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TERAPIA FOTODINAMICA EM INFECGAO INDUZIDA POR
Pseudomonas aeruginosa MULTIRRESISTENTE. ESTUDO IN VIVO

Maria Cristina Eiko Hashimoto

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi verificar se a PDT pode reduzir infecgdo local em
queimaduras de 3° grau infectadas por P. aeruginosa MR em camundongos e
prevenir bacteremia. In vitro, a PDT foi realizada com azul de metileno (AM)
associado a laser de A.=660 nm em P. aeruginosa ATCC 27853 (PaATCC) e multi-
resistente (PaMR). HB:La*® foi irradiada com LED azul e vermelho em cepas de
PaMR. Verapamil® (Vp) foi testado como inibidor de bombas de efluxo associado
tanto a HB:La** como a AM. In vivo, foi realizado teste de letalidade para a HB:La™ e
desenvolvido um modelo de infecgcdo em queimaduras de 3°. grau em camundongos
onde a PDT foi realizada em uma e duas sessbes. O numero de UFC/mL de PaMR
apos a PDT foram avaliadas localmente e na circulagdo sanguinea, e os animais
foram observados quanto ao tempo de sobrevivéncia. In vitro, ocorreu reducado de um
log de PaATCC apds 8 Jicm? e de PaMR apés 32 J/cm?. HB:La*® reduziu 5 logs de
PaMR apos 24 Jicm® Nao houve diferenca quando Vp foi associado a HB:La™,
porém quando associado a AM a redugéo foi de 2 logs apés 16 Jicm? In vivo, o
modelo de queimadura e infecgao proposto foi capaz de induzir infecgao letal em 24
horas. O teste de letalidade para HB:La™ nao demonstrou efeito letal em
camundongos. PDT reduziu 2 logs de PaMR localmente, retardou bacteremia e
manteve a carga bacteriana sanguinea 2 logs menos comparados ao controle. A
PDT, em uma e duas sessdes, aumentou o tempo de sobrevida dos animais em 24
horas. Concluséao: In vitro, PaMR necessita de uma taxa de fluéncia maior para ser
eliminada do que PaATCC; houve maior reducdo de PaMR utilizando HB:La™
quando comparado a AM. Nao houve diferenca quando Vp foi associado a HB:La*,
mas a redugao de PaMR foi maior com AM associado a Verapamil. In vivo, o modelo
de queimadura e infecgdo induziu infecgao letal; HB:La™ nao causou efeito letal; PDT
reduziu PaMR localmente, retardou bacteremia, manteve a carga bacteriana
sanguinea mais baixa e aumentou a sobrevida dos camundongos. Nao houve

diferenca quando a PDT foi realizada em uma ou duas sessoes.
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PHOTODYNAMIC THERAPY IN INDUCED INFECTION BY MULTI-RESISTANT
Pseudomonas aeruginosa. IN VIVO STUDY

Maria Cristina Eiko Hashimoto

ABSTRACT

The aim of this study was verify if PDT can reduce a local infection in third degree
burned mice infected with multi-resistant P. aeruginosa (MRPa) and avoid bacteremia.
In the first part of the study, PDT was performed in vitro, on P. aeruginosa ATCC
27853 (ATCCPa) and multi-resistant P. aeruginosa (MRPa), using methylene blue
(MB) associated to A=660nm laser. Hypocrellin B:lanthanum (HB:La™) was
associated to blue and red LED on MRPa and Verapamil® was tested as efflux pump
inhibitor associated both to HB:La™ and AM on MRPa. In the in vivo study, lethality
test for HB:La*® was performed and a model infection for third degree burned mice
was developed where PDT was performed using single and double session. Number
of viable cells of P. aeruginosa MR after PDT was assessed both in burn wounds and
in bloodstream, as well as animals were observed for survival. In vitro, ATCCPa
reduction was 1 log after 8J/cm? and MRPa reduction was 1 log after 32J/cm?. MRPa
reduction with HB:La** and with HB:La"*/Verapamil was 5 logs after 24J/cm?. MRPa
reduction with AM/Verapamil was 1 log after 16J/cm? and 2 logs after 64 J/cm?. In
vivo, the infection model induced death in mice within 24h and HB:La*® did not cause
lethal effect in mice. PDT reduced 2 logs of MRPa in burn wounds, delayed
bacteremia and kept bacterial levels in bloodstream 2 logs lower compared to control
group. Mice PDT-treated survived 24h more than control group and there was not any
difference between single or double-PDT. Conclusion: in vitro, MRPa needs more
fluence rate for killing by PDT than ATCCPa; there was more MRPa killing using
HB:La"™ compared to MB; there was not difference when HB:La"® was associated to
Verapamil but AM associated to Verapamil increased MRPa killing. In vivo, the
infection model proposed induced death in mice in 24h; HB:La" did not cause lethal
effect in mice; PDT reduced MRPa in burn wounds, delayed bacteremia, kept lower
bacterial levels in bloodstream and increased the mice survival time in 24h. There was

not any significant difference when single or double PDT was performed.
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1. INTRODUGAO

A resisténcia microbiana a antibioticoterapia é assunto de preocupacao
mundial e infecgbes causadas por patdgenos oportunistas lideram a principal
causa de morbidade e mortalidade em pacientes imunossuprimidos e
imunocomprometidos (SUAREZ et al., 2009).

Pacientes com queimaduras severas se enquadram nesta categoria por
apresentar um quadro de imunossupressao e maior susceptibilidade a infecgcdes
devido a destruicao das barreiras cutdneas que servem como protecéo a invasao
de agentes externos. Também, proteinas desnaturadas presentes no local da
queimadura proporcionam um ambiente nutricional favoravel ao desenvolvimento
microbiano (KUMA et al., 2002 e CHURCH et al., 2006).

Complicagdes causadas por acidentes com queimaduras merecem atengao
especial, uma vez que estas sao consideradas uma das formas bastante comuns
de trauma. Segundo dados da OMS (Organiza¢gdo Mundial de Saude), ocupam o
segundo lugar entre as injurias fisicas decorrentes de acidentes (SUAREZ et al.,
2009).

Individuos com sérias injurias termais necessitam de hospitalizagao
imediata, uma vez que a integridade da pele é importante para a manutengao da
homeostase de fluidos corpéreos e termo-regulacdo. Dentro de ambientes
hospitalares, principalmente nos centros de tratamento de queimados, € comum a
presenca de cepas antibidtico-resistentes. VOSTRUGINA et al., em 2006,
demonstrou que microrganismos isolados em centros de tratamento de
queimados mostraram um maior aumento a resisténcia a antibidticos. Dessa
forma, uma infecgdo local se torna potencialmente perigosa e muito dificil de ser
controlada, uma vez que acomete rapidamente a circulagdo sanguinea do
paciente fazendo com que esta bacteremia atinja niveis muito elevados e evolua
facilmente para sepse, levando estes pacientes a débito.

Pseudomonas aeruginosa é considerado um dos principais patoégenos que
representam ameaca a vida em ambientes hospitalares (PRUITT et. al, 1998 e
CUNHA et al.,, 2001). Recente estudo mostrou que infec¢bes causadas por P.

aeruginosa sao em sua maioria adquiridas em ambientes hospitalares e podem
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evoluir rapidamente para septicemia, podendo ter como consequéncia a morte do
paciente (SUAREZ et al., 2009).

Infecgbes superficiais como as queimaduras sao particularmente trataveis
através da terapia fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy), devido a
imediata acessibilidade ao local tanto pelo fotossensibilizador (Fs) quanto pela
fonte de luz. A terapia fotodinamica tem sido sugerida como uma alternativa para
o tratamento de infeccbes locais, uma vez que estudos demonstram que
microrganismos, tais como bactérias, fungos e virus, podem ser inativados
através da PDT (PERLIN et al., 1987; WILSON et al., 1992; ZEINA et al., 2001;
PRATES et al., 2007; GARCEZ et al., 2007; GARCEZ et al., 2008; ZOLFAGHARI
et al., 2009; LEE et al., 2010; CHABRIER-ROSELLO et al., 2010).

Trabalhos na literatura reportam a susceptibilidade de espécies antibiotico-
resistentes a PDT (WAINWRIGHT et al., 1998; SONCIN et al., 2002; ASHKENAZI
et al., 2003). Além disso, repetidas fotossensibilizagdes de células microbianas
nao induzem a uma selecdo de cepas resistentes (LAURO et al., 2002;
LUKSIENE et al., 2009, MAISCH, 2009). Neste contexto, a utilizagado da terapia
fotodindmica antimicrobiana como tratamento de infeccbes locais em pacientes
com queimaduras severas poderia ser extremamente interessante, considerando
que a reducdo microbiana no local da lesdo pode prevenir a invasdo de
microrganismos oportunistas na circulagdo sanguinea, de forma a evitar a

septicemia e, conseqlientemente, o 6bito destes pacientes.
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2. OBJETIVOS

Gerais:

o Desenvolver um modelo de queimadura de 3°. grau em camundongos;

° Desenvolver um modelo de infeccéo local e sistémica por P. aeruginosa
MR em camundongos com queimaduras de 3°. grau;

° Investigar a ag&o da terapia fotodindmica no modelo de infecgéo proposto.

Especificos:

In vitro:

o Investigar a agédo da terapia fotodindmica com AM associado a laser de
A=660nm em duas cepas distintas de P. aeruginosa: ATTC 27853 (PaATCC) e
multirresistente (PaMR);

° Investigar a reducédo de PaMR in vitro apos terapia fotodinamica com
HB:La" associada a LED de A=460nm+20nm e A=645nm+10nm;

o Investigar a acdo de um inibidor da atividade de bombas de efluxo

associado a AM e HB:La"> em cepas de PaMR;

In vivo:

° Realizar teste de letalidade para HB:La*>;

° Investigar a redugao de PaMR localmente apés PDT;

° Investigar a PDT em sess&o uUnica e em duas sessdes na prevengado de

infeccao sistémica em camundongos;

° Avaliar o tempo de sobrevida dos camundongos ap6s a PDT.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Queimaduras

As queimaduras s&o lesbes na pele, provocadas geralmente pelo calor ou
pelo frio, mas que podem também ser provocadas pela eletricidade ou por contato
com certos produtos quimicos, por radiagcdes, ou até por friccdo. A queimadura
compromete a integridade funcional da pele, responsavel pela manutengdo da
homeostase hidroeletrolitica, controle da temperatura interna, lubrificacdo da
superficie corporal e principalmente barreira externa contra infecgdes. Portanto, a
magnitude do comprometimento dessas fungdes depende da extensdo e
profundidade da queimadura (SHERIDAN, 2003).

De acordo com a profundidade, as queimaduras podem ser classificadas

de acordo com o quadro 1:

Quadro 1: Classificagdo das queimaduras de acordo com a profundidade

Lesdo de 1°. Grau | Atinge a epiderme e ndo provoca alteragdes na
hemodindmica. Clinicamente caracteriza-se por eritema e

dor local sem a presenca de bolhas

Lesdo de 2°. Grau | Atinge tanto a derme quanto a epiderme. A caracteristica

mais marcante em humanos é a presenca de bolhas

Lesdo de 3° Grau | Atinge todas as camadas da pele e pode atingir também
outros tecidos como musculos e o0ssos. A lesédo
caracteristica apresenta-se com aspecto duro, inelastico,
esbranquicado ou marmoéreo, perda de sensibilidade no
local, presenca de vasos trombosados e areas de

hialinizacao

(CONNOR-BALLARD, 2009)

No entanto, muitas vezes a diferenciagédo entre os graus de lesdo pode ser
dificil e o diagndstico de certeza s6 pode ser realizado através de histopatologia
do tecido.

A injuria térmica provoca no organismo uma resposta local que se

manifesta por necrose de coagulagao tecidual e progressiva trombose dos vasos
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adjacentes num periodo de 12 a 48 horas. A ferida da queimadura a principio &
estéril, porém o tecido necrético rapidamente pode ser colonizado por bactérias,
evoluindo rapidamente para uma bacteremia (LEAO, 1999).

Nas grandes queimaduras, além da resposta local, o dano térmico
desencadeia ainda uma reagdo sistémica do organismo, em consequéncia da
liberacdo de mediadores pelo tecido lesado. Nas queimaduras extensas, o
sistema imune é incapaz de delimitar a infeccdo, que, sistematizando-se, pode
dificultar a sobrevida nesses casos. (HETTIARATCHY et al., 2004).

