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Resumo

Objetivo: Avaliar in vitro a acdo dos extratos de Myracrodruon urundeuva,
Stryphnodendron adstringens e Sideroxylon obtusifolium como
fotossensibilizantes da terapia fotodinamica (PDT). Dados: A perspectiva de
compostos fotossensiveis extraidos de plantas, reforcada pela aplicacdo de
laser de diodo, tem sido alvo de intensa investigagdo cientifica, constituindo
uma importante fonte de novos produtos biologicamente ativos. Métodos: A
atividade antimicrobiana frente a cepa de Staphylococcus aureus foi avaliada a
partir de um planejamento fatorial 2°, contendo trés variaveis independentes:
tempo de pré-irradiacdo, concentracdo do fotossensibilizante e tempo de
irradiacdo, em dois niveis experimentais e quatro pontos centrais, totalizando
12 ensaios; a variavel dependente foi a atividade antimicrobiana. A fonte de luz
utilizada foi o laser vermelho InGaAIP em um comprimento de onda de 660 nm
e fluéncia de 9 J/cm2, poténcia de 100mW. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi realizada em placas de 96 pogos e apds a aplicacdo do laser
vermelho, o contelddo dos pocos foi semeado em placas de Petri contendo
Agar Mueller Hinton e as placas incubadas em estufa microbiolégica a 37 °C
por 24 horas. Decorrido esse periodo, houve observacdo do crescimento de
unidades formadoras de colonias. Resultados: Houve potencial de inibicdo
bacteriana quando o tempo de pré- irradiacdo foi de 5 minutos, concentracdo
de 100 pg/mL e tempo de irradiagdo de 60 segundos utilizando os extratos
Myracrodruon urundeuva, Stryphnodendron adstringens, exceto quando foi
submetido o extrato de Sideroxylon obtusifolium como fotossensibilizante.
Conclusao: Dois dos extratos de plantas testados apresentaram atividade

como fotossensibilizante dentro das condi¢des avaliadas.



Palavras-chaves: Terapia fotodindmica, extratos vegetais, agentes
fotossensibilizantes.

Abstract

Objective: To evaluate in vitro the extracts of Myracrodruon urundeuva,
Stryphnodendron adstringens and Sideroxylon obtusifolium as photosensitizers
of photodynamic therapy (PDT). Data: The perspective of photosensitive
compounds extracted from plants, reinforced by the application of diode laser,
has been the subject of intense scientific investigation, constituting an important
source of new biologically active products. Methods: The antimicrobial activity
against the Staphylococcus aureus strain was evaluated from a factorial design
23, containing three independent variables: pre-irradiation time, photosensitizing
concentration and irradiation time, at two experimental levels and four central
points, totalizing 12 trials; the dependent variable was antimicrobial activity. The
light source used was the red InGaAIP laser at a wavelength of 660 nm and
fluency of 9 J / cm? power of 100mW. The evaluation of the antimicrobial
activity was performed in 96-well plates and after application of the red laser,
the contents of the wells were seeded in Petri dishes containing Muller Hinton
Agar and the plates incubated in a microbiological oven at 37 ° C for 24 hours.
After this period, there was observation of the growth of colony forming units.
Results: There was a potential for bacterial inhibition when the pre-irradiation
time was 5 minutes, concentration of 100 ug/mL and irradiation time of 60
seconds using the extracts Myracrodruon urundeuva, Stryphnodendron
adstringens, except when the extract of Sideroxylon obtusifolium as a
photosensitizer. Conclusion: Two of the plant extracts tested showed activity

as a photosensitizer within the conditions evaluated.
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Introducéo

A terapia fotodindmica (PDT) surgiu como uma opg¢ao terapéutica para o
tratamento de doencas infecciosas. Esta terapia consiste na ativacdo de um
corante fotossensibilizante com luz de um comprimento de onda apropriado®.
As demandas da PDT apresentam trés elementos basicos:
fotossensibilizadores responsaveis para a sensibilidade do tecido doente, fonte
de luz causando mobilizac&o de fotossensibilizadores e oxigénio dissolvido em
tecido sendo tratados. Pode-se dizer que a PDT depende da interacdo entre
esses componentes?.

