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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica emergente no controle de
microrganismos também no setor alimenticio. Ela utiliza uma molécula fotoativa
(fotossensibilizador — FS), luz visivel e oxigénio para gerar espécies reativas de
oxigénio (ERO), que inativam os microrganismos. Uma escolha promissora para o
FS é a curcumina, extraida da planta Curcuma longa, por suas propriedades
biolégicas. O objetivo foi avaliar o impacto de diferentes tempos de incubacédo no
escuro, antes da iluminacao, sobre a eficacia da TFD contra Staphylococcus aureus.
Os ensaios utilizaram curcumina em concentracoes de 20uM, 40uM e 100uM. Apds
a incubacao no escuro (5, 10 e 30 minutos), as amostras foram iluminadas por 5
minutos com LED azul, a viabilidade bacteriana foi medida e os resultados expresso
em Logio UFC/mL. Os resultados demonstraram que, nos tempos de 5 e 10 minutos
de escuro nao houve diferencas nas contagens bacterianas. No tempo de escuro de
30 minutos, ndo foram detectadas células viaveis nas trés concentragdes de
curcumina avaliadas. A conclusdo do estudo indica que, dentro dos parametros
analisados, o tempo de incubacdo no escuro de 30 minutos foi possivel ter uma
melhora na inativacao microbiana. No entanto, mais pesquisas sao necessarias para
avaliar outros fatores que podem impactar a eficacia desse tratamento.

INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) esta se popularizando no controle de microrganismo
em diversas areas, dentre elas no setor alimenticio. Esse método tem como principio
reagdes fotoquimicas e fotofisicas, sendo necessario o uso de uma molécula
fotoativa ou fotossensibilizador (FS), luz visivel e oxigénio molecular, a interacdo
entre esses trés ativos gera espécies reativas de oxigénio (ERO) que inativam o
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microrganismo (Bagnato et al., 2023). Para uma TFD eficaz, é necessario o uso de
um FS com alta capacidade de absorcao de luz e geracao de ERO. A curcumina, um
composto fenédlico extraido do rizoma da planta Curcuma longa, tem uso medicinal
milenar na cultura chinesa e é reconhecida como segura por diversos 06rgaos
reguladores, inclusive a ANVISA. Este composto apresenta propriedades anti-
inflamatérias, antioxidantes e antimicrobianas, além de ter as caracteristicas
necessarias de um 6timo FS para TFD (Babinski et al., 2022). Nos ensaios da
inativagéo, o FS deve entrar em contato com o microrganismo por um tempo, longe
de fontes de luz para evitar o consumo da molécula ativadora, para interagir e atingir
0S microrganismos alvo antes da iluminacdo. Esse tempo de incubagdo pode
interferir na eficacia e resultado do método (Amorim, 2022). Este estudo teve como
objetivo avaliar diferentes tempos de incubacao no escuro do FS, com a bactéria
Staphylococcus aureus e assim analisar se essa variagao pode efetivamente alterar
os resultados antimicrobianos da TFD.