Os riscos gerais do paciente queimado dependem fundamentalmente da
extensao da area queimada, sendo a repercussao sistémica proporcional a area
afetada. Essa area é calculada em porcentagem da superficie corporal total (SC),
sendo consideradas apenas as areas queimadas com profundidade de segundo e
terceiro graus.

A queimadura compromete a integridade funcional da pele, responsavel
pela homeostase hidroeletrolitica, controle da temperatura interna, flexibilidade e
lubrificagdo da superficie corporal. Portanto, a magnitude do comprometimento
dessas funcbes depende da extensdao e profundidade da queimadura
(SHERIDAN, 2003).

Para uma avaliagdo mais precisa da extensdo da queimadura em
humanos, existe um método denominado regra dos nove de Wallace, ou seja:

e cabeca e pescogo 9%

e membro superior 9% (x2)

e quadrante do tronco 9% (x4)

e coxa9 (x2)

e perna e peé 9% (x2)

e genitais e perineo 1%
Total= 100%

As queimaduras de segundo e terceiro graus que acometem acima de 15%
da superficie corpdrea (SC) em adultos, e 10% em criangas sdo consideradas
graves e requerem hospitalizagao imediata.

O grande risco para estes pacientes € que grande parte do corpo fica
exposta ao ambiente hospitalar devido a destruicdo da barreira cutanea. Todo o

local da queimadura torna-se um ambiente propicio a colonizacido bacteriana pela
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presenca de proteinas desnaturadas e esta infeccao local quando nao controlada,
se alastra e atinge a circulagdo sanguinea. O quadro de imunossupressdo que o
paciente queimado geralmente apresenta contribui para que esta bacteremia
atinja niveis muito elevados e evolua rapidamente para sepse, podendo levar

estes pacientes a o6bito.

3.2. Bacteremia e Sepse

A bacteremia é o principal meio pelo qual as infecgdes locais se espalham
para 6rgaos distantes, conhecido como dispersdo hematdgena. Esta geralmente é
temporaria, devido a uma resposta vigorosa do sistema imune quando a bactéria
€ detectada no sangue. A bacteremia, freqUentemente exige uma resposta
vigorosa do sistema imune e os diversos acontecimentos relacionados a esta
resposta como febre, calafrios ou hipotensdo sdo conhecidos como sepse. No
caso de disturbios mais severos na temperatura, respiracao, batimento cardiaco
ou contagem de células brancas do sangue, a resposta é caracterizada como
sindrome séptica, choque séptico, e pode resultar em sindrome de disfungéo
multipla de 6rgaos (TAVARES e MARINHO, 2007).

A bacteremia € um critério de diagndstico para a sepse, representando
grande perigo para pacientes queimados devido ao aumento de mediadores
inflamatérios, que por sua vez, pode predispor ao desenvolvimento de faléncia
multipla dos o6rgados que € a principal causa de mortalidade em pacientes
queimados (KUMA et al., 2002; FITZWATER et al., 2003).

A septicemia € uma infeccdo geral grave do organismo por germes
patogénicos e se refere a presenga de bactérias ou suas toxinas na circulagéo
sanguinea e pode ser definida como o conjunto de manifestagdes patologicas
devido a invasdo, por via sanguinea, do organismo por germes patogénicos
provenientes de um foco infeccioso. A sepse ou septicemia € uma urgéncia
infecciosa e muitas vezes ndo se pode aguardar os resultados dos exames
laboratoriais para se iniciar a terapia antimicrobiana.

Os macrofagos, que séo células do sistema imune do hospedeiro, se ligam
a membrana externa das bactérias compostas principalmente por
lipopolissacarideos (LPS), e uma vez ligados desencadeiam a ativagdo do
sistema imune. Com a ativacdo do sistema imune, sdo produzidos fatores

ativadores de plaquetas e citocinas antiinflamatérias. A sepse leva a formagao de
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substancias pré-coagulantes e a diminuicdo de substancias anticoagulantes. Com
isso hda a formagdo de microtrombos, podendo desencadear coagulagao
intravascular disseminada (CIVD), hemorragias e disfungdo em multiplos 6rgéaos
(TAVARES e MARINHO, 2007).

A descoberta dos antibiéticos modernos permitiu num primeiro instante, o
controle eficaz dessas infeccdes. No entanto, devido a velocidade com que estes
microrganismos sofrem mutacées e desenvolvem mecanismos de resisténcia a
esses farmacos, tais infecgdes em organismos enfraquecidos, debilitados ou no
caso de defesas imunitarias insuficientes se tornam potencialmente perigosas.

Apesar dos avangos no que diz respeito ao tratamento de queimados, a
principal causa de mortalidade desses pacientes ainda é a infec¢cédo oportunista e
suas consequéncias posteriores. Sendo assim, o tratamento de tais enfermidades

ainda é considerado um desafio na pratica clinica (FITZWATER et al., 2003).

3.3. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é atualmente considerada um dos principais patogenos
encontrados em ambientes hospitalares que representam risco potencial a vida de
pacientes imunocomprometidos e imunossuprimidos, como é o caso de pacientes
com queimaduras severas, além de ser responsavel por outros tipos de infecgcdes
secundarias de dificil tratamento como infec¢des do trato urinario e respiratério,
dermatites, infeccbes de tecidos moles, 6sseas e articulares, gastrintestinais e
uma ampla variedade de infeccbes sistémicas, podendo levar a bacteremia
septicemia e morte (CUNHA et al., 2001).

Infecgbes por P. aeruginosa, quando acomete a circulagdo sanguinea do
paciente representa altos indices de mortalidade, além de altos custos para o seu
tratamento (MICEK et al., 2005).

Recente estudo mostrou que infecgdes sanguineas causadas por P.
aeruginosa sao em sua maioria adquiridas em ambientes hospitalares e evoluem
rapidamente para septicemia (EDWARD-JONES e GREENWOOD, 2003).

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa medindo aproximadamente
0,5um a 0,8um por 1,5um a 3um. O teste conhecido como coloragédo de Gram,
classifica as bactérias em Gram-positivas ou Gram-negativas, de acordo com a
composicao e estrutura da parede celular. As bactérias Gram-positivas

apresentam na composi¢cdo desta parede, proteinas, lipidios, acidos teicdicos e
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peptiteoglicanos, que sao encontrados em maior quantidade nas bactérias Gram-
positivas, proporcionando maior rigidez e espessura da parede celular. As
bactérias Gram-negativas possuem parede celular menos espessa, porém
apresentam uma membrana externa composta por fosfolipideos, lipoproteinas e
lipopolissacarideos (LPS) que recobre a camada de peptiteoglicano, compondo
entdo uma dupla membrana (SALTON e KIM, 1996). A baixa permeabilidade
desta membrana constitui uma barreira efetiva contra produtos téxicos a célula
provenientes do ambiente externo, em particular os antibiticos e também os Fs
(NIKAIDO, 1989).

P. aeruginosa possui a capacidade de crescer em ambiente pobre em
nutrientes, o que lhe confere uma caracteristica de grande resisténcia. A
temperatura ideal para crescimento é de 37°C, mas pode crescer em
temperaturas acima de 42°C. Possui dois pigmentos importantes, com variagoes
de acordo com o fendtipo bacteriano que sdo a pioverdina, capaz de exibir
fluorescéncia no ultravioleta e a piocianina, que é produzida quando ha escassez
de ferro no meio e é responsavel pela tonalidade azul-esverdeada da coldnia
bacteriana (FITZWATER et al., 2003).

Para iniciar a infecgdo, P. aeruginosa necessita primeiramente de uma
quebra na primeira linha de defesa, ou seja, no caso das queimaduras de 3°.
grau, a destruicdo da derme e epiderme sdo a porta de entrada para esses
microrganismos oportunistas. Desvios da normalidade cutanea, por exemplo, por
traumas ou cirurgias ou ainda a ruptura do equilibrio da flora bacteriana normal da
mucosa pelo uso de antibidticos de amplo espectro também podem favorecer a
entrada destes microrganismos na circulagdo sanguinea do paciente, assim como
alteragdes do mecanismo imunolégico ou defeitos no mecanismo de limpeza da
mucosa podem contribuir para a instalagdo de uma infeccéo.

No caso de uma queimadura, o primeiro passo para a infeccdo € a
colonizagao do epitélio alterado. A aderéncia de P. aeruginosa ao epitélio alterado
segundo ALLEN et al, 2005 é mediado pelo pili tipo 4, uma estrutura que confere
tanto aderéncia como motilidade a esta bactéria. Os flagelos, que sé&o
primariamente responsaveis pela motilidade, também atuam como adesinas as
células epiteliais, favorecendo entdo o inicio da infeccdo (VAN DELDEN e
IGLEWSKI, 1998).
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A piocianina, presente na maioria das cepas de P. aeruginosa, reduz a
capacidade de defesa do hospedeiro, uma vez que a sua producao leva a
diminuicdo de neutrdfilos, e dificulta também o processo de cicatrizacdo das
gueimaduras, por ser potente inibidor da proliferacédo de fibroblastos (ALLEN et
al., 2005; MULLER et al., 2009). Portanto, a presenca de P. aeruginosa nas
gueimaduras significa um risco maior de bacteremia ao paciente queimado, ja que
a presenca destes fatores de viruléncia interfere no fechamento da ferida,
favorecendo a entrada de microrganismos na circulagado sanguinea.

ApoOs a colonizagdo, P. aeruginosa produz produtos extracelulares que
podem causar extensos danos aos tecidos, invasao circulatéria e disseminacao
sistémica, entre elas a exotoxina A, elastases e protease alcalina.

Exotoxina A é produzida pela maioria das cepas de P. aeruginosa que
causam infecgdes clinicas, sendo a responsavel pela destruicdo dos tecidos,
invasdo bacteriana e inibicado da atividade dos macrofagos.

As enzimas elastases LasA/LasB e protease alcalina desempenham
importante papel durante a fase aguda da infec¢éo pois possuem a habilidade de
destruir a proteina elastina, um importante componente de vasos sanguineos
responsavel pela resiliéncia. A elastase LasB, além de degradar elastina, degrada
também fibrina e colageno, dificultando a formag&o de nova derme e epiderme
(NICAS e IGLEWSKI, 1985).

Algumas cepas de P. aeruginosa desenvolveram um mecanismo de
resisténcia denominado bombas de efluxo MDR (multi-droga resistente), que sao
reconhecidos como um dos principais mecanismos de resisténcia microbiana a
muitas classes de antibidéticos e que consistem de proteinas localizadas na
membrana externa dessas bactérias que bombeiam substancias para fora das
células, incluindo os antibiéticos e também os Fs. No entanto, a expressao destas
bombas varia de cepa para cepa, mesmo se tratando de uma mesma espécie
bacteriana (TEGOS et al., 2006; TEGOS et al., 2008, TSENG et al, 2009).

Nas ultimas décadas, P. aeruginosa tem ocupado o lugar de maior
patdogeno oportunista com papel importante em infecgdes que representam
ameaca a vida em ambientes hospitalares. Diversidade metabdlica, capacidade
de transporte e adaptabilidade regulatéria permite a P. aeruginosa predominar e
competir com outros microrganismos em varios nichos ecologicos (PRUITT JR,

1998 e CUNHA et al., 2001). Além da adaptagao proporcionada pelo processo
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regulatério, adaptagdes as mudangas ambientais tém facilitado o aparecimento de
subpopulagdes. Quando introduzido a uma nova condi¢gdo, o gendtipo ancestral
rapidamente se diversifica, produzindo uma gama de gendtipos morfologicamente
distintos com um ganho funcional, que sdo mantidos por selegdo. Este é
basicamente o principio da resisténcia bacteriana (RAINEY e TRAVISANO, 1998;
SPIERS et al., 2002).

A terapia fotodindmica surge entdo nesse cenario como uma promissora

alternativa de tratamento.

3.4. Terapia fotodinamica
3.4.1. Conceito

A terapia fotodindmica consiste em uma modalidade de tratamento que
requer o uso de um fotossensibilizador (Fs) capaz de ser absorvido pela célula
alvo e de uma fonte de luz de comprimento de onda (1) ressonante com o agente
fotossensibilizador. Estes fotossensibilizadores absorvem a energia luminosa e
sao levados a um estado excitado, que por sua vez interagem com o oxigénio do
meio, e espécies altamente reativas de oxigénio, como radicais livres e oxigénio
singleto sdo produzidos resultando em injuria e morte celular (DOUGHERTY et
al., 1998; KESSEL et al., 2004; OLGIBY, 2006).