Na Odontologia, a grande maioria das patologias estd relacionada a
bactérias, fungos e virus; e a PDT apresenta-se promissora com diversas
aplicacbes e inUmeras vantagens, dentre elas o custo, a auséncia de efeitos
colaterais e a impossibilidade de resisténcia adquirida por bactérias. Utilizada,
também, como coadjuvante de antibidticos na eliminacdo de bactérias
periopatogénicas. Em termos gerais, representa uma alternativa antibacteriana,
antifingica e antiviral para 0s micro-organismos resistentes aos farmacos®.

Os fotossensibilizantes (FS) utilizados na PDT devem apresentar
comportamento bioldgico estavel, ter carater minimamente tdxico para tecidos
do organismo, ser fotoquimicamente ativos, seletividade pela célula-alvo, ser
administrado de forma local, topica, ou no interior da cavidade e, depois de um
tempo ideal, ser irradiado com luz em dose e comprimento de onda
adequados”.

Os conhecimentos tradicionais sobre plantas medicinais sdo importantes

para diversos dominios cientificos e tecnoldgicos, pois € um alvo de grande



potencial na medicina tradicional. Stryphnodendron adstringens, popularmente
conhecida como Barbatimdo, é uma planta medicinal cujas cascas de caule
sao utilizadas popularmente na forma de decocc¢ao ou infusdo, para tratamento
de leucorréia, diarreia e como agente anti-inflamatério®. Sideroxylon
obtusifolium conhecida como “quixabeira”, é utilizada na medicina popular
nordestina no Brasil’. Sua biodiversidade exuberante e inexplorada esta
ameacada de exting&o, principalmente pela extracdo de sua casca. E relatado
ter antioxidante, hipoglicémica e antimicrobiana como suas propriedades ’.

A aroeira Myracrodruon urundeuva € conhecida como uma espécie
arbérea muito disseminada. No Brasil € encontrada na Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio de Janeiro, Rio grande do Norte, Sergipe, Sdo Paulo, Tocantis e
Mato grosso do Sul. E considera a madeira mais resistente do Brasil e mais
potente em pesquisas com fitoquimicos ®.

Baseado nas atividades de extratos de plantas encontradas na literatura,
este trabalho objetiva avaliar in vitro a acdo dos extratos de Myracrodruom
urundeuva, Stryphnodendron adstringens e Sideroxylon obtusifolium como

fotossensibilizantes da terapia fotodinamica (PDT).

Materiais e Métodos
Caracterizacao do estudo: Experimental laboratorial.
Micro-organismos

Utilizou-se uma cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923). O micro-
organismo foi reativado em meio de cultura com caldo TSB (caldo triptona de
soja) e mantido em estufa microbiolégica por 24 horas a 37 °C. Estoques dessa

cultura foram mantidos congelados em criotubos a -20 °C para reutilizagéo.



Plantas e formulacéo das soluc¢des fotossensibilizantes

Foram utilizados extratos etandlicos de folhas de Myracrodruon
urundeuva, da casca Stryphnodendron adstringens e casca de Sideroxylon
obtusifolium fornecidos pela Profa. Dra. Rosangela Alves Falcdo (UPE/
Campus Garanhuns) para a elaboracdo das solucfes fotossensibilizantes. Os
extratos foram solubilizados em etanol PA e as diluicdes preparadas com agua
destilada esterilizada.
Terapia fotodinamica antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada em placas de 96
pocos, contendo 90 uL de caldo Mueller Hinton, 10 yL do in6culo padronizado
em 1 a 2 x 10° UFC/mL e 100 pL do extrato da planta testado como
fotossensibilizante.
Avaliacdo dos fatores que atuam na acédo antimicrobiana da terapia
fotodinamica através do planejamento fatorial 23

