode resistir a concentragdes inibitdrias 100 vezes maiores de compostos antimicrobianos do
que seu fendtipo planctonico (CAIXETA et al., 2019).

O processo de ligagdo do microrganismo a superficie solida, formando biofilmes ¢
complexo e regulado por diversos genes, da natureza hidrofébica da superficie celular, além
de caracteristicas como substrato e meio de crescimento (DONLAN et al., 2002). A atividade
da LED de alta poténcia quando empregada de forma que perturbe a comunidade do biofilme
de P. aeruginosa provoca alteragdes moleculares podendo aumentar, diminuir ou até atuar na
inibicdo da expressdao de genes importantes nos processos de comunicacdo € manutencao
celular (GRANDCLEMENT et al., 2016).

P. aeruginosa tem extrema capacidade de se adaptar no meio, isso favorece sua
persisténcia no ambiente e fortalece sua habilidade de formar biofilmes (LUJAN et al., 2011).
Além disso, P. aeruginosa apresenta um arsenal de fatores de viruléncia que permite sua
flexibilidade facilitando a sua resposta contra diferentes estressores ambientais (QIN et al.,
2022).

Nesse ponto de vista, a TFDa pode se tornar limitada quando aplicada em
microrganismos que ja sdo intrinsecamente resistentes especialmente quando ndo ¢
empregada a fonte de luz correta, uma vez que as células microbianas irradiadas, tém a
capacidade de reparagdao no DNA (LEE et al., 2015).

A perturbacdo da estabilidade dos biofilmes bem como a suscetibilidade das células
planctonicas baseia-se ndo apenas na natureza e concentracdo do fotossensibilizador, mas
também estdo associadas a dois outros fatores principais. O primeiro ¢ a intensidade da
energia irradiada por uma fonte de luz LED; o segundo fator é o tempo de exposi¢do do

fotossensibilizador a dose (ANAS et al., 2021). Assim, em termos gerais, ¢ muito discutivel
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se o melhor tempo de exposi¢ao pode ser estabelecido para um determinado comprimento de
onda ao qual o fotossensibilizador ¢ submetido, de modo que o tratamento possa estabelecer
uma reducao distinta na densidade celular.

Méndez et al. (2019) observaram as alteragdes na formagao de biofilmes orais em 96h,
utilizando 600 pM de curcumina previamente irradiada com luz LED azul (A= 455 nm, 75
J/em® por 1, 2 e 5 minutos). Sem pré-tratamento, a curcumina afetou significativamente a
vitalidade dos biofilmes de 72h em cerca de 45%. Irradiada por 2 e 5 minutos, a curcumina
promoveu uma redugdo eficiente dos biofilmes de 72 para 96 horas, respectivamente. Para o
melhor resultado, os autores estabeleceram o tempo de irradiagdo de 5 minutos.

O estagio de maturidade do biofilme ¢ uma varidvel importante em termos da eficacia
da curcumina na inibi¢ao e perturbacao da formacao e estabilidade dos biofilmes. Isso pode
explicar a grande variacdo nos resultados entre estudos com diferentes espécies bacterianas
(MENDEZ et al., 2019), bem como diferentes isolados de uma mesma espécie (TONON et
al., 2015). Por outro lado, embora diferentes concentragdes de curcumina tenham sido
testadas, a eficacia foi alcangada em niveis muito baixos (LEE et al., 2017), o que parece ser
uma grande vantagem e seguranga.

Sreedhar et al. (2015) empregaram cucumina de 10 mg/g associada a luz azul (620
mW/cm?, 470 nm, 5 minutos) em diferentes bactérias e os resultados mostraram que quando
aplicado varios tratamentos com tempo de pré-exposicao de 5 minutos, as células reduziram
as menores quantidades.

Saitawee et al. (2018) estudaram A. actinomycetemcomitans usando LED de luz azul
(420-480 nm, 16,8 J/cmz, 1 minuto), realizando ensaios prévios sem tratamento por ativacao
com a luz, ndo mostrando redugdo significante da contagem bacteriana. Ao utilizarem a luz
azul em conjunto com a curcumina a 0,78 pg/mL, houve a redugdo total das células,
indicando que a curucumina ¢ um potente fotossensibilizador quando pré-exposto a luz azul.
Contudo, este trabalho expos a0 mesmo tempo as células e o fotossensibilizador.