As espécies reativas de oxigénio podem ser responsaveis pela indugao de
reacdes em cadeia de componentes celulares, bem como pela oxidagao de uma
ampla variedade de biomoléculas, levando dessa forma a morte da célula alvo.

O efeito fotodindmico no qual se baseia a PDT ocorre quando a molécula
do fotossensibilizador absorve um féton, que por sua vez sai de seu estado
fundamental e vai para o estado excitado singleto. Neste momento, pode ocorrer
a perda de energia por processos de fluorescéncia ou conversao interna do
estado excitado para o estado fundamental e/ou ocorrer o processo de
cruzamento entre sistemas, levando a molécula para o estado excitado tripleto.
Uma vez no estado tripleto, a molécula pode ainda perder energia excedente via
emissao fosforescente (SIBATA et al., 2000). O fotossensibilizador em seu estado
tripleto excitado pode interagir com o meio através de dois processos distintos
denominados de mecanismo tipo | e tipo Il. No mecanismo tipo |, as reagcdes de
transferéncia de elétrons ocorrem entre o Fs e o substrato, ou seja, o meio

bioldgico, o solvente ou ainda outra molécula do Fs, formando entdo espécies
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altamente reativas e radicais livres. No mecanismo tipo Il, ocorre transferéncia de
energia do Fs ao oxigénio no estado fundamental, havendo a formacdo de
oxigénio singleto. O oxigénio neste estado € quimicamente muito ativo e pode
induzir varias reacdes em cadeia com componentes da célula tais como DNA,
proteinas, fosfolipidios da membrana celular, tendo como resultado a morte da
célula (OSCHNER et al., 1997; HULTEN et al., 1999; MOOR et al., 2000). Ambos
0sS mecanismos levam ao estresse oxidativo, originando lesGes na célula alvo.
Esses processos podem ser mais facilmente compreendidos através do diagrama

de niveis de energia também conhecido como Diagrama de Jablonski (Figura 1).

Si A

CIS , . .
espécies reativas de O,

Tipo 1
T, / e radicais livres
]

Tipoll  0,= 0, singleto

d; |

Fos Estresse oxidativo

v |

SO_

Energia

Morte celular

Figura 1 - Diagrama de Jablonski modificado. Processos fotoquimicos sofridos
pelos Fs. S, corresponde ao estado singleto fundamental, S, ao estado excitado
singleto, A a absorcdo, F a fluorescéncia, Cl a converséo interna, CIS ao
cruzamento intersistemas, Fos a fosforescéncia e T1 ao estado tripleto do Fs.
(Modificado de JOSEFSEN e BOYLE, 2008).
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Todas essas reagdes dependem dos respectivos rendimentos quanticos
para que ocorra cada uma delas, ou seja, dependem da quantidade relativa de
reacdo obtida por féton absorvido pela molécula. Dessa forma, o rendimento
quantico para o estado tripleto depende da velocidade dos processos de CIS
(cruzamento intersistemas), Cl (converséo interna) e F (fluorescéncia), sendo
estas dependentes da molécula e do meio em que se encontram (SIMPLICIO et
al., 2002).

3.4.2. Histoérico

Existem relatos na literatura da utilizagao de cerca de 4000 anos atras, de
povos egipcios que associavam ingestao de plantas com a exposi¢céo a luz solar
para tratamentos de doengas como o vitiligo (STERNBERG et al., 1998; DANIEL
etal., 1991).

Em 1900, Oscar Raab em experimento com o organismo unicelular
paramécio, descobriu acidentalmente que se colocasse esse organismo injetado
com corante em contato com a luz solar, a célula morria em seis minutos, nao
ocorrendo 0 mesmo quando o organismo era colocado em um recipiente escuro.
Em outro experimento, utilizando corantes em placas de Petri contendo
protozoarios, observou-se que, quando os experimentos eram realizados durante
o dia, ocorria morte destes organismos, o que nao ocorria quando eram
realizados durante a noite. A partir dai, o autor provou a conexao entre a ativacao
desses corantes pela luz com resultados terapéuticos.

Em 1903, Niels Finsen descobriu que o tratamento com luz poderia
controlar as manifestacdes na pele da tuberculose, uma doenca muito comum na
época (EDELSON et al., 1988).

Apesar destes relatos, a PDT propriamente dita comecou a ser utilizada
apenas a partir dos anos setenta, com as investigacbes sobre o uso dos
derivados da hematoporfirina (HpD) associados a lasers de baixa intensidade
para tratamento de neoplasias. Na década de 70, com o advento do Photofrin®,
um derivado hematoporfirinico, a PDT foi reconhecida como técnica de tratamento
de céancer (VENEZIO et al., 1985; DOUGHERTY et al.,, 1993). Porém, somente
em meados dos anos 90 é que o Photofrin foi aperfeicoado e aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration — EUA) para uso clinico como Fs (DOUGHERTY
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et al., 1998), sendo posteriormente aprovado em paises como Franga, Canada,
Alemanha, Jap&o, Holanda e Brasil (SIMPLICIO et al., 2002).

3.5. Fotossensibilizadores

Fotossensibilizadores dentro da terapia fotodindmica sao as ferramentas
que permitem a transferéncia da energia luminosa em um tipo de reagdo quimica,
cujos produtos finais resultam numa rapida cito e vasculo-citotoxicidade que séo
condigdes indispensaveis para a terapia fotodinamica (KONAN et al., 2002).

Para que um composto seja considerado um bom fotossensibilizador deve
apresentar algumas propriedades como alto coeficiente de absorgao na regiao do
espectro de excitagdo da luz, estado tripleto de apropriada energia, alto tempo de
vida do estado tripleto e alta fotoestabilidade (DE ROSA e CRUTCHLEY, 2002).

Deve-se levar em consideracdo também uma baixa toxicidade, eficiéncia
fotoquimica, seletividade pela célula alvo e estabilidade biolégica (WAINWRIGHT
et al., 1998).

3.5.1. Azul de metileno (AM)

O azul de metileno é um Fs pertencente a familia das fenotiazinas, com
uso bastante estabelecido na literatura (WAKAYAMA et al., 1980; ITO, 1983;
MENEZES et al, 1990; WILSON et al, 1993; WILSON et al, 1995;
WAINWRIGHT et al., 1996; WAINWRIGHT et al., 1997).

O azul de metileno € um composto heteroaromatico triciclico (Figura 2)
que, em baixas concentragbes nao produzem agao citotéxica e nem danos as
células humanas como queratindcitos e fibroblastos (WAINWRIGHT et al., 1998).

Possui bandas de absorgéo entre A=550nm e 670nm (Figura 3).

N
1L

CHg CI CHa

Figura 2: Formula estrutural do AM
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Figura 3: Espectro de aborgao 6ptica do AM

3.5.2. Hipocrelina B: lantanio (HB:La"?)

Hipocrelina B (HB) é um fotossensibilizador de ultima geracéo, oriundo de
um pigmento nativo extraido do fungo Hypocrella bambusae, frequentemente
encontrado em florestas asiaticas, principalmente em paises como a China e Sri
Lanka. Este composto tem sido alvo de estudos nas duas ultimas décadas devido
a possibilidade de uso como agente fotossensibilizador. Possui fortes bandas de
absorcdo em A=460nm, A=546nm e A=584nm (MA et al, 2001; DIWU et al.,
1992).

As hipocrelinas sdo usadas como agentes medicinais populares para
tratamento de doencas de pele, particularmente em paises da Asia, tendo sido
relatados sua aplicacdo também em casos de artrite reumatdide e doencas
gastricas (ALl et al., 2002; CHALOUPKA et al., 1998).

A primeira evidéncia da possibilidade de utilizacdo da hipocrelina como
agente fotossensibilizador se deu no final dos anos 50 através de um caso onde
se deu a administracdo oral de hipocrelina e observou-se sensibilidade da pele a
luz visivel. Posteriormente, por volta dos anos 80, foi observado que a
fotossensibilizagdo ocorria apenas em ambientes ricos em oxigénio. A partir dai
comegaram as investigagcdes sobre a possibilidade de seu uso como agente
fotossensibilizador (MEI et al., 1958; WAN et al., 1981).

A utilizacdo da hipocrelina é conhecida na medicina popular chinesa por

varios séculos, visto que apresenta baixa toxicidade. Sao de facil preparo, de
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purificacdo simples e alta farmacocinética, além de apresentar bandas de
absorgao no visivel de A=400nm até aproximadamente A=600nm (DIWU et al,,
1992; HALDER et al., 2005; ZHOU et al., 2005).

Quando associada a ions lantanio, ocorre aumento de absorcao e
deslocamento da banda para a regido do vermelho (TOFFOLI et al, 2008).
Portanto, complexos de HB com ions metalicos possui propriedades Opticas e
fotodinadmicas mais notaveis. A figura 4 mostra a estrutura quimica da Hipocrelina
B (HB).

Figura 4 - Hipocrelina B (C30H2400)

A figura 5 ilustra a estrutura quimica da Hipocrelina B associada a ions
lantanio (HB:La"®).

Figura 5 - Hipocrelina B associada a lantanio (HB:La*?)
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A figura 6 mostra o espectro de absorcao éptica de solugdes de HB e
HB:La"™. Pode ser observado que HB:La" apresenta uma banda de absorgéo

muito maior no visivel, indo de A= 400nm a A= 650nm.

--e--HB
HB:La> (1:2)

densidade éptica(u.a.)

T T T T T T T T T T T T v
350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 6 - Espectro de absorgéo de HB e HB:La*?® (Toffoli et al., 2009)

Recente estudo com o microorganismo Candida albicans mostrou que
apenas 10uM de HB:La"™ seguidos de 10s de irradiagao foram necessarios para

eliminar totalmente células em cultura (TOFFOLI et al., 2009).

3.6. Fontes de luz

As primeiras fontes de luz utilizadas em terapia fotodindmica foram
lAmpadas convencionais. Estas apresentavam um forte componente térmico,
além de serem néo coerentes e policromaticas (ACKROYD et al., 2001).

Lasers se tornaram fontes padrao para aplicagcdes em PDT, por seu carater
monocromatico, facilidade de acoplamento de fibras dpticas, poténcia controlada
de saida e variedade de comprimentos de onda.

Os diodos emissores de luz (LEDs) passaram a ser utilizados, uma vez que
estes também apresentam poténcias adequadas, e também estéo disponiveis em
varios comprimentos de onda. Somado a seu baixo custo, tornou-se uma

alternativa bastante viavel.
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O diodo emissor de luz consiste num dispositivo com meio ativo
semicondutor composto de varias camadas de semicondutores dopados
adequadamente e que emitem luz quando uma determinada tensido é aplicada
entre as camadas (CRAFORD et al., 2001).

Ao contrario de uma fonte de luz com alta intensidade monocromatica, o
LED é capaz de produzir uma alta intensidade sobre uma banda espectral mais
abrangente (BRANCALEON e MOSELEY, 2002).

3.7. PDT em P. aeruginosa

A PDT antimicrobiana tem sido assunto de interesse na ultima década,
principalmente devido ao fato de que microrganismos patogénicos se tornam
resistentes a farmacos antimicrobianos a uma velocidade cada vez mais
crescente, fazendo com que essas infec¢gdes sejam muito dificeis de serem
controladas.

A acdo antimicrobiana da PDT consiste basicamente na aplicacdo de um
Fs na regidao a ser tratada, seguida de intervalo de tempo necessario para o
acumulo deste Fs no alvo de interesse, e posterior iluminacao por uma fonte de
luz de comprimento de onda ressonante a banda de absor¢éo do Fs. A partir dai,
através da excitacdo do Fs, ocorrem reagbes fotofisicoquimicas que serao
responsaveis pela morte da célula microbiana.

Diferengcas na acao bactericida de cada Fs sao atribuidas, entre outros
fatores, a variagdes estruturais da membrana externa de cada microrganismo.

