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Resumo

A terapia fotodindmica é a combinagéo do agente fotossensibilizador, da fonte de luz e do oxigénio que pode resultar na oxidacéo de biomoléculas
e gerar danos celulares. Essa técnica € aplicada em diversas situagdes, desde o controle microbiol6gico até o tratamento de cancer. A maioria dos
estudos utiliza as fontes de luz tradicionais, ou seja, lasers, sistemas a LED e ldmpadas. lluminagdo portatil, flexivel e independente de energia
elétrica sdo caracteristicas de grande interesse, principalmente, aos paises em desenvolvimento no qual ha uma grande parcela da populagdo ndo
assistida por hospitais de referéncia, além de cidades que ndo possuem o fornecimento de energia elétrica. Neste estudo, foi avaliada a viabilidade
do uso, in vitro, da quimiluminescéncia como uma fonte de luz para a terapia fotodindmica, induzindo a reducéo microbiana de Staphylococcus
aureus. A quimiluminescéncia é uma reagdo quimica em que, por meio da mistura de reagentes liquidos, ocorre a emissao de luz sem a necessidade
de qualquer ativagdo externa. Na andlise in vitro, 0 agente fotossensivel foi utilizado em quatro concentragdes entre 6 e 75 pug/mL e iluminagao
entre 60 até 240 minutos. Os resultados demonstraram que o longo tempo de experimento ndo gerou redugdo microbiana nos grupos em que foi
avaliado o efeito isolado da fonte de luz e do fotossensibilizador. Porém, quando foi avaliado o efeito fotodindmico na combinagdo da reagdo quimica
e o fotossensibilizador, atingiu-se reducdo da bactéria proxima de 98% (reducéo de duas ordens logaritmicas, aproximadamente) nas maiores
concentracdes de Photogem®e de dose de luz aplicada. Este estudo demonstrou a possibilidade do uso da quimiluminescéncia como uma fonte de
luz alternativa no controle microbiano por meio do efeito fotodindmico, além de apresentar as vantagens de irradiagdo porttil, flexivel entre outras
quando comparada com as fontes de luz convencionais.
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Abstract

Photodynamic therapy is a combined action of the photosensitizer, a light source and the oxygen that may result in an oxidation of biomolecules
and cellular damage. This technique is used for several applications, from microbial control to cancer treatment. The majority of the studies use
conventional light sources as lasers, LED systems and lamps. Portable, flexible and non-wired illumination are duired characteristics especially for
developing countries where still great part of the population is not assisted by hospitals and several regions do not have electricity. In this study, the
viability of chemiluminescence use a PDT light source was evaluated in the in vitro microbial reduction of Staphylococcus aureus. Chemiluminescence
is a chemical reaction where after the reagents mixture a light emission occurs. The photosensitizer was tested at four concentrations between
6 an 75 pg/mL and illumination at exposure times between 60 and 240 minutes. The results showed that the experiment long procedure did not
result in microbial reduction, which was verified at the individual effect of light and of photosensitizer. On the other hand, the photodynamic effect
produced by the combination of the photosensitizer and chemiluminescence resulted in 98% microorganism reduction for the higher Photogem®
concentrations and light dose. This study shows the viability of the chemiluminescence as a light source for the microbial control by PDT, associated
with the characteristics of a portable and flexible illumination device.
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Introducéao

A terapia fotodinamica (TFD) € uma técnica utilizada em
diversas praticas desde o tratamento de cancer até o con-
trole microbiano. Muitos avangos sao observados nas Ulti-
mas décadas, porém desde o inicio do século passado o
efeito fotodinamico ja era conhecido3.

A base dessa técnica é a presenca de trés elementos
fundamentais: fotossensibilizador, fonte de luz e oxigénio.
O fotossensibilizador (FS) € uma substancia capaz de se
tornar ativa apenas apds a absorgao de fétons nas con-
dicdes de iluminacéo. O agente fotossensivel ativo (exci-
tado) tende a retornar ao seu estado fundamental, sendo
necessaria a liberagéo da energia absorvida. Essa energia
liberada pode ser absorvida por alguns substratos, entre
eles, o oxigénio tornando-se uma espécie altamente reati-
va e de meia-vida curta.

Os outros substratos ativados sao, por exemplo, su-
peréxidos e radicais livres, porém a producédo do oxigé-
nio singlete & um dos principais fatores no sucesso da
terapéutica®”.