Com a finalidade de detectar as condi¢cbes mais favoraveis para a acao
antimicrobiana na terapia fotodinamica, foi empregado um planejamento fatorial
2%, contendo trés variaveis independentes nomeadamente: tempo de pré-
irradiacdo, concentracdo fotossensibilizante e tempo de irradiacdo, em dois
niveis experimentais e quatro pontos centrais, totalizando 12 ensaios, a
variavel dependente sera a atividade antimicrobiana (Tabela 1).
Os niveis experimentais do estudo foram distribuidos conforme a Tabela 2

apresentada com valores codificados.
Avaliacao da terapia

Apbs a aplicacdo do laser vermelho, o conteudo dos pocos foi semeado

em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton com auxilio de swabs



esterilizados e as placas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37 °C por
24 horas. Decorrido esse periodo, houve a observacdo de crescimento de

unidades formadoras de colbnias nas placas semeadas.

Fonte de luz

A fonte de luz foi utilizada o laser de diodo de InGaAlP, Flash Lase |
(DMC Equipamentos do Brasil Ltda, Sdo Carlos, SP- Brasil), no modo continuo,
660 nm de comprimento de onda central, 100 mW de poténcia de saida,
sistema de entrega através de fibra 6ptica com 0,028 cm? de area de seccéo
transversal. A irradiacéo foi realizada com o laser em contato com a tampa da
placa de acrilico. Os detalhes dos parametros utilizados para a irradiacao de
acordo com as variaveis, estdo descritos na Tabela 3.

Resultados

Os ensaios foram realizados usando extratos etandlicos de Myracrodruon
urundeuva, Stryphnodendron adstringens e Sideroxylon obtusifolium para a
elaboracdo das solucdes fotossensibilizantes e observou-se que as cepas de
Staphylococcus aureus foram sensiveis a terapia fotodinamica, exceto quando
foi utilizado o extrato de Sideroxylon obtusifolium como fotossensibilizante.
Entretanto, o maior potencial de inibicdo bacteriana foi obtido quando o tempo
de pré- irradiacdo foi de 5 minutos, concentracdo de 100 pug/mL e tempo de
irradiacdo de 60 segundos. O grupo controle formado pelos ensaios 9 a 12,
apresentaram resultados semelhantes entre si conforme esperado e maior
crescimento  bacteriano em comparagcdo aos demais ensaios, conforme

observado na Tabela 4.



Discusséo

Os trés principais elementos da PDT sédo o fotossensibilizante, a luz
visivel e o oxigénio. Estes elementos, quando combinados, produzem espécies
oxidantes potentes.® Nos Gltimos anos, muitos estudos demonstraram que 0s
fitoquimicos exercem a sua atividade antibacteriana através de diferentes
mecanismos de acao, tais como danos na membrana bacteriana e supressao
de fatores de viruléncia, incluindo inibicdo da atividade de enzimas e toxinas e
formacdo de biofiimes bacterianos.'® Baseado nestas consideracées, o
presente estudo avaliou o potencial fotossensibilizante de trés extratos de

plantas na técnica da PDT, frente Staphylococcus aureus.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos etandlicos
de plantas descritas no neste estudo corrobora com a tendéncia atual de se
desenvolver e testar medicamentos produzidos a partir de plantas.'"*?
Inclusive, o elevado percentual inibitério encontrado nos resultados deste
estudo, estd em concordancia com a atividade antimicrobiana encontrada por

outros autores, 101314

Dessa forma, a utilizacdo de plantas medicinais surge como uma
alternativa promissora na terapia fotodindmica, visto que sua acao
antimicrobiana é potencializada mediante a aplicacdo do laser vermelho. Ou
seja, a PDT age de forma notavelmente mais rapida contra micro-organismos

do que contra antimicrobianos isolados.**

Segundo Dai e colaboradores '°a PDT proporciona vantagens
significativas em relacdo as terapéuticas antimicrobianas existentes. O motivo

pelo qual existe resisténcia bacteriana a drogas antimicrobianas convencionais



€ seu uUnico sitio e modo de acdo. Assim, ap0s determinada exposicdo, a
maioria dos micro-organismos comeca a desenvolver mecanismos de
resisténcia para um Unico ponto de ataque. Entretanto os fotossensibilizadores
agem via producdo de oxigénio singleto ou espécies reativas de oxigénio, 0s
quais ndo apresentam uma especificidade de acao celular. Devido a essa
inespecificidade de acdo, o micro-organismo ndo € capaz de desenvolver
resisténcia.