Em estudo sobre redugdo de P. aeruginosa in vitro, foi observada uma
maior dificuldade de eliminacdo deste microrganismo pela PDT. Os autores
sugeriram que essa dificuldade se deve principalmente a constituicdo da
membrana externa dessas bactérias, o que dificulta a difusdo do
fotossensibilizador para o interior da célula. Segundo os autores, diferentes
efeitos na interagcdo da membrana de lipopolissacaride (LPS) com o Fs podem
variar de acordo com a natureza quimica e com locais para liga¢des disponiveis
na superficie dessa membrana, que por sua vez é determinado pela composi¢ao
e conformagao molecular (USACHEVA et al., 2003).

Em outro estudo sobre concentracbes de Fs, foi demonstrado que a
eficiéncia fotodinamica varia conforme o género e a espécie do microrganismo,

existindo diferengas nos valores de concentragao do Fs e eficiéncia fotodinamica,
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e que existe um platd de eficiéncia fotodindmica onde mesmo aumentando a
concentragcdo de Fs, nenhum efeito fotodindmico adicional pode ser observado.
Para P. aeruginosa ATCC 27853, o valor desse platd quando utilizado o Fs azul
de metileno (AM) foi de 150uM-56 ug/mL, sendo necessaria uma concentragcao
maior de Fs quando comparado com outras espécies bacterianas (USACHEVA et
al., 2001).

SHARMA et al. em 2005, obtiveram uma reducgédo de P. aeruginosa de 3
logs utilizando azul de orto toluidina (TBO), um fotossensibilizador também
pertencente a familia das fenotiazinas, na concentracdo de 150 uM com 36 J/cm?.

Outros estudos in vitro demonstraram o potencial bactericida da terapia
fotodindmica sobre P. aeruginosa e também a inativagéo de fatores de viruléncia
como a fosfolipase C e proteases, que sdo responsaveis principalmente pela
destruicdo da integridade do tecido e degradagdo do sistema imune do
hospedeiro (MINNOCK et al., 1996; USACHEVA et al., 2001; SHARMA et al,
2002; SHARMA et al., 2005). A destruicdo destes fatores de viruléncia
bacterianos pela PDT é importante, ja que a produgédo destas enzimas impede o
processo de cicatrizagao.

RESKA et al., em 2006 demonstrou a efetividade da PDT na inativagao da
piocianina, um importante componente de P. aeruginosa e responsavel por inibir a
producao de fibroblastos, importantes na reconstituicdo da derme do hospedeiro.

Em 2006, Tegos e Hamblin, observaram que P. aeruginosa é mais dificil de
ser eliminada pela PDT, mesmo comparada a outras espécies Gram-negativas
como a E. coli. Neste estudo, foi necessario utilizar uma concentracido maior de
Fs para P. aeruginosa. Os autores atribuiram o fato a presenga de bombas de
efluxo MDRs. Segundo os autores, os Fs fenotiazinicos como o AM e TBO podem
agir como substratos dessas bombas fazendo com que maiores concentragdes
sejam necessarias para que haja o efeito fotodindmico (TEGOS e HAMBLIN,
2006).

DONELLY et al., em 2007, realizaram um estudo com cepas de P.
aeruginosa com o intuito de avaliar se a PDT poderia eliminar estas cepas tanto
em formas planctbnicas como em biofilmes, em presengca de muco produzido
artificialmente. E conhecido que uma das caracteristicas deste microrganismo é
produzir muco, o que dificulta a erradicagao deste microrganismo pela dificuldade

de difusdo de farmacos no local. A redugdo deste microrganismo foi bastante
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significativa tanto na forma plancténica como em biofilme. No ensaio realizado na
presenca de muco, porém, a taxa de reducao bacteriana caiu para 80%
(DONELLY et al., 2007).

Tseng et al., em 2009, demonstraram efeitos similares em quatro cepas
distintas de P. aeruginosa, trés multirresistentes e uma susceptivel a antibiéticos,
apds a PDT. Apesar dos ensaios sobre acumulo do Fs utilizado neste estudo
indicarem que o TBO, utilizado neste estudo, pode ser um substrato de bombas
de efluxo MDRs, a PDT produziu atividade bactericida similar em 60 cepas multi-
resistentes com e sem o fendtipo de bombas de efluxo MDRs e em 19 cepas
susceptiveis a antibiéticos, mesmo com baixas concentracbdes de TBO, entre 5 e
10 puM.

Estudo em feridas cirurgicas infectadas de camundongos, permitiu a
visualizagdo em tempo real de uma regiao infectada apés a terapia fotodinamica.
O enfoque deste trabalho foi apresentar um modelo de monitoramento éptico de
lesdes infectadas utilizando um gene bioluminescente conjugado a P. aeruginosa
ATCC 19660 (HAMBLIN et al., 2002; HAMBLIN et al., 2003). Os autores
observaram perda total de luminescéncia, ou seja, redugédo bacteriana total no

local da lesdo utilizando o Fs denominado conjugado e,
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Estudo in vitro
4.1.1. Azul de metileno associado a laser de A=660nm em duas cepas
distintas de P. aeruginosa

Bactéria: P. aeruginosa ATCC 27853 (PaATCC) (Figura 7) e P. aeruginosa
multirresistente (PaMR) (Figura 8).

Figura 8 - P. aeruginosa MR

Fotossensibilizador (Fs): azul de metileno (AM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA).



36

Fonte de luz: laser de diodo de A=660nm (Twin Laser, MMOptics, Sao
Carlos, Brasil), com poténcia de 40mW, e 1=133 mW/cm?.

Tempo de pré-irradiacao: 30 s.

As amostras bacterianas utilizadas no estudo foram gentilmente cedidas
pelo Laboratério de Microbiologia do Departamento de Infectologia do Hospital
Emilio Ribas e foram mantidas em estoque em caldo de triptone soja (TSB) com
15% de glicerol a temperatura de -70°C.

A cepa multirresistente foi coletada de cateter intravascular de um paciente
com septicemia e isolada segundo padrées do NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) e os testes de susceptibilidade a antibioticos

indicaram resisténcia a doze tipos de antimicrobianos (quadro 2).

Quadro 2 - Antimicrobianos testados em P. aeruginosa MR

ANTIMICROBIANO S R | NT

1 —Amicacina NT

2 — Aztreonam |

3 — Cefepime

4 — Cefotaxima

5 — Ceftriaxona

6 — Ceftazidima

7 — Ciprofloxacina

8 — Cloranfenicol

9 — Gentamicina

10 — Imipenem

A AU A A A AN O O XA

11 — Meropenem

12 — Netilmicina NT

13 — Piperacilina + Tazobactam R

14 — Polimixina B* S

15-Sulfametoxazol+ Trimetoprim R

16 —Ticarcilina + Ac. Clavulanico R

17 — Tobramicina NT

S — Sensivel R — Resistente | —Intermediario NT — Nao Testado
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Para a confeccdo das suspensoes iniciais, as amostras foram trazidas a
temperatura ambiente, semeadas em &agar triptona de soja (TSA), e levadas a
estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 24h.

As amostras das duas cepas bacterianas foram coletadas e colocadas em
solugdo salina fosfatada (PBS) para serem submetidas a leitura em
espectrofotdbmetro com calibracido de transmitancia de 68% em A=620nm, que
correspondeu a uma concentracdo bacteriana de 3x10® UFC/mL. O nUmero de
UFC/mL das suspensoes iniciais de ambas as cepas foram confirmadas através
da cultura de amostras coletadas das suspensdes calibradas em
espectrofotdmetro.

O azul de metileno (AM) foi utilizado na concentragcdo de 150uM e
armazenado no escuro até o momento do experimento. O tempo de pré-irradiacao
foi de 30s.

As irradiagbes foram realizadas em placas de 96 pogos (Figura 9), um
grupo de cada vez, por 8J/icm? 16Jicm? 32J/icm? 48J/icm? e 64J/cm? e as

amostras foram processadas imediatamente apds os testes.

Figura 9 - Irradiacdo das amostras em placas de 96 pogos
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Os grupos foram divididos conforme mostra o quadro 3:
Quadro 3: Divisao dos grupos do experimento com AM associado a laser em P.
aeruginosa ATCC 27853 e P. aeruginosa MR

ATCC+ Somente PaATCC 27853;

MR+ Somente PaMR;

ATCC+AM-L+ | PaATCC 27853 + laser (8min/64J/cm?);

MR+AM-L+ | PaMR + laser (8min/64J/cm?);

ATCC+AM+L- | PaATCC 27853+ AM (8min30s) sem iluminagéo;

MR+AM+L- PaMR + AM (8min30s) sem iluminagao;

PDT ATCC 1 | PaATCC 27853 + AM + laser ( 1min/8J/cm?);

PDT ATCC 2 | PaATCC 27853 + AM + laser ( 2min/16J/cm®);

PDT ATCC 4 | PaATCC 27853+ AM + laser (4min/32J/cm?);

PDT ATCC 6 | PaATCC 27853+ AM + laser ( 6min/48J/cm®);

PDT ATCC 8 | PaATCC 27853+ AM + laser ( 8min/64J/cm?);

PDT MR 1 PaMR+ AM + laser (1min/8J/cm?);

PDT MR 2 PaMR+ AM + laser (2min/16J/cm?);

PDT MR 4 PaMR + AM + laser (4min/32J/cm?);

PDT MR 6 PaMR+ AM + laser (6min/48J/cm?);

PDT MR 8 PaMR+ AM + laser (8min/64J/cm?).

Apos a PDT, as amostras de todos os grupos passaram por diluicdo
seriada de 10™ a 10™° (Figura 10 e 11) e 10uL de cada diluigéo foram retirados e
semeados em placas de Petri contendo TSA (Figura 12), e levadas a estufa de
crescimento bacteriano por 12h para posterior contagem de UFC/mL. Todas as
analises microbiologicas foram realizadas em ftriplicata e os resultados obtidos
foram analisados estatisticamente com o teste ANOVA e diferencas entre

resultados foram analisados com teste Tukey (p<0,05).

PR EE

1 2 3 -4 -5

Figura 10 - Representagao esquematica da diluicdo seriada de 10"a10°
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Figura 12: Plagueamento das amostras apos diluicdo seriada

4.1.2. HB:La*? associada a LED de A=460nm + 20nm e A=645nm +10nm em P.
aeruginosa MR

Com a finalidade de reproduzir uma situagdo considerada mais critica,
todos os ensaios seguintes foram realizados apenas com a cepa MR.

Bactéria: P. aeruginosa multirresistente (PaMR).

Fotossensibilizador (Fs): HB:La"™ .

Fonte de luz: LED de A=460nm+20nm (Eccofibras/ Sdo Carlos - Brazil) e
LED de A=645nm+10nm (Protétipo LED MMOptics, Sao Carlos, Brazil), ambos
com poténcia de 225mW, poténcia efetiva de 60mW e 1=200 mW/cm? .

Tempo de pré-irradiagéo (TPI): 30s.

O tempo de pré-irradiagéao foi de 30s, considerando que a cepa estudada
possa possuir o mecanismo de bombas de efluxo citado anteriormente, e bombeie

o Fs para fora da célula com um tempo de pré-irradiagédo mais longo.
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O Fs utilizado foi obtido com a colaboracao da Prof2. Lilia Coronato Courrol,
da Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP - SP. A solugéo inicial de 1TmM
em etanol foi diluida em PBS para se chegar a concentragao de 10uM.

As amostras permaneceram em contato com a HB:La" por até 8min30s
sem iluminagdo para verificar a toxicidade inerente ao Fs e também foram
irradiadas com taxa de fluéncia de 96J/cm? na auséncia da HB:La" para analise
do efeito da irradiagdo sobre a viabilidade do microrganismo.

As irradiagdes tanto com LED azul (Figura 13-a) quanto com LED vermelho

(Figura 13-b) foram realizadas em placas de 96 pogos, apdés o tempo de pré-

irradiagdo (TPI) de 30s, um grupo de cada vez, por 12J/cm?, 24J/cm?, 48J/cm?,
72J/cm? e 96J/cm’.