Lai et al., (2021) utilizaram um complexo curcumina-fB-ciclodextrina (Cur-p-Cd) contra
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogeneses e Escherichia coli demonstrando possuir
efeitos antimicrobianos fotodindmicos causando deformacao celular, colapso da superficie e
danos na estrutura celular das bactérias, resultando no vazamento de citoplasma, evidenciados
por microscopia eletronica de varredura.

A curcumina se mostra uma op¢ao de escolha para uso na TPDa. Na literatura ¢ nitida a
dificuldade na escolha do fotossensibilizador ideal contra biofilmes. Visto que o sucesso desta

terapia na inativag¢do de biofilmes depende da penetracdo do FS no interior das células, mais
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estudos devem ser conduzidos para melhor compreensao e avaliacdo da curcumina na fungao
de FS.
Este trabalho foi desenvolvido durante a pandemia de covid-19, ainda em curso e

disserta os resultados que puderam ser alcangados.
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O ensaio demonstrou atividade inibitoria da curcumina sem causar efeito bactericida;

Os resultados sugerem que para a obten¢do de éxito no tratamento, seja necessaria a
combinacdo ideal, da fonte de energia luminosa, concentragao do fotossensibilizador e
tempo de exposi¢ao a luz;

O tempo de exposicdo a fonte luminosa e o fotossensibilizador, reduziu o percentual de

adesdo, bem como a densidade de células planctonicas.
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ABSTRACT

Light energy is known to be used to combat microbial growth. Photodynamic
antimicrobial chemotherapy (PACT) has the potential to use different naturally-occurring
compounds, such as photosensitizers. Curcumin is an example of a molecule of interest
in different areas under different optics. This systematic review surveys the aims and
scope of research on curcumin-mediated PACT published between January 2011 and
December 2020. The search was carried out in MEDLINE, PubMed, EMBASE and
Periodicos CAPES databases employing the keywords “Photodynamic antimicrobial
chemotherapy”, “photosensitizer”’, “curcumin” and the descriptor “Light-Emitting
Diode”. It was observed that in the last decade little material meeting these criteria was
published. Brazilian institutions concentrated most of their studies on cytotoxic activity.
The most recent work, however, focused on antibiofilm activity. Gram-positive bacteria
are more sensitive to curcumin-mediated PACT over a short wavelength range. Different
concentrations and exposure time of the photosensitizer were evaluated, but the amount
of information is still insufficient to establish the best treatment condition as the number
of tested pathogens is still poor.

Keywords: Photodynamic inactivation, naturally occurring photosensitizers, curcumin,
LED system.

RESUMO

A energia luminosa pode ser empregada no combate ao crescimento microbiano € a
quimioterapia antimicrobiana fotodindmica (PACT) tem o potencial de utilizar diferentes
compostos naturais como fotossensibilizadores. A curcumina ¢ um exemplo de molécula
em ascensdo em diferentes 4reas sob diferentes oOpticas. Este trabalho de revisdo
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sistematica visou elencar objetivos e escopos de pesquisas sobre a PACT mediada pela
curcumina considerando o periodo entre janeiro de 2011 e dezembro de 2020. A busca
foi realizada em bases de dados MEDLINE, PubMed, EMBASE e Periodicos capes, nas
quais utilizou-se as palavras-chave “Quimioterapia antimicrobiana fotodinamica”,

99 (13

“fotossensibilizador”, “curcumina” e o descritor “Light-Emitting Diode”. Se observou
que na ultima década pouco material foi publicado e institui¢des brasileiras concentraram
a maioria dos estudos, focados na atividade citotoxica. Entretanto, a atividade
antibiofilme foi escopo do trabalho mais recente. Bactérias Gram-positivas sdo mais
sensiveis a PACT mediada pela curcumina, numa pequena faixa de comprimento de onda.
Diferentes concentracdes e tempo de exposicao do fotossensibilizador foram avaliados,
mas os dados ainda sdo insuficientes para se estabelecer a melhor condi¢do do tratamento
porque o numero de patogenos testados ainda € pouco.