MATERIAIS E METODOS

A curcumina utilizada foi a CurcuVail (Galena), que é um extrato de Curcuma longa
com 35% de curcuminoides totais (curcumina, demetoxicurcumina e bis-
demetoxicurcumina). A curcumina foi diluida nas concentra¢des: 20uM, 40uM e
100uM. Utilizou-se nos experimentos a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus ATCC 25923, avaliando-se a contagem de colénias (UFC/mL). Foram
realizados diferentes controles, sendo eles: controle sem luz e sem curcumina
(suspensao bacteriana em solucado salina 0,85%); controle de luz (suspensao
bacteriana iluminada); controle do fotossensibilizador (suspensdo bacteriana com
curcumina a 20, 40 e 100uM). Os ensaios foram conduzidos conforme 0s seguintes
passos: primeiro o estoque bacteriano foi reativado em caldo nutritivo Brain Heart
Infusion (BHI) incubando por 24h a 35°C, em seguida semeado em Agar Baird-
Parker e incubado a 35°C por 48h, posteriormente 3 a 5 colénias foram transferidas
para caldo BHI e incubado por 16-18h a 35°C. Ap6s a incubacdo o in6culo
bacteriano foi padronizado a 10’ UFC/mL. Em microplacas estéreis de 96 pocos,
foram colocados 190puL da curcumina em diferentes concentracées (20uM, 40uM e
100uM) + 10pL de in6culo padronizado, em ftriplicata, incubou-as em diferentes
tempos de escuro (5, 10 e 30 minutos) e, em seguida, iluminou-se as placas por 5
minutos utilizando-se de um sistema de luz diodo emissor de luz (LED), composto
por 20 diodos emissores de luz (LED) azul (3W) com irradiancia de 16 mW/cm?2 e
comprimento de onda de 450nm. Apdés isso realizou-se a diluigdo seriada das
amostras até obter-se a diluicdo 10°, semeou-se em Agar TSA e incubou-se as
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placas por 24h a 35°C. Por fim, contou-se as colbnias das placas e calculou-se log1g
UFC/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios realizados para avaliar os controles (Tabela 1), o controle apresentou
aproximadamente 7,27 UFC/mL e as contagens dos controles de luz e de curcumina
mantiveram-se proximas, inferindo assim, que o FS e a luz isoladamente nao
interferiram no crescimento bacteriano.

Nos ensaios de TFD com diferentes tempos de escuro e concentragdes de
curcumina as médias em Logio UFC/mL foram bem proximas umas as outras
conforme a tabela 2. No tempo de escuro de 5 minutos, com curcumina a 20uM e 5
minutos de luz os resultados variaram entre 2,0 e 2,5 Logiy UFC/mL, nao
apresentando diferenca quando comparado ao tempo de escuro por 10 minutos. Na
concentragdo de 40uM, os resultados dos tempos de escuro a 5 e 10 minutos
obtiveram mesma média de 2,0 Log UFC/mL. Com 30 minutos de tempo de escuro,
o Logio UFC/mL foi menor que 2,0 nas trés concentragées de curcumina avaliadas,
resultado promissor comparado aos outros tempos. A curcumina em concentracao
de 100puM, também obteve Logio UFC/mL menor que 2,0 em todos os tempos de
escuro testados.

Tabela 1. Viabilidade celular de S. aureus (Logio UFC/mL) dos experimentos dos

controles.
Média em Log,o UFC/mL
Controle
sem luze | Controle | Controle Controle Controle
sem de luz | curcumina | curcumina | curcumina
curcumina 20uMm 40M 100pM
7,27 6,94 7,11 7,00 6,60

Tabela 2. Média de Logio UFC/mL dos ensaios de TFD variando o tempo de
incubagéo de escuro e a concentragao de curcumina.

Média em Log;o UFC/mL

Tempode | Curcumina Curcumina Curcumina
escuro 20puMm 40puM ioopM

5 minutos 2,0-2,5 2,0 <2,0

10 minutos 2,0-2,5 2,0 <2,0

30 minutos <2,0 <2,0 <2,0
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O tempo de luz foi fixado em 5 minutos em todos os ensaios.

Os resultados nos tempos de escuro 5 e 10 minutos nao diferiram entre si. Contudo,
quando incubado no escuro por mais tempo (30 minutos) ndo foram detectadas
células viaveis. E importante ressaltar que as contagens de 2,0 - 2,5 Logio UFC/mL
foram préximas ao limite de detecgao da técnica (< 2,0 Logio UFC/mL). Toni et al.,
(2022) também relataram que o maior tempo de contato entre FS e microrganismo
antes da luz o mais eficaz. Porém, de acordo com Contrucci et al. (2022), diversos
fatores fazem parte desse efeito antimicrobiano, sendo assim a eficacia a TFD nao
se deve a um s6 parametro, mas a um conjunto deles.

CONCLUSOES

O estudo concluiu que, nos tempos de escuro analisados, o maior tempo de
interagdo no escuro entre o FS e S. aureus antes da iluminagédo, foi o mais
promissor. Apesar disso, é importante salientar que sdo necessarios mais estudos,
pois ha diversos fatores que podem interferir na efetividade ou ndo da inativacao
antimicrobiana.
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