Figura 13-a - Irradiagdo com LED de Figura 13-b: Irradiagédo com LED
460+20nm de 645+10nm
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Os grupos foram divididos conforme mostra o quadro 4:

Quadro 4: Divisdo dos grupos do experimento HB:La*® associada a LED de

A=460nm+20nm e de A=645nm+10nm em P. aeruginosa MR

PaMR+ Somente PaMR;

PaMR+HB+ PaMR + HB:La™ (8min30s) sem iluminag&o;
PaMR+HB-A+ | PaMR + LED azul (8min/ 96J/cm?);

PaMR+ HB-V+ | PaMR + LED vermelho (8min/96J/cm?);

PDT A1 PaMR + HB:La™+ LED azul (1min/12J/cm?);
PDT A2 PaMR + HB:La"™+ LED azul (2min/24J/cm?);
PDT A4 PaMR + HB:La"™+ LED azul (4min/48J/cm?);
PDT A6 PaMR + HB:La™+ LED azul (6min/72J/cm®);
PDT A8 PaMR + HB:La™+ LED azul (8min/96J/cm®);
PDT V1 PaMR + HB:La"™+ LED vermelho (1min/12J/cm?);
PDT V2 PaMR + HB:La™+ LED vermelho (2min/24J/cm?);
PDT V4 PaMR + HB:La"™+ LED vermelho (4min/48J/cm?);
PDT V6 PaMR + HB:La"™+ LED vermelho (6min/72J/cm?);
PDT V8 PaMR + HB:La™+ LED vermelho (8min/96J/cm?).

As amostras foram processadas imediatamente apos o tratamento e todas

as analises microbioldgicas foram realizadas em triplicata.

Apds cada tratamento, foi realizada a diluicao seriada de 10"a105 e 10uL
de cada diluicao foram retirados e semeados em placa contendo TSA e levados a
estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 12h para posterior contagem de
UFC/mL.

Os resultados microbioldgicos foram analisados estatisticamente com teste

ANOVA e diferengas entre resultados foram analisados com teste Tukey (p<0,05).

4.1.3. AM associado a inibidor de bombas de efluxo (Verapamil-Vp) em
cepas de P. aeruginosa MR

Bactéria: P. aeruginosa MR (PaMR).

Fotossensibilizador: AM (150uM) associado a inibidor de bombas de efluxo

(Verapamil-Vp).
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Fonte de luz: laser de A= 660nm, com poténcia de 40mW, e =133 mW/cm?.

Tempo de pré-irradiacéo (TPI): 5min.

Dez-uL de Verapamil (10mg/mL) foi adicionado a 980uL da cultura
bacteriana e permaneceu em contato com a mesma por 30min. Apds esse tempo,
foi adicionado 10uL de AM a cultura bacteriana, e apds cinco minutos foi realizada
a irradiagdo das amostras em placas de 96 pogos, um grupo de cada vez, por
16J/cm?, 32J/cm?, 48J/cm? e 64J/cm’.

Os grupos foram entao divididos conforme mostra o quadro 5:

Quadro 5: Divisdo dos grupos do experimento com AM associado a Verapamil
(Vp) em P. aeruginosa MR

PaMR+ Somente PaMR;

PaMR+ AMVp+ PaMR com AM/Vp sem irradiagao (13min);
PaMR+AMVp-L+ PaMR + laser (8min/64J/cm?);

PDT Vp 2 PaMR + AM/Vp + laser (2min/16J/cm?);
PDT Vp 4 PaMR + AM/Vp + laser (4min/32J/cm?);
PDT Vp 6 PaMR + AM/Vp + laser (6min/48J/cm?);
PDT Vp 8 PaMR + AM/Vp + laser (8min/64J/cm?).

Todas as andlises microbiologicas foram realizadas em triplicata e o
processamento das amostras foi realizado como no ensaio anterior.

Os resultados microbioldgicos foram analisados estatisticamente com teste
ANOVA e diferengas entre resultados foram analisados com teste Tukey (p<0,05).

4.1.4. HB:La** associada a inibidor de bombas de efluxo (Verapamil-Vp) em
cepas de P. aeruginosa MR

Bactéria: P. aeruginosa MR (PaMR).

Fotossensibilizador: HB:La** (10uM) associada a inibidor de bombas de
efluxo (Verapamil-Vp) (Anexo1).

Fonte de luz: LED de A=645+10nm, poténcia de 225mW, poténcia efetiva
de 60mW, 1=200mW/cm?.

Tempo de pré-irradiacéo (TPI): 5min.

Dez-uL de Verapamil (10mg/mL) foi adicionado a 980uL da cultura

bacteriana e permaneceu em contato com a mesma por 30min. Apds esse tempo,
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foi adicionado 10uL de HB:La*® & cultura bacteriana, e apés cinco minutos foi
realizada a irradiagdo em placas de 96 pogos, um grupo de cada vez, por
24J/cm?, 48J/cm?, 72J/cm? e 96J/cm?,

Os grupos foram entao divididos conforme mostra o quadro 6:

Quadro 6: Divisdo dos grupos do experimento com HB:La"™ associada a inibidor
de bombas de efluxo (Verapamil-Vp) em P. aeruginosa MR

PaMR+ Somente PaMR;

PaMR+ HBVp+ PaMR com HB:La**/Vp sem irradiagdo (13min);
PaMR+HBVp-V+ PaMR + LED vermelho (8min/96J/cm?);

PDT VpV2 PaMR + HB:La"*/Vp + LED vermelho (2min/24J/cm?);
PDT VpV4 PaMR + HB:La**/Vp +LED vermelho (4min/48J/cm?);
PDT VpV6 PaMR + HB:La"*/Vp +LED vermelho (6min/72J/cm?);
PDT VpV8 PaMR + HB:La"*/Vp + LED vermelho (8min/96J/cm?).

Todas as analises microbiolégicas foram realizadas em triplicata.

Ap6s cada tratamento, foi realizada a diluicdo seriada de 10" a 105 e 10uL

de cada diluicao foram retirados e semeados em placa contendo TSA e levados a
estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 12h para posterior contagem de
UFC/mL.

Os resultados microbioldgicos foram analisados estatisticamente com teste

ANOVA e diferengas entre resultados foram analisados com teste Tukey (p<0,05).

4.2. Estudo in vivo

4.2.1. Modelo de queimadura de 3°. grau

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN (Anexo 2).

Neste ensaio foram utilizados trés camundongos Balb C, fémeas adultas
jovens, com idade aproximada de 3-4 semanas e massa corpérea semelhante de
aproximadamente 25 gramas provenientes do biotério do IPEN.

Os animais foram mantidos em mini-isoladores individuais com a mesma

temperatura ambiente e receberam ragdo granulada comercial e agua antes e



44

durante todo o periodo experimental. Os animais foram anestesiados com
quetamina (90mg/kg) e xilasina (10mg/kg), administrados intraperitonealmente, e
sedados com tartarato de butorfanol (2mg/Kg) antes da queimadura. Todos os
animais tiveram o dorso tricotomizado antes do procedimento e as queimaduras
foram induzidas utilizando um dispositivo de ago com 6cm? de area pré-aquecido
em agua a 95°C, por 10min, que entrou em contato com a pele do animal sempre
com a mesma pressao, por 10s (Figura 14). A area do dispositivo corresponde de
22 a 24% da superficie corpérea do animal segundo a formula de Mee: A=kW??
(A= area de superficie em cm? W= massa corpérea em gramas, k= coeficiente do
animal) (BERKOW, 1924). O recipiente contendo agua foi monitorado por um
termémetro, mantendo assim a temperatura estavel.

Para a confirmagédo de queimaduras de 3° grau, foram realizadas analises

histologicas com amostras de pele de trés animais. Este trabalho contou com a

colaboracédo da Prof?. Cristiane Padron Franca, da Universidade Nove de Julho -
UNINOVE/SP.

Figura 14 - Dispositivo para confecgao da queimadura em contato com a pele do

animal.
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A figura 15 ilustra o aspecto da lesao imediatamente apds a queimadura.

Figura 15 - Aspecto da lesao imediatamente apds a queimadura.

4.2.2. Indugédo da infecgao

Para que fosse possivel a reproducdo de uma situagao clinicamente mais
critica, a infecgao foi induzida pela cepa de P. aeruginosa MR. O inéculo foi
preparado a partir da amostra mantida em estoque a -70°C, com concentracao
bacteriana inicial de 3x10° UFC/mL, calibrada em espectrofotdmetro com
transmitancia de 16% em A=620nm.

Para a confecgao do indculo, a amostra foi trazida a temperatura ambiente,
semeada em TSA, e levada a estufa a 37°C por 24h para o crescimento
bacteriano.

Para a indugéo da infecgédo, 100uL do inéculo bacteriano na concentragao
acima foi injetado subcutaneamente nos animais submetidos a queimadura de 3°

grau, imediatamente apos a queimadura (Figura 16).

Figura 16 - Inoculagao de P. aeruginosa MR apds a queimadura de 3°. grau.
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Quinze animais foram divididos em trés grupos de cinco animais conforme quadro
7:

Quadro 7: Divisao dos grupos do experimento de indugéo da infecgao.

Q+ animais submetidos apenas a queimadura;

Q-1+ | animais submetidos apenas ao indculo bacteriano;

Q+I+ | animais submetidos a queimadura de 3° grau e ao indculo bacteriano.

Todos os animais foram observados por um periodo de sete dias.

4.2.3. Teste de letalidade para HB:La*?

HB:La™ foi diluida em solucéo salina fosfatada (PBS) até a concentragéo
de 10uM. As fontes de luz utilizadas foram LED de A=460nm+20nm (Eccofibras/
Séo Carlos - Brazil) e LED de A=645nm+10nm (Protétipo LED MMOptics, Séo
Carlos, Brazil), ambos com poténcia de 225 mW e 1=200mW/cm?.

Neste ensaio foram utilizados 20 animais que foram divididos em quatro
grupos de cinco como descrito a seguir.

A fim de verificar se HB:La"® poderia ser letal aos animais nas condicdes
propostas pelo experimento, os animais foram submetidos a queimadura de 3°.
grau e 100uL de HB:La™ foram inoculados subcutaneamente no local da
queimadura (Figura 17), seguidos de iluminagdo direta por 2 minutos com LED
azul (24J/cm2) (Figura 18) e com LED vermelho (24J/cm2) (Figura 19).

A fonte de luz foi colocada verticalmente em contato com a pele do animal

e esta foi protegida um a um com filme plastico.

Figura 17 - Inoculagéo subcutanea da HB:La™ na area da queimadura de 3°.

grau.
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Figura 18 - Irradiagéo da lesdo com LED de A=470+20nm

Figura 19 - Irradiagcéo da lesdo com LED de A=645+10nm

Os grupos foram divididos conforme quadro 8:

Quadro 8: Divisao dos grupos para teste de letalidade para HB:La"

Q+l+ Queimaduras infectadas;

Q+I-HB+ Queimaduras sem infecgdo com HB:La™;

Q+I-HB+A+ Queimaduras sem infecgdo com HB:La™ irradiada com LED azul
(2min/24J/cm?);

Q+I-HB+V+ Queimaduras sem infecgdo com HB:La* irradiada com LED

vermelho (2min/24J/cm?).

Todos os animais foram observados por sete dias.




48

4.2.4. Terapia fotodinamica em uUnica sessao em queimadura infectada e
contagem bacteriana local

A queimadura de 3°. grau e inoculagdo bacteriana foram realizadas de
acordo com os ensaios anteriores. A PDT foi realizada 30 minutos apds a
inoculagdo bacteriana. Cem-uL de HB:La™ (10uM) foram inoculados
subcutaneamente no local da queimadura. Apds o tempo de pré-irradiacao de
cinco minutos, os animais dos grupos PDT foram irradiados por dois minutos
(24J/cm?) com LED azul e em outro grupo com LED vemelho como descrito
anteriormente.

Quinze animais foram divididos em trés grupos de cinco conforme quadro
9:

Quadro 9: Divisao dos grupos para determinagdo do numero de UFC/g ap6s PDT

em sessao unica em queimadura infectada com P. aeruginosa MR

Controle Sem tratamento;

PDT azul HB:La"™ e irradiagdo com LED azul (2min/24J/cm®);

PDT vermelho | HB:La™ e irradiagdo com LED vermelho (2min/24J/cm?).