Palavras-chave: Inativacdo fotodindmica, fotossintetizadores naturais, curcumina,
sistemas de LED.
1 INTRODUCTION

Light exhibits antimicrobial properties (Kumar et al., 2016). Antimicrobial
photodynamic chemotherapy (PACT) is a technique that exploits the germicidal action of
light energy against antibiotic resistant microbes (Collin et al., 2020). The therapeutic
application of light energy was known even to ancient civilizations and has been used
intuitively for many centuries (Daniell and Hill, 1991). In 1900, Dr. Oscar Raab observed
the toxic effect of acridine orange dye against Paramecium spp., initiating a series of
experiments with photodynamic inactivation, marking the beginning of the modern
history of PACT (Rossin et al., 2020). After being forgotten for many decades, PACT has
emerged as a promising approach to antimicrobial treatment because multi-drug resistant
microbes have become a public health threat (Macdonald and Dougherty, 2001).

PACT is based on the activation of photosensitizers by light in the presence of
molecular oxygen. Under appropriate light irradiation, there is production of singlet
oxygen by energy transfer, as well as production of reactive oxygen compounds, formed
by electron transfer. These reactive oxygen compounds react rapidly with a wide
spectrum of molecules, including those found in the bacterial wall and membrane
components, leading to cell damage which ultimately leads to cell death (Le Guern et al.,
2021). Additionally, the germicidal action of PACT depends on a combination of four
factors: the type of photosensitizer, the light energy source, the wavelength and
exogenous oxygen (Araujo et al., 2017).

The light energy produced by LED lamps can be successfully employed in PACT
because its effectiveness is similar to other more expensive light sources (Takahashi et

al., 2014). The development of LED systems in recent decades has promoted their use as
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a safe method of food disinfection and water treatment (Prasad et al., 2020). LED systems
can emit wavelengths ranging from ultraviolet up to infrared (Pulli et al., 2015); LED
systems that emit wavelengths in the visible light range, however, offer important
advantages, such as safety, reduced consumption of energy and less environmental impact
(Gora et al., 2019).

Not all photosensitizers demonstrate the same photodynamic effect against
different microbes (Soria-Lozano et al., 2015). Many synthetic dyes can be used as
photosensitizers in PACT, such as toluidine blue (Hakimiha et al., 2014), eosin (Rolim et
al., 2012), methylene blue (Leonel et al., 2019), rose bengal (Guo et al., 2010) and
malachite green (Bal et al., 2019). The toxicity and environmental damage related to these
substances, however, encourages the search for new compounds (Numan et al., 2018).
The use of naturally occurring bioactive and biodegradable substances is an attractive
strategy and a current trend in terms of replacing synthetic compounds (Gongalves et al.,
2021). Natural pigments are potential candidates in PACT (Ishikawa et al., 2010) and
some studies have already been carried out with chlorophyll (Suvorov et al., 2021), indigo
(Andreazza et al., 2015) and curcumin (Santezi et al., 2021), among others.

Curcumin is a bioactive pigment obtained from Curcumin longa L. (Rodrigues et
al., 2020) and has different herbal properties (Salehi et al., 2019), which include anti-
inflammatory (Farhood et al., 2019), antitumor (Khalid et al., 2016) antioxidant (Hu et
al., 2020), neuroprotective (Tomeh et al., 2019) and antimicrobial (Moghadamtousi et al.,
2014) activities. The present work reviews the use of curcumin as a photosensitizer in

PACT, using light energy emitted by LED lamps at visible light wavelengths.

2 MATERIAL AND METHODS

Four databases were consulted: MEDLINE, PubMed, Scielo and Periodicos
CAPES. These were chosen because are indicated as the methodological guidelines for
the preparation of systematic reviews and meta-analysis by the Ministry of Health of
Brazil (2012). The research took place separately on each platform in January 2021,
covering publications from January 1%, 2011 to December 31%, 2020. The keywords
"Photodynamic antimicrobial chemotherapy"”, "photosensitizer" and "curcumin" were
used as found in any part of the text. As a second filter, the descriptor “Light-Emitting
Diode” was used. Only original open access articles published in English were selected.
Review articles of any kind, technical notes, editorials, books, theses, abstracts, articles

in press and original articles without access were excluded. Duplicate documents in the
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searched databases were also excluded. The documents were analyzed and summarized
through the construction of a table, in which the aims and results of each study was

identified.

3 RESULTS

Initially, 22 documents were identified; after applying the exclusion criteria, the
number was reduced to six. The articles were published between 2015 and 2019. A total
of five documents addressed the cytotoxic effect of curcumin-mediated PACT using LED
lamps with bacterial planktonic cells (Araujo et al., 2017; Penha et al., 2017; Lee et al.,
2017; Wu et al., 2016 and Tonon et al., 2015). The remaining work reported on the
effectiveness of curcumin-mediated LED light on the stability of biofilms (Méndez et al.,
2019).