As fontes de luz tradicionalmente utilizadas na TFD
sdo, entre outras, as lampadas, lasers e sistemas a
base de diodo emissor de luz (LED). Apesar das inime-
ras vantagens, ainda existe casos em que as fontes de
luz convencionais se mostram bastante limitadas, como
por exemplo, dependéncia de energia elétrica, ou seja,
a maioria desses aparelhos esta limitada pela nao total
portabilidade®.

Essas desvantagens sédo potencializadas em pai-
ses em desenvolvimento, como o Brasil, que possuem
muitas cidades com escassez ou sem fornecimento
de energia elétrica, além da concentracdo de centros
hospitalares nas grandes cidades e por consequéncia,
as populacdes das outras cidades possuem um atendi-
mento deficitario.

Dessa maneira, este trabalho demonstrou o interesse
de verificar a potencialidade de fontes alternativas de luz
com a finalidade de simplificar € ampliar 0 uso da terapia
fotodinamica. Assim, apresentamos o principio basico de
funcionalidade da quimiluminescéncia (QL), uma fonte de
luz baseada em reagbes quimicas na forma liquida sem
geracao de calor. Quando os reagentes se misturam ocor-
re a geracéo de luz portétil, pratica, maleavel e adequada
para a TFD.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro, a
viabilidade do uso da quimiluminescéncia como fonte de
luz da Terapia Fotodindmica analisando a reducao bacte-
riana de cepas de Staphylococus aureus.

Material e métodos

O fotossensibilizador utilizado neste estudo foi o
Photogem®, classificado como um representante da pri-
meira geracao dos fotossensibilizadores, produzido a par-
tir da hematoporfirina, uma substancia presente no sangue
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de animais e de humanos. O Photogem® é fabricado na
Russia — Moscou . O Photogem® foi avaliado em quatro
concentracdes: 6; 25; 50 e 75 pg/mL. Todo o procedi-
mento experimental, entre a diluicao do FS até o inicio do
experimento in vitro, o fotossensibilizador foi protegido da
exposicao de luz.

A fonte de luz utilizada na iluminagéo das amostras
se deu através da quimiluminescéncia cujo mecanis-
mo foi descrito por Rauhut® em 1967 e aceito até os
dias atuais, associa 0s seguintes reagentes: oxalato de
bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO), associado a presenga do
perdxido de hidrogénio (H,0,) e de um ativador (ACT),
no caso, 9,10-bis(feniletinil) antraceno (BPEA). Essa rea-
¢ao ocorre em solugéo de imidazol (IMI-H) e acetato de
etila (EtOAc). Quando as rea¢des do mecanismo de qui-
miluminescéncia terminam, o ACT esta em seu estado
eletronicamente excitado que, por sua vez, é instavel e
dessa maneira retorna ao estado fundamental emitindo
luz a0 ambiente®.

Foi utilizada uma reagdo quimica industrializada (Light
Stick Ltd., Pequim, China) que foi caracterizada com um
tempo de meia-vida (T, ,) de 30 minutos, com intensidade
habil de utilizagéo até a sua segunda T,, (totalizado 60
minutos). A intensidade irradiada por uma hora atinge in-
tensidade média de 100 pW/cm2. Foram utilizados 30 mL
da solugéo, resultando em trinta unidades de light stick,
colocados em um recipiente circular (placa Petri pequena)
com as dimnesdes de 5,0cm de didmetro e 1,5cm de al-
tura. A area iluminada abrange 20 well-plates ao mesmo
tempo de uma placa de 96 well-plates.

O microrganismo selecionado para execugdo deste
estudo foi Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Seattle,
EUA) sendo o agente mais comum de infec¢des piogé-
nicas (por bactérias) no ser humano, causando grande
variedade de infecgdes. Ao final do procedimento foram
obtidas suspensdes celulares, em solugao salina, padro-
nizadas em uma mesma concentragéo celular (10° célu-
las/mL) por meio de um sistema de espectrofotdmetro
no comprimento de onda em 600nm. (BioPhotometer,
LeightLichtstrahlone, Alemanha).

Foram testadas as condigbes experimentais, obtidas
a partir do cruzamento das concentragdes de Photogem®
avaliadas e a quimiluminescéncia com trés tempos de ilu-
minagéo, 60, 120 e 240 minutos, fornecendo doses de
0,2; 0,4 e 0,84/cm2, respectivamente.