A Myracrodruon urundeuva, um dos extratos utilizados no presente
estudo, alcancou um potencial inibitério consideravel, apesar do resultado
obtido ser inferior a 50% de inibicdo. Apresentaram-se com a maior inibicéo
bacteriana os ensaios submetidos ao tempo de pré-irradiagdo de 5 minutos,
concentracdo de 100 pg/mL e tempo de Irradiacdo de 60 segundos. Sua
reputacdo antimicrobiana aqui exposta estd em concordancia com outros
estudos, que demonstraram que o0s extratos hidro-alcodlicos de casca de
tronco de Myracrodruon urundeuva exercem atividade anti-inflamatoria em
varios modelos experimentais de inflamacdo. Também foram relatadas
atividades antioxidantes, antibacteriana, antifingicas e analgésicas. ***’

Stryphnodendron adstringens destacou-se nesta pesquisa devido ao seu
potencial inibitério apresentado ser superior aos demais. Ambas as
concentracbes, 100 pg/mL e 10 pg/mL, ndo apresentaram divergéncias de
resultados entre si. Tiveram inibicdes analogas. Entretanto, o efeito inibitério
com o tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos e o tempo de irradiacdo de 60s
segundos foi superior. Este resultado estd em conformidade com pesquisas
que demonstram varias de suas atividades, tais como anti-inflamatéria,

antisséptica e antibacteriana.’*'®*° De acordo com Souza et al. ?°0 efeito
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antimicrobiano do extrato S. adstringens pode ser atribuido ao alto teor de
tanino, que é capaz para inibir a adesao bacteriana e enzimas.

Em contrapartida, o presente estudo constatou o potencial inativo do
fotossensibilizante Sideroxylon obtusifolium frente a cepa de S. Aureus. Nao foi
observado divergéncias nos resultados, todos 0s ensaios submetidos ao
mesmo, tiveram grande crescimento bacteriano. Apresentando concordancia

com Eller et al.

gue avaliou a atividade antimicrobiana interativa, in vitro, de
alguns extratos. Dentre eles o da quixaba (Sideroxylon obtusifolium) frente a
cepa de S. Aureus. Concluindo que o extrato acima citado ndo apresentou
atividade antimicrobiana frente as cepas em estudo. Em estudo semelhante
Costa et al.,?* avaliou alguns extratos de plantas e a Sideroxylon obtusifolium
apresentou 0 menor potencial inibitério comparando com as demais. Apesar
desses autores acima nao terem submetido o estudo a PDT, o extrato
Sideroxylon obtusifolium se mostra falho em perspectiva antibacteriana. Visto
que o laser apenas potencializa a atividade antimicrobiana ja existente do
fotossensibilizante.

Em S. obtusifolium, todos os fitoquimicos pesquisados foram
encontrados. Em cada 100 g do fruto, havia 58 mg de antocianinas, 56 mg de
flavondis e aproximadamente 47 ug / g de beta-caroteno.?®

A cepa em estudo, Staphylococcus aureus, € uma bactéria gram-
positiva, e um dos patdogenos mais frequentemente identificados em
associacdo com infeccdes, particularmente adquirida em hospitais, dos quais
numerosos subtipos sdo identificados como resistentes & meticilina.>* Frente a

iISSo, novas perspectivas no desenvolvimento de terapias para controlar este

patdogeno sdo discutidas atualmente e apesar da crescente ocorréncia de
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\

resisténcia aos antibidticos relatos susceptiveis a fotoinativacdo sao

encontrados >?°

Em estudo semelhante a este, Ferraz et al.?®

obteve reducéo microbiana
eficaz de cerca de 98% de Staphylococcus aureus utilizando a
guimioluminescéncia como fonte de luz e o tempo de iluminagéo variou de 60 a
240 minutos. Apesar do fotossensibilizante ser distinto deste estudo, pode-se
enfatizar o tempo de iluminagé&o utilizado. Conseguiu-se 0 mesmo sucesso da
terapia, inibicdo do S. aureus, com tempos de irradiacdo bastante inferiores,
variando de 20 a 60 segundos, subtemendo o teste ao laser vermelho em um
comprimento de onda de 660 nm e fluéncia de 9 J/cm2, poténcia de 100mW.