Most studies were concentrated in South America, followed by Asia, with Brazil
being the leading country (67%) and all publications had women as first authors. No
publications meeting our criteria were identified from Africa, Europe or Oceania.
Regarding the scope of publications, the areas of concentration of studies were Dentistry
and Food Science.

Most studies evaluated the activity of curcumin against eight distinct species:
Aeromonas hydrophila (Penha et al., 2017), Escherichia coli (Penha et al., 2017),
Lactobacillus acidophilus (Araujo et al., 2017), Pseudomonas aeruginosa ( Penha et al.,
2017), Salmonella Typhimurium (Penha et al., 2017), Staphylococcus aureus (Penha et
al., 2017), Streptococcus mutans (Araujo et al., 2017, Lee et al., 2017, Tonon et al., 2017,
Tonon et al., 2017) ., 2015) and Vibrio parahaemolyticus (Wu et al., 2016). Only one
study evaluated the action of irradiated curcumin on the formation of oral bacterial
biofilms, without distinguishing the species (Méndez et al., 2019).

Curcumin activity was evaluated against Gram-positive and Gram-negative
bacteria. The studies indicated that the choice of this molecule as a LED lamp-activated
photosensitizer could be preferentially indicated against S. mutans and S. aureus. Table

1 summarizes the results of these studies.
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Table 1. Summary of studies on curcumin-mediated PACT using LED systems at visible light spectrum

(2015-2019)

27853, S. aureus ATCC 25923, A.
hydrophila ATCC 7966, S.
Typhimurium ATCC 14028 and
E. coli ATCC 25922 (A =470 nm,

other hand, A. hydrophila was the most
sensitive rod. The dose of 417 J/cm® was the
most effective; however, cell reduction was
dependent on the time of exposure to light

139, 278 and 417 J/em?® | energy; 30 minutes exposure produced the best
respectively for 10, 20 and 30 | result.
minutes).

Aims Results Reference
To test three concentrations (0.75; | The most significant reductions ranged from | Tononetal.
1.5 and 3 mg/mL), irradiated with | about 60-70% at a concentration of 1.5 mg/mL | (2015)

24, 48 and 72 J/em’ during 100, | irradiated with 48 and 72 J/cm’.

200 and 300 seconds,

respectively, (A= 450 nm) against

different strains of S. mutans.

To evaluate the activity of three | A very significant effect was observed at the | Wuetal.
concentrations (5, 10 and 20 uM) | concentration of 10 uM by a reduction in the | (2016)
against V. parahaemolyticus (A= | number of cells by approximately 6.5 log units.

470 nm, 3.6 J/cm® for 1 minute). | All cells were inhibited at 20 uM.

To assess the activity of 75uM | Treatment induced a significant reduction in all | Penha et al.
against P. aeruginosa ATCC | strains tested except for P. aeruginosa. On the | (2017)

To test five concentrations of the
mixture of curcumin  and
curcuminoids in solution against
S. mutans and L. acidophilus:
0.75;1.5;3.0; 4.0 and 5.0 g/L (A=
450 nm, 19 and 47.5 mW/cmZ,
respectively, for 5 and 2 minutes).

Curcumin showed toxicity at all concentrations
tested, but the best result was obtained with
maximum light power and concentration tested.

Araujo etal.
(2017)

To compare the effect of
Curcuma xanthorrhiza extract
and the association of the extract
with concentrations of 10° to 10*
ng/mL of curcumin against S.
mutans (A= 405 nm, 25.3 J/em?,
300 seconds).

The association of curcumin 10" ng/mL with
the plant extract reduced cell viability by 76%.
Concentrations below 10? ng/ml had no effect.

Leeetal.,
(2017)

To verify the changes in the
formation of oral biofilms within
96h, using 600 uM of curcumin
previously irradiated with blue
LED light (A= 455 nm, 75 J/cm’
for 1, 2 and 5 minutes).

Without pretreatment, curcumin significantly
affected the vitality of 72h biofilms by about
45%. Irradiated for 2 and 5 minutes, curcumin
promoted an efficient reduction of biofilms
from 72 to 96 hours, respectively. For the best
result, the authors adopted the irradiation time
of 5 minutes.