A fim de determinar o numero de UFC/g de P. aeruginosa MR localmente,
foi realizada contagem das células viaveis de P. aeruginosa MR no local da
queimadura em todos os grupos. Os camundongos foram eutanasiados
imediatamente apds o tratamento e amostras de pele foram cuidadosamente
retiradas usando uma tesoura cirurgica estéril. A profundidade da bidpsia da pele
se estendeu até o paniculo carnoso do dorso do animal, de forma que todos os
componentes da derme e epiderme foram removidos. Imediatamente apds a
excisao, o tecido foi pesado, triturado e homogeneizado em 1 mL de PBS, e as
aliquotas passaram por diluicio seriada de 10" a 10®°. Dez-uL foram semeados
horizontalmente em placas contendo TSA (Jett et al., 1997) e levadas a estufa a
37°C por 12h para o crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste
ANOVA e diferengas entre resultados foram testadas com teste Tukey. Diferengas
foram consideradas significantes quando p<0,05. Todos os experimentos

descritos foram realizados em triplicata.
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4.2.5. Terapia fotodinamica em unica sessao em queimadura infectada e
contagem bacteriana na circulagdao sanguinea

Todos os procedimentos do ensaio anterior foram seguidos, com a
diferenca de que os animais foram mantidos vivos até o final do experimento e
coletas sanguineas foram realizadas nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds
a inoculacdo bacteriana a fim de determinar o numero de UFC/mL de P.
aeruginosa MR na circulagao sanguinea em todos os grupos.

A finalidade deste ensaio foi verificar se a PDT realizada localmente pode
evitar a entrada de P. aeruginosa MR na circulagdo sanguinea em animais
submetidos a queimaduras de 3°. grau e infectados com esta bactéria.

Neste ensaio foram utilizados trinta animais que foram divididos em seis

grupos de cinco animais conforme quadro 10:

Quadro 10: Divisdo dos grupos para determinagdo do numero de UFC/mL de P.

aeruginosa MR na circulagdo sanguinea apés PDT em uma sessé&o.

C Sem tratamento;
HB:La™ HB:La" sem irradiag&o;
LED azul Somente irradiagdo com LED azul (2min/24J/cm2);

LED vermelho | Somente irradiagdo com LED vermelho (2min/24J/cm?);

PDT azul HB:La™ e irradiagdo com LED azul (2min/24J/cm?);

PDT vermelho | HB:La* e irradiagdo com LED vermelho (2min/24J/cm?).

Amostras de sangue foram coletadas do plexo venoso orbital com pipeta
Pasteur heparinizada (KUMA et al., 2002) nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h
apos a infecgao em todos os grupos.

Com a finalidade de mensurar a quantidade de P. aeruginosa/mL de
sangue nos tempos acima, 200uL de sangue foram coletados e colocados em 1,8
mL de caldo triptona de soja (TSB) acrescidos de anticoagulante poliatenol
sulfonato de sodio (SPS). Apds diluigdo seriada de 10" a 10, 10uL foram
semeados em placas de Petri, com TSA, e levados a estufa a 37°C por 12h para
o crescimento bacteriano.

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados

obtidos foram submetidos a analise estatistica ANOVA one-way e diferengas
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entre os significados foram analisados por teste Tukey. Diferengas foram

consideradas significantes quando p<0,05.

4.2.6. Analise do tempo de sobrevivéncia apés uma sessao de PDT
Todos os animais do estudo anterior foram monitorados quanto ao tempo

de sobrevivéncia apés a PDT.

4.2.7 Terapia fotodinamica em duas sessdées em queimadura infectada e
contagem bacteriana na circulagao sanguinea

Os mesmos procedimentos do ensaio anterior foram seguidos, porém
foram realizadas duas sessdes de PDT, a primeira 15 minutos apés a inoculagao
bacteriana e a segunda, 30 minutos apés a mesma, com 0s mesmos parametros
ja utilizados.

A finalidade deste ensaio foi verificar se mais de uma sessao poderia
interferir no resultado final da PDT.

Quinze animais foram divididos em trés grupos de cinco animais conforme

0 quadro 11:

Quadro 11:Divisdo dos grupos para determinagdo do numero de UFC/mL de P.

aeruginosa MR na circulagao sanguinea ap6s PDT em duas sessoes.

C Sem tratamento;
PDT A HB:La™ e irradiacao com LED azul;
PDTV |HB:La* e irradiagdo com LED vermelho.

4.2.8 Analise do tempo de sobrevivéncia apés duas sessoes de PDT
Todos os animais do estudo anterior foram novamente monitorados quanto

ao tempo de sobrevivéncia apos a PDT.
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5. Resultados

5.1. Estudo in vitro
5.1.1. Azul de metileno (AM) associado a laser de A=660nm em duas cepas
distintas de P. aeruginosa.

Os grupos controle e os grupos expostos somente ao AM ou somente a luz
nao apresentaram redugéo bacteriana. Foi possivel observar a redugao de um log
em P. aeruginosa ATCC 27853 apds um minuto de irradiacdo (8J/cm?), e esses
valores permaneceram os mesmos até oito minutos de irradiagdo (64J/cm?). Em
P. aeruginosa MR a redugédo de um log ocorreu apenas apos quatro minutos de
irradiagdo (32J/cm?), e esse valor também permaneceu o mesmo até oito minutos
de irradiacdo (64J/cm?) (Figura 20). Apesar de se observar uma diferenca entre os

grupos entre um e quatro minutos de irradiagdo, essa diferenca nao foi

estatisticamente significante (p<0,05).

Células viaveis de P.aeruginosa ATCC27853 e MR apo6s PDT com
AM
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Figura 20 - Valores médios = DP de UFC/mL de P. aeruginosa ATCC 27853 e P.
aeruginosa MR apds PDT com AM. ATCC 27853: P. aeruginosa ATCC 27853
apos PDT com AM e laser de A=660nm; MR: P. aeruginosa MR ap6s PDT com

AM e laser de A=660nm.
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5.1.2. HB:La"™ associada a LED de A=460+20nm e LED de A=645+10nm em

cepas de P. aeruginosa MR

Houve redugdo bacteriana de cinco logs em relagdo ao grupo controle,
tanto com LED azul quanto com LED vermelho apés dois minutos de irradiagao
(24J/cm?), sendo que esta reducdo se manteve em cinco logs até oito minutos de

irradiacao (96J/cm?) (Figura 21).

Células viaveis de P. aeruginosa MR apés PDT com HB:La"
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Figura 21 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR, apés PDT
com HB:La"®. PDT A: PDT com LED azul; PDT V: PDT com LED vermelho.
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A figura 22 ilustra os resultados da PDT in vitro com AM e HB:La** em
cepas de P. aeruginosa MR. Foi possivel observar diferenga estatisticamente
significante quando HB:La* foi comparada com AM. Porém, ndo houve diferenca
estatisticamente significante quando os grupos PDT A e PDT V foram

comparados entre si (p<0,05).

Células viaveis de P. aeruginosa MR ap6s PDT
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Figura 22 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR apés PDT
com HB:La™ e AM. HB:La™ + LED A: PDT com HB:La" irradiada com LED azul:
HB:La*® + LED V: PDT com HB:La" irradiada com LED vermelho: AM + laser:

PDT com AM irradiado com laser.
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5.1.3. AM associado a inibidor de bombas de efluxo (Verapamil-Vp) em
cepas de P. aeruginosa MR

A figura 23 ilustra a redugdo de P. aeruginosa MR apés PDT com AM
associado a Verapamil. Houve redugdo de um log no grupo azul de metileno
associado a Verapamil (AMVp) apds dois minutos de irradiagéo (16J/cm?), e de 2
logs ap6s 8 minutos de irradiacdo (64J/cm?). O grupo sem o Verapamil (AM)
apresentou redugdo de um log apenas apos 4 minutos de irradiagao (32J/cm2), e
estes valores permaneceram até 8 minutos de irradiagao (64J/cm2).

A reducédo de P. aeruginosa MR do grupo com Verapamil foi maior

comparado ao grupo sem o Verapamil, havendo diferenga estatistica entre eles

(p<0,05).

Células viaveis de P. aeruginosa MR ap6s PDT com AM e
AM/ Verapamil
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Figura 23 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR apés PDT
com AM e AM associado a Verapamil. AM: PDT com AM. AMVp: PDT com AM

associado a Verapamil.
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5.1.4. HB:La** associada a inibidor de bombas de efluxo (Verapamil-Vp) em
cepas de P. aeruginosa MR

A figura 24 ilustra a reducdo de P. aeruginosa MR ap6s PDT com HB:La*
associada a Verapamil. Apés dois minutos (24J/cm?) de irradiagdo com LED
vermelho houve redugdo de cinco logs tanto para o grupo HB:La** como para o
grupo HB:La"® Verapamil. Estes valores permaneceram estaveis até oito minutos

de irradiagdo (96J/cm?), ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre

os grupos (p<0,05).

Células viaveis de P. aeruginosa MR apds PDT comHB:La"® come
sem Verapamil
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Figura 24 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR apés PDT
com HB:La™ e HB:La"*/Verapamil. HB:La** PDT com HB:La™®, HB:La™

Verapamil: PDT com HB:La*® associada a Verapamil.
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5.2. Estudo in vivo
5.2.1. Modelo de queimadura de 3°. grau

A analise histologica das amostras de pele dos animais submetidos ao
modelo de queimadura descrito anteriormente mostrou destruicido da epiderme e
derme, com perda de definicdo de fibras colagenas e areas de hialinizagéo,
confirmando a ocorréncia de queimaduras de 3°. grau.

Para facilidade de comparagao, a figura 25 mostra um tecido normal com

epiderme e derme integras, e fibras colagenas bem definidas.

Figura 25 — Pele de camundongo com aspectos histoldégicos de normalidade.

Epiderme (e) e derme (d) integras, com fibras colagenas (fc) bem definidas.
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A figura 26 ilustra uma queimadura de 2°. grau, encontrada nas bordas da

lesdo.

Figura 26 — Aspectos histoldégicos de uma queimadura de 2°. grau em pele de
camundongos com destruigéo total de epiderme (e) e parte da derme (d) e perda

de definicao das fibras colagenas (fc).
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A figura 27 ilustra a queimadura de 3°. grau encontrada no centro da les3o,
onde é possivel observar a destruicao total da epiderme (e) e derme (d) e

presenca de areas de hialinizagao (h).

Figura 27 — Queimadura de 3°. grau com destruicdo total de epiderme (e) e

derme (d) e a presencga de areas de hialinizagao (h).
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5.2.2. Indugao da infeccao

Neste ensaio foi possivel observar que os animais submetidos apenas a
queimadura, assim como os animais submetidos apenas ao inéculo bacteriano,
sobreviveram por sete dias, enquanto os animais submetidos a queimadura e ao

in6culo bacteriano morreram em 24 horas (Figura 28).

Curva de sobrevivéncia apds inoculagéo de P. aeruginosa MR
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Figura 28 - Curva de sobrevivéncia de camundongos apoés inoculagédo de P.
aeruginosa MR. Q+: camundongos submetidos somente a queimadura; Q-I+:
camundongos submetidos apenas ao inoculo bacteriano; Q+I+: camundongos

submetidos a queimadura e ao indculo bacteriano.
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5.2.3. Teste de letalidade para HB:La"®

O teste de letalidade para HB:La™ mostrou que somente os animais
submetidos a queimadura de 3°. grau e infectados com P. aeruginosa MR
morreram em 24 horas. Os animais submetidos a queimadura e que receberam
somente HB:La** , ou HB:La™ mais irradiagdo, tanto com LED azul como com
LED vermelho mas que nao foram infectados, sobreviveram até o 7°. dia (Figura
29).

Curva de sobrevivéncia apos teste de letalidade com HB:La"™
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Figura 29 - Curva de sobrevivéncia de camundongos apos o teste de letalidade
para HB:La™. Q+l+: queimaduras infectadas; Q+|-HB+: queimaduras sem
infeccdo com HB:La" inoculada sob a queimadura; Q+I-HB+A+: queimaduras
sem infecgdo com HB:La* inoculada e irradiada com LED azul; Q+|-HB+V+:

queimaduras sem infeccdo com HB:La*® inoculada e irradiada com LED vermelho.
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5.2.4. Terapia fotodindmica em Unica sessdo em queimadura infectada e
contagem bacteriana local

A figura 30 ilustra a redugdo de P. aeruginosa MR em pele de
camundongos submetidos a queimadura de 3° grau e infectados com P.
aeruginosa MR. Nao houve reducao de P. aeruginosa MR no grupo controle. Os
grupos PDT A e PDT V apresentaram redugéo bacteriana de dois logs em relagao
ao controle. Houve diferengas estatisticamente significantes quando os grupos
PDT A e PDT V foram comparados ao controle, porém sem diferencas estatisticas

entre si (p<0,05).