Dessa forma a utilizagédo de laser como fonte de luz em PDT, ainda se torna a

opcao mais viavel.

Bartolomeu et al. 2’ com o objetivo de avaliar o efeito da PDT sobre os
fatores de viruléncia de S. aureus e avaliar o potencial desenvolvimento de
resisténcia dessa bactéria alcancou o resultado esperado. As bactérias
sobreviventes ndo desenvolveram resisténcia e a PDT, contrariamente aos
antibioticos tradicionais, inibiu a expresséo de fatores de viruléncia.

Assim como Kossakowska et al.?® teve como um dos objetivos investigar
a viruléncia da cepa de S. aureus como também a resisténcia a meticilina. Os
dados obtidos permitiram demonstrar a eliminagcdo da resisténcia a
fotoinativacdo de S. aureus e que ambas as cepas, altamente virulentas e
pouco virulentas, poderiam ser facilmente erradicadas com o uso de PDT.
Concluséao

Dois dos extratos de plantas testados como fotossensibilizantes na

técnica da terapia fotodindmica, demonstraram ser ativos sob as condi¢es
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testadas. O uso desta terapia pode se tornar uma forte alternativa promissora
aos antibidticos para controlar micro-organismos patogénicos. Novos ensaios
com outros extratos de plantas, outras variaveis e testes de toxicidade deverao
ser realizados para uma futura indicagdo destes extratos como

fotossensibilizantes na técnica da PDT.
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Tabela 1. Matriz experimental do planejamento fatorial 2%, empregado no

estudo da influéncia de diferentes fatores na ag&o antimicrobiana da terapia

fotodinamica.

Variaveis independentes Niveis
-1 0 1
Tempo de pré-irradiacdo (minutos) 0,0 2,5 5,0
Concentracdo Fotossensibilizante 0,1 0,055 0,01
(mg/mL)
Tempo de Irradiagdo (segundos) 20 40 60
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Tabela 2. Valores codificados do planejamento fatorial 2° empregado no estudo

da acédo antimicrobiana da terapia fotodinAmica para cada planta testada.

Tempo de pré-irradiagédo Concentracao Tempo de Irradiacdo
Ensaio (minutos) Fotossensibilizante (Segundos)
e
2 + - .
T
4 + + -
.
6 + - +
A
8 + + +
I L
10 0 0 0
I L
12 0 0 0

(-) = nivel -1; (0) = nivel 0; (+) = nivel 1



Tabela 3. Parametros de irradiacdo conforme as variaveis.
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Variaveis -1 0 1
Parametros
Irradiancia 3,5 W/cm? 3,5 W/cm? 3,5 W/cm?
Fluéncia 70 J/cm? 140 J/cm? 210 J/cm?

Tempo da sessao
Frequéncia do

tfratamento

Dose cumulativa

administrada

20 segundos
Unica
irradiacdo em
cada poco

70 Jlcm?

40 segundos
Unica
irradiacéo em
cada poco

140 J/cm?

60 segundos
Unica
irradiacdo em
cada poco

210 J/cm?
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Tabela 4. Comportamento dos ensaios com extratos de plantas utilizados como

fotossensibilizantes na técnica da PDT frente S. aureus.

Extratos de plantas (fotossensibilizantes)

Myracrodruon Stryphnodendron Sideroxylon

Ensaio urundeuva adstringens obtusifolium
1 - - -
2 - + -
3 - - -
4 - + -
5 + + -
6 + + -
7 - + -
8 + + -
9 - - -
10 - - -
11 - - -
12 - - -

(+) houve inibicao; (-) ndo houve inibicao