Estas condicdes experimentais foram testadas da se-
guinte maneira: Grupo 1 sem fotossensibilizador e sem
luz (FS-QL-); Grupo 2 apenas luz (FS-QL+); Grupo 3 ape-
nas fotossensibilizador (FS+QL-) e Grupo 4 efeito foto-
dindmico (FS+QL+). Para todas as condi¢bes avaliadas,
foram realizadas diluigdes seriadas (10%; 10% 10° e 10°)
a partir das amostras contidas nos orificios das placas.
Os procedimentos de semeadura foram realizados em
triplicatas.

Apds 48 horas de incubagao a 37°C, as placas de
Petri referentes as amostras das condi¢gdes experimen-
tais avaliadas foram submetidas a contagem de coldnias.
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Neste trabalho n&o foi avaliado o rendimento de geracéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s).

Resultados

Os resultados obtidos no Grupo 1 demonstraram que o
microorganismo sobreviveu em todas as condicdes ava-
lidas e ndo foi observado nenhuma redug¢ao microbiana.

No Grupo 2 também foi observado o mesmo compor-
tamento descrito anteriormente, ou seja, apenas a presen-
¢a de luz da quimiluminescéncia nao foi capaz de interferir
do desenvolvimento da S. aureus.

Quando foi avaliado apenas o efeito do fotossensibili-
zador (Grupo 3) sobre o microorganismo verificou-se que
a maior reducdo bacteriana observada foi de 22,6% em
240 minutos de experimento e na maior concentragao (75
pg/mL) de fotossensibilizador utilizada, como € possivel
observar na Tabela 1.

Esse valor se torna menos expressivo quando é com-
parado com os resultados dos experimentos de terapia
fotodindmica (Grupo 4). Enquanto a redugao microbiana
foi de 22,6% no Grupo 3, no grupo TFD (nas mesmas con-
cicdes) obteve-se o valor de 98% de redugéo.

A Figura 1 apresenta os resultados dos 4 grupos ana-
lisados no tempo de experimento igual a 240 minutos. O
valor de 300 unidades formadoras de colbnias (UFC) re-
presenta 0% de redugao microbiana e, consequentemen-
te, 100% de redugéo equivale a UFC = 0.

Discussao e conclusoes

Por meio desses resultados pode-se observar que, mes-
mo em tempos prolongados de experimento, apenas
a presenca do fotossensibilizador ndo € suficiente para
ocorrer uma reducgao bacteriana, relativamente, suficiente.

No caso em que apenas a luz da quimiluminescén-
cia esteve (grupo FS-QL+), permite a conclusao de que
apenas o fator luz, nos parametros utilizados, ndo gera
nenhuma redugao bacteriana.

Jé o grupo FS-QL- indica fielmente que nao houve re-
ducao bacteriana devido ao simples ato do procedimento,
nao ocorrendo redugdo bacteriana por efeito de tempera-
tura e nem por falta de nutrientes durante todos os tem-
pos da metodologia analisada.

Dessa maneira, conclui-se que apenas no grupo, No
qual, havia fotossensibilizador e a luz da quimiluminescén-
cia (grupo que foi realizado a terapia fotodindmica) ocorreu
a reducao bacteriana em grande proporgoes, similar a ou-
tros estudos que utilizam fontes tradicionais como o laser
e os LED’s.

Portanto, a utilizagdo da quimiluminescéncia como
fonte de luz externa na redugéo bacteriana in vitro com te-
rapia fotodinamica é viavel e com possibilidades de avan-
¢os e outras aplicagdes na area de TFD.

Tabela 1. Resultados da redugéo bacteriana (RB) do grupo 3 em
todos os tempos pesquisados.
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Figura 1. Unidades formadoras de colonias (UFC) em fungdo da
concentragdo (Ug/mL) de fotossensibilizador.

Desta maneira, surge a possibilidade de diversas apli-
cacdes da TFD de maneira simplificada pois a quimilumi-
nescéncia, como uma fonte de luz alternativa agrega valor
a técnica em muitas vertentes, como por exemplo, a in-
dependéncia da energia elétrica e mobilidade ao procedi-
mento. A quimiluminescéncia € um conjunto de reagentes
liquidos e assim surge a possibilidade também de elaborar
dispositivos anatdmicos e altamente customizados a cada
futura aplicacao.
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