Células viaveis de P. aeruginosa MR em pele de camundongos
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Figura 30 - Valores médios + DP do numero de UFC/g de P. aeruginosa MR em
camundongos com queimaduras infectadas apés PDT em uma sessao. Controle:
camundongos com queimaduras infectadas que n&o receberam nenhum
tratamento; PDT A: camundongos com queimaduras infectadas que receberam
HB:La™® e foram irradiadas com LED azul; PDT V: camundongos com
queimaduras infectadas que receberam HB:La*® e foram irradiadas com LED

vermelho.
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5.2.5. Terapia fotodindmica em Unica sessdo em queimadura infectada e
contagem bacteriana na circulagdao sanguinea

A tabela 1 ilustra os valores médios de UFC/mL de P. aeruginosa MR na
circulagdo sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds PDT em
sessdo Unica. E possivel observar que ap6s sete horas da inoculacdo bacteriana,
0 grupo controle, assim como os grupos somente Fs ou somente irradiados
apresentaram quatro logs de carga bacteriana na circulagdo sanguinea, enquanto
os grupos submetidos a PDT, tanto com LED azul quanto com LED vermelho nao
apresentaram crescimento bacteriano neste tempo. Os grupos controle, somente
HB:La**, e somente irradiados apresentaram comportamentos similares entre si e
estes foram mantidos até as 22 horas apo6s a infecgéo.

Os grupos PDT azul e PDT vermelho apresentaram bactérias na circulagéo
sanguinea somente apo6s 10 horas da inoculagdo bacteriana, porém os niveis
bacterianos apresentados foram dois logs mais baixos comparados ao grupo
controle.

Apods 15 horas, os niveis bacterianos no grupo controle subiram para cinco
logs, enquanto os grupos PDT azul e PDT vermelho continuaram apresentando
dois logs.

Apo6s 18 horas, os niveis bacterianos dos grupos PDT azul e PDT vermelho
subiram para trés logs, enquanto o grupo controle permanceceu em cinco logs.

As 22 horas da inoculagdo bacteriana, o grupo controle apresentou cinco
logs de carga bacteriana, enquanto os grupos PDT, tanto azul como vermelho
apresentaram apenas trés logs.

Nado houve diferengca estatisticamente significante quando os grupos
controle, HB:La™®, LED A e LED V foram comparados entre si, assim como
também nao houve diferenca quando os grupos PDT A e PDT V foram
comparados entre si, porém houve diferenga significante quando os grupos PDT

A e PDT V foram comparados ao controle (p<0,05).
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Tabela 1 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR na circulagéo
sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds PDT em sesséo unica. C:
camundongos com feridas infectadas que n&o receberam nenhum tratamento;
HB:La**: camundongos com feridas infectadas que receberam HB:La*® mas nao
foram irradiadas; LED A: camundongos com feridas infectadas somente irradiadas
com LED azul; LED V: camundongos com feridas infectadas somente irradiadas
com LED vermelho; PDT A: camundongos com feridas infectadas que receberam
HB:La™ e foram irradiadas com LED azul; PDT V: camundongos com feridas

infectadas que receberam HB:La** e foram irradiadas com LED vermelho.

7h 10 h 15h 18 h 22h
Cc 4,38+0,05 4,84+0,01 5,08+0,02 5,18+0,01 5,568+0,02
HB:La™ 4,371,12 4,84+0,01 5,06+0,03 5,18+0,01 5,60+0,01
LED A 4,36+0,03 4,85+0,04 5,07+0,08 5,16+0,09 5,59+0,02
LEDV 4,34+0,06 4,84+0,04 5,09+0,04 5,19+0,06 5,63+0,02
PDT A 0 2,01£0,35 2,7110,23 3,35+0,28 3,66+0,40

PDT V 0 2,19+0,46 2,91+0,32 3,33+0,07 3,79+£0,75
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A figura 31 ilustra os valores médios de UFC/mL de P. aeruginosa MR na
circulagdo sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apdés PDT em

sessao unica nos grupos controle, PDT A e PDT V.

Células viaveis de P. aeruginosa MR na circulagdo sanguinea
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Figura 31 - Valores médios =+ DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR na circulagdo
sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apés PDT em sessé&o unica.
Controle: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam nenhum
tratamento; PDT A: camundongos com feridas infectadas que receberam HB:La™
e foram irradiadas com LED azul; PDT V: camundongos com feridas infectadas

que receberam HB:La** e foram irradiadas com LED vermelho.
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5.2.6. Analise do tempo de sobrevivéncia apés PDT em uma sessao

A figura 32 ilustra a curva de sobrevivéncia dos camundongos tratados e
nao tratados com PDT em uma sessdo. Os camundongos com queimaduras
infectadas que ndo receberam nenhum tratamento foram a 6bito em até 23 horas
apos a infecgao; os camundongos que nao foram infectados sobreviveram até 48
horas; os camundongos submetidos a PDT com LED azul foram a 6bito entre 33 e
48 horas apds a PDT,; os camundongos submetidos a PDT com LED vermelho

foram a o6bito entre 25 e 48 horas apds a infeccao.

Curva de sobrevivéncia apos PDT em sessao unica
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Figura 32 - Curva de sobrevivéncia de camundongos apos PDT em sesséo unica.
Q+I+: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam nenhum
tratamento; Q+I-: camundongos com queimaduras que nao foram infectados; PDT
A: camundongos submetidos a PDT com LED azul; PDT V: camundongos

submetidos a PDT com LED vermelho.
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A tabela 2 ilustra os tempos de sobrevivéncia dos animais de todos os

grupos:

Tabela 2 — Tempos de sobrevivéncia dos camundongos apés PDT em sesséo
unica. Q+Il+: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam
nenhum tratamento; Q+I-: camundongos com queimaduras que nao foram
infectados; PDT A: camundongos submetidos a PDT com LED azul, PDT V:
camundongos submetidos a PDT com LED vermelho.

Tempo (horas) Numero de camundongos (n)

Q+l+ PDT A PDT V Q+l-

1 5 5 5 5

11

12

14

22

25

31

37

38

41
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5.2.7. Terapia fotodinamica em duas sessées em queimadura infectada e
contagem bacteriana na circulagdao sanguinea

A tabela 3 ilustra os valores médios de UFC/mL de P. aeruginosa MR na
circulagao sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds duas sessdes
de PDT. No grupo controle, apds 7 horas, foi recuperado 6 logs de bactérias na
circulagado sanguinea, enquanto os grupos PDT A e PDT V nao apresentaram
bactérias na circulagdo sanguinea neste tempo.

As 10 horas os grupos PDT A e PDT V apresentaram 5 logs de bactérias
na circulagao sanguinea, enquanto o grupo controle apresentou 7 logs.

As 15 horas, a carga bacteriana do grupo controle subiu para 8 logs,
enquanto os grupos PDT A e PDT V continuaram apresentando 5 logs.

As 18 horas, o grupo controle apresentou 8 logs enquanto os grupos PDT
A e PDT V apresentaram 5 logs.

As 22 horas n&o foi possivel efetuar a coleta sanguinea do grupo controle,
pois nenhum animal desse grupo sobreviveu apés 20 horas da inoculagéo
bacteriana. Os animais dos grupos PDT A e PDT V apresentaram 6 logs neste
tempo.

N&o houve diferenga estatisticamente significante quando os grupos PDT A
e PDT V foram comparados entre si, porém houve diferenga significante quando

os grupos PDT A e PDT V foram comparados ao controle (p<0,05).

Tabela 3 - Valores médios + DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR na circulagéo
sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds duas sessdes de PDT. C:
camundongos com feridas infectadas que ndo receberam nenhum tratamento;
PDT A: camundongos submetidos a PDT com LED azul; PDT V: camundongos

submetidos a PDT com LED vermelho.

7h 10 h 15h 18 h 22h
C 6,80+0,02 7,66+£0,14 8,76+0,10 8,96+0,08 morte
PDT A 0 5,72+0,28 5,47+0,18 5,89+0,45 6,24+0,09

PDT V 0 5,95+0,25 5,67+0,21 5,90+0,40 6,49+0,19
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A figura 33 ilustra os valores médios de UFC/mL de P. aeruginosa MR na
circulagao sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apds duas sessdes

de PDT nos grupos controle, PDT com LED azul e PDT com LED vermelho.

Células viaveis de P. aeruginosa MR na circulagdo sanguinea apos 2 sessdes de PDT

10 -
9 "
8 - /
] i
7 4
8‘{ i §§/
I °7
c —m— controle
S 4- —e—PDTA
) 3_’ —A—PDTV
2 -
1
0 LA L LA |
0 18 21 24

Tempo (horas)

Figura 33 - Valores médios =+ DP de UFC/mL de P. aeruginosa MR na circulagdo
sanguinea nos tempos de 7h, 10h, 15h, 18h e 22h apd6s duas sessdes de PDT.
Controle: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam nenhum
tratamento; PDT A: camundongos submetidos a duas sessdes de PDT com LED
azul; PDT V: camundongos submetidos a duas sessbes de PDT com LED

vermelho.
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5.2.8. Analise do tempo de sobrevivéncia apés duas sessoes de PDT

A figura 34 ilustra o tempo de sobrevivéncia dos camundongos apos duas
sessdes de PDT. Os camundongos do grupo controle foram a ébito entre 7 e 19
horas apos a inoculagdo bacteriana; os camundongos do grupo PDT com LED
azul foram a obito entre 30 e 45 horas apds a inoculacdo bacteriana e os
camundongos do grupo PDT com LED vermelho foram a &bito entre 30 e 37

horas apds a inoculacéo bacteriana.

Curva de sobrevivéncia apds 2 sessdes de PDT
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Figura 34 - Curva de sobrevivéncia de camundongos apos duas sessdes de PDT.
Controle: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam nenhum
tratamento; PDT A: camundongos com queimaduras infectadas, mas que
receberam HB:La"™ e foram irradiados com LED azul em duas sessdes; PDT V:
camundongos com queimaduras infectadas mas que receberam HB:La"™ e foram

irradiados com LED vermelho em duas sessoes.
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A tabela 4 ilustra o tempo de sobrevivéncia dos animais dos grupos
controle, PDT com LED azul e PDT com LED vermelho:

Tabela 4— Tempos de sobrevivéncia dos camundongos apos duas sessdes de
PDT. Q+Il+: camundongos com queimaduras infectadas que nao receberam
nenhum tratamento; PDT A: camundongos submetidos a PDT com LED azul; PDT

V: camundongos submetidos a PDT com LED vermelho.

Tempo (horas) Numero de camundongos (n)
Controle PDT A PDT V
1 5 5 5
6 5 5 5
11 4 5 5
12 4 5 5
14 3 5 5
22 0 5 5
25 0 5 5
31 0 4 3
37 0 3 0
38 0 3 0
41 0 3 0
45 0 0 0
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6. Discussao

Estudos in vitro com Fs bem estabelecidos como o azul de metileno e azul
de toluidina mostraram que P. aeruginosa demorou mais tempo para ser
eliminada pela terapia fotodindmica do que outras espécies de bactérias, mesmo
considerando outras espécies também Gram-negativas (USACHEVA et al., 2003).

Em nosso estudo, foi realizada a PDT in vitro, utilizando AM e laser de
emissdo vermelha em duas cepas distintas de P. aeruginosa, uma ATCC 27853 e
outra selvagem multirresistente (MR). A finalidade deste ensaio foi verificar se
poderia ocorrer diferengca na susceptibilidade a PDT entre cepas padrao e cepas
multirresistentes, e a partir de entdo utilizar a cepa que pudesse reproduzir a
situagdo mais critica. A utilizagdo de um tempo de pré-irradiagdo de 30s nos
ensaios preliminares foi com a finalidade de realizar a PDT antes que um possivel
mecanismo de bombas de efluxo pudesse bombear o Fs para fora das células.