Méndez et al.
(2019)

Curcumin concentrations in these studies varied considerably. Three documents
expressed the solutions as a mass/volume ratio, in the order from 1 ng/mL to 5 g/L, with
activity observed at both 100 ng/mL and the highest concentration tested. On the other
hand, the other three studies expressed curcumin concentrations as a mass/mol/volume
ratio, ranging from 5 to 600 uM, with activity observed from 10 uM.

Four working ranges between wavelengths ranging from 405 to 470 nm were
used, representing an intensity strength from 1.2 to 60 J/s/m”. The exposure time of the

photosensitizer to the dose ranged between 2 and 30 minutes. Efficacy, however, was a
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function of several things: the concentration of the photosensitizer, the intensity of the

strength of the light source and the time of exposure to the dose.

4 DISCUSSION

Curcumin, IUPAC 1,6-heptadiene-3,5-diana-1,7-bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl), is a naturally-occurring yellow pigment with bioactive properties
reported even before the 1st century AD (Sueth-Santiago et al., 2015). Curcumin belongs
to the group of curcuminoids and is a tautomer found in enol and keto forms (Manolova
et al., 2014). The molecule is also the major compound of the crude extract of the root of
Curcuma longa L. (Zingiberaceae) (Li et al., 2011).

The use of LED light in curcumin-mediated PACT is an emerging topic, but its
use is still rare and poorly understood. The area for its use that has attracted the most
interest in recent years has been dental research (Méndez et al., 2019; Araujo et al., 2017;
Lee etal., 2017; Penha et al., 2017). The antimicrobial property of curcumin encompasses
a broad spectrum of Gram-positive and Gram-negative bacteria. The molecule acts on
bacterial growth through reactions with oxygen, interfering with the viability of
planktonic cells, as well as the mechanisms of biofilm formation (Zheng et al., 2020).
Preliminary data suggested that the antibiofilm activity of curcumin occurs via
downregulation mechanisms of important operons responsible for cell attachment to a
given substrate (Yang et al., 2020).

Disturbance of the vitality of biofilms, as well as the susceptibility of planktonic
cells is based not only on the nature and concentration of the photosensitizer but also
associated with two other main factors. The first is the intensity of the energy radiated by
the LED light source; the second factor is the exposure time of the photosensitizer to the
dose (Anas et al., 2021). Thus, in general terms, it is very debatable whether the best
exposure time can be established for a given wavelength to which the photosensitizer is
submitted, so that the treatment can establish a distinct reduction in cell density.

In addition, alongside extracellular matrix constituents, the stage of biofilm
maturity is an important variable in terms of the effectiveness of curcumin in inhibiting
and disturbing the formation and stability of biofilms. This may explain the wide variation
in results between studies with different bacterial species (Méndez et al., 2019), as well
as different strains of the same species (Tonon et al., 2015). Additionally, although
different concentrations of curcumin were tested, effectiveness was achieved at very low

levels (Lee et al., 2017), which seems to be a great advantage.
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Curcumin has its highest absorption peak in the blue light range (455-460 nm) and
can be used as a photosensitizer at 400-500 nm range. Although great sensitivity of 4.
hydrophila to the photosensitizer has been demonstrated, Gram-negative bacteria were
less susceptible to curcumin-mediated PACT with LED systems than Gram-positive
bacteria. The cellular targets of therapy are the cell wall and cytoplasmic membrane.
Because Gram-negative bacteria have a complex outer membrane with two lipid layers
that act as a physical and functional barrier between cells and the environment, they are
less sensitive than Gram-positive, whose walls are thick and have greater porosity and
permeability (Penha et al. al., 2017).

Although, in light of the aims and criteria established in this systematic review,
few articles on the subject were revealed, it was observed that the application of curcumin
as a photosensitizer is a topic of interest, especially with regard to the understanding of
cytotoxicity. Furthermore, the use of curcumin in PACT is an emerging issue, given that
only one article was published between 2010 and 2015 (Tonon et al., 2015). On the other
hand, since then, the number of publications has increased significantly. Their leading
theme has been to seek for an understanding of the photosensitizer in the evaluation of

biofilm stability, especially of representative members of the oral microbiota.

5 CONCLUSION

The use of curcumin as a photosensitizer in PACT is a recent topic and over the
last decade different bacteria have been tested for susceptibility, attracting the interest of
dental researchers and the food industry. Brazil has led in the number of publications on
the subject with new research directions bringing to light the effect of curcumin-mediated

PACT for understanding of the mechanisms of inhibition of biofilm formation.
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