Dentro dos parametros utilizados, foi possivel observar a redugcdo de um
log de P. aeruginosa ATCC 27853 apds um minuto de irradiagéo (8 J/cm?) e de P.
aeruginosa MR com quatro minutos de irradiacdo (32 J/cm?). A cepa ATCC
27853 se mostrou mais susceptivel a PDT quando comparada a cepa MR. Estes
resultados concordam com os resultados de Tegos e Hambin, 2006 e George et
al., 2009 que sugerem que cepas multi-droga resistentes sdo mais dificeis de
serem eliminadas pela PDT. Estes autores atribuiram a diferenca ao fato de que
Fs fenotiazinicos como o AM e TBO se ligam a essas bombas, fazendo com que
uma menor quantidade de Fs seja acumulado no interior da célula bacteriana. Ja
os resultados de Tseng et al., 2009, ndo indicaram diferengas na susceptibilidade
a PDT entre cepas multi-droga resistentes e susceptiveis.

No ensaio com o Verapamil associado ao AM foi possivel observar uma
maior reducdo de P. aeruginosa MR comparado & PDT apenas com o AM. E
possivel que a cepa MR utilizada neste estudo também possua o mecanismo de
bombas de efluxo e que o AM esteja exercendo o papel de substrato destas,
impedindo a captacdo de Fs pela célula bacteriana. O ensaio com o Verapamil
associado & HB:La*® ndo mostrou diferenga significativa comparado a PDT

apenas com HB:La*>. Este comportamento pode ser devido ao fato de que
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HB:La"™ ndo seja reconhecida pelo mecanismo dessas bombas de efluxo e,
portanto consiga penetrar mais facilmente no interior da célula.

Segundo Usacheva et al., 2008, existem receptores de proteinas presentes
na membrana externa da célula bacteriana e a diferenga no efeito fotodinamico de
cada Fs pode estar relacionado com o sitio de ligagdo nas estruturas bacterianas.
Como essas estruturas podem variar de cepa para cepa, esta pode ser a razao
pela qual sdo encontrados resultados diferentes de acordo com a cepa estudada.

Em nosso estudo, em todos os ensaios com P. aeruginosa MR, foi possivel
observar que esta cepa produz uma quantidade maior de muco comparada a
cepa ATCC 27853. Pode ser que esse fator também dificulte a difusdo do Fs, ja
que estudo de Donelly et al., em 2007 mostrou que a presenga de muco pode
diminuir a susceptibilidade de P. aeruginosa a PDT.

Nossos resultados in vitro mostraram redugao de P. aeruginosa MR de 5
logs com a utilizagdo de HB:La™. O seu papel como substrato de bombas de
efluxo ndo foi observado ja que a associagdo com Verapamil ndo mostrou
nenhuma diferenga significante.

No melhor de nosso conhecimento, é a primeira vez que HB:La™ &
utilizada in vivo. Nao houve efeito letal sobre os camundongos dentro da
metodologia utilizada, uma vez que os animais que receberam apenas HB:La*® ou
HB:La™ irradiada sobreviveram, e somente aqueles animais que foram infectados
morreram em 24 horas, indicando que a morte foi decorrente do progresso da
infecgao.

A proposta de nosso estudo in vivo foi observar se a terapia fotodinamica
realizada localmente poderia diminuir os niveis bacterianos no local da
queimadura e dessa forma evitar a disseminacdo bacteriana para a circulagao
sanguinea.

Hamblin et al., 2003, mostraram através de um modelo de monitoramento
optico, a eliminagao in situ de P. aeruginosa em feridas cirurgicas infectadas com
uma cepa ATCC 19669, porém modificada com um gene bioluminescente a fim
de permitir a visualizagdo em tempo real da infeccdo. O modelo de infecgéo
apresentado foi obtido através de uma ferida ciriirgica com inoculagdo de 5x10°
UFC/mL de P. aeruginosa sobre a ferida infectada.

Em nosso estudo, o modelo de infeccao apresentado foi uma queimadura

de 3°. grau e somente foi possivel induzir infecgdo letal nos animais com 3x10°
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UFC/mL de P. aeruginosa MR inoculada subcutaneamente no local da
queimadura. Esse fato pode ser atribuido ao padrdo de queimadura de 3°. grau
apresentado em pele de camundongos, que difere bastante de uma queimadura
em pele humana onde ha a presenca de bolhas e exsudato. Vale salientar
também que o padréo da lesdo de uma queimadura em camundongos ¢é diferente
de uma ferida cirurgica, de forma tal que, para a indugdo da infecgdo neste
modelo proposto, foi necessaria a inoculacéo bacteriana subcutaneamente.

O proposito deste modelo foi reproduzir uma situagdo mais proxima da
que ocorre clinicamente, ja que queimaduras de 3°. grau proporcionam um
ambiente ideal para o crescimento bacteriano e o desenvolvimento de uma
infeccao, tanto local quanto sistémica.

Em nosso estudo, apdés a PDT, houve redugdo bacteriana de dois logs no
local da queimadura e os animais submetidos a PDT demoraram mais tempo para
apresentar bacteremia. Os animais dos grupos submetidos a PDT apresentaram
niveis bacterianos mais baixos no local da queimadura comparados ao grupo
controle. A analise dos niveis bacterianos na circulagdo sanguinea mostrou que a
PDT em sess&o Unica realizada localmente pode retardar a bacteremia, e manter
0s niveis bacterianos dois logs mais baixos comparados ao grupo controle. A PDT
realizada em duas sessdes conseguiu manter os niveis bacterianos trés logs mais
baixo em relacdo ao controle, porém, o tempo de sobrevida dos animais
submetidos a PDT tanto em sess&o unica como em duas sessdes foi de 24 horas
mais do que o grupo controle.

A demora para a ocorréncia de bacteremia assim como niveis bacterianos
mais baixos podem ter um significado clinico importante, pois nesse tempo, outras
terapias poderiam ser instauradas com o objetivo de evitar o 6bito do paciente.

Como demonstrado em estudos anteriores (MINNOCK et al., 1996;
USAVHEVA et al., 2001; SHARMA et al, 2002; SHARMA et al., 2005; RESZKA et
al., 2006), a PDT pode atuar em alguns fatores de viruléncia responsaveis pela
destruicdo da integridade do tecido do hospedeiro e degradagdo do sistema
imune do mesmo. A demora para a ocorréncia de bacteremia, assim como o
tempo de sobrevida maior nos grupos submetidos a PDT pode estar associado a
inativacdo destes fatores de viruléncia, além do fato de os grupos PDT terem
apresentado valores bacterianos sanguineos menores comparados ao grupo

controle. Pode ser que a inativagao de fatores de viruléncia responsaveis pela
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degradagéao do sistema imune do hospedeiro esteja contribuindo para uma melhor
resposta do animal frente a infeccao e por isso foi possivel retardar a bacteremia,
manter niveis bacterianos mais baixos e aumentar o tempo de sobrevida do
animal.

A PDT realizada em duas sessdes apresentou resultado semelhante
comparado com a PDT em sessdo unica. Somente foi possivel detectar bactérias
na circulagdo sanguinea dos animais do grupo PDT, 10 horas apds a inoculagao
bacteriana, enquanto o grupo controle ja apresentava bacteremia as sete horas
poés-inoculagao bacteriana. A diferenca entre a PDT realizada em sessao unica e
a PDT em duas sessobes foi que, nesta ultima, a diferenca no numero de células
viaveis entre o grupo controle e PDT foi de trés logs a partir das 15 horas pés-
inoculagdo bacteriana, e os animais do grupo controle morreram antes das 22
horas, ndo sendo possivel efetuar a ultima coleta desse grupo. O padrdo de
infeccdo apresentado neste ultimo ensaio se mostrou mais agressivo, porém as
diferengas entre os grupos controle e PDT permaneceram semelhantes tanto na
PDT em sessé&o unica como na PDT realizada em duas sessdes.

Em estudos in vivo, é possivel que fatores como presenca de sangue ou
plasma, interacdo entre Fs e bactéria dentro do tecido, localizacdo da bactéria
dentro do tecido, comportamento do Fs dentro do tecido, entre outros possam
influenciar os parametros iniciais da PDT. Porém, a redug¢ao bacteriana local pode
ter contribuido para uma demora maior na invasdo e proliferacdo bacteriana,
aumentando dessa forma a sobrevida dos animais.

Desenvolver uma maneira de inativar a bactéria na circulagdo sanguinea
através da PDT, uma vez ocorrida a bacteremia, seria um desafio para trabalhos
futuros, onde a PDT poderia atuar primeiramente como tratamento local e,
paralelamente como tratamento sistémico, evitando o comprometimento de
orgaos importantes. Para tanto, maiores estudos ainda se fazem necessarios
quanto aos momentos de intervengao, doses requeridas e comportamentos tanto
do Fs quanto da bacteria in vivo. Monitorar a difusdo tanto do Fs como da bactéria
in vivo, seria um inicio para o desenvolvimento de métodos para alcancar tal
objetivo.

Outro assunto a ser explorado seria elucidar como o mecanismo de
bombas de efluxo se comporta in vivo, e porque certas substancias conseguem

se passar despercebidas por tais mecanismos.
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7. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que:
In vitro:
= PaMR demorou mais tempo para ser eliminada do que a cepa ATCC 27853
utilizando AM associado a laser;
= A reducgdo de PaMR in vitro com HB:La™ associada tanto a LED azul como
vermelho foi igual, porém foi maior comparada a AM associado a laser;
= A utilizagdo do inibidor de bombas de efluxo melhorou a efetividade da PDT
quando associado a AM, porém nao aumentou a redugdo de PaMR quando
associado a HB:La"?;
In vivo:
* O modelo de queimadura proposto induziu a uma queimadura de 3°. grau
segundo analise histoldgica das amostras de pele;
» Foi possivel induzir infecgdo local e sistémica pela inoculagdo de PaMR
subcutaneamente no local da queimadura;
= HB:La" dentro dos parametros utilizados ndo é letal & camundongos;
= A PDT é capaz de reduzir PaMR localmente, retardar a entrada de PaMR na
circulagado sanguinea, manter a carga de PaMR na circulagdo sanguinea menor
em relagao ao controle e aumentar a sobrevida dos animais;

= Nao houve diferenga entre a PDT realizada em uma ou duas sessdes.
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ANEXO 1

Cloridrato de verapamila (Verapamil®)

Verapamil® é o nome comercial do cloridrato de verapamila, um
medicamento utilizado para o tratamento de hipertensao arterial, arritmias
cardiacas, angina e profilaxia da enxaqueca. Estudos demonstraram seu papel
como bloqueador de canais de calcio (AKIYAMA et al., 1984; PIRKER et al., 1985;
PIRKER et al., 1988; KO et al, 2010) da célula, faciltando a entrada de
substancias no interior da mesma. Sua utilizagao dentro da terapia fotodindmica é
no sentido de aumentar a difusdo e captagdo do Fs no interior da célula
bacteriana, dificultando a acao das bombas de efluxo.

As bombas de efluxo, como descrito anteriormente, sdo mecanismos de
resisténcia desenvolvidos por algumas espécies microbianas que dificultam a
captacao dos Fs no interior das células, comprometendo os efeitos da PDT. A
utilizacdo de um agente inibidor da acdo dessas bombas, como o Verapamil,
melhora a captacdo do Fs pela célula bacteriana e consequentemente a
efetividade da PDT (TEGOS e HAMBLIN, 2006).

Cloridrato de verapamila, ou simplesmente Verapamil, tem sido utilizado
como inibidor de bombas de efluxo MDRs. Segundo estudo de GEORGE et al.,
2009, o Verapamil aumentou a captagdo do fotossenssibilizador Rosa Bengala
tanto por bactérias Gram-positivas quanto por bactérias Gram-negativas.

Em estudo com cepas de P. aeruginosa e outro agente inibidor como a
fenilalanina-arginina-p-naftalamida (PABN), foi demonstrado que este melhorou o
resultado da terapia fotodindmica, havendo a redugéo de 1 log a mais no grupo
onde foi utilizado o inibidor. Em cepas de P. aeruginosa utilizada no estudo,
mesmo com o uso do agente inibidor, a redugao bacteriana apesar de significativa
(5 logs), ndo chegou a zero. No mesmo estudo, em cepas de Staphylococcus
aureus quando foi utilizado o agente inibidor, houve redugao bacteriana de 7 logs,
chegando a eliminagao total desta bactéria. Os autores atribuiram essa diferenca
ao fato de que as bombas de efluxo presentes nas duas bactérias podem ter
comportamentos diferentes tanto em relagéo ao Fs, quanto em relagéo ao agente
inibidor (TEGOS et al., 2008).
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ANEXO 2

Parecer - Projeto N° 4/CEPA-IPEN/SP
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