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RESUMO

Devido 0 crescente surgimento de bactérias multirresistentes a antibidticos, o desenvolvimento
de novas tecnologias se faz necessario para possibilitar a inativacdo das superbactérias. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade e eficicia do processo de inativagdo
fotodinamica (IFD), por meio do uso dos fotossensibilizadores (FSs) Eosina Azul de
Metileno (GIEMSA) e a clorofilina clprica de sodio (E-141ii), contra bactérias susceptiveis
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 e
multirresistentes a antibidticos S. aureus MRSA (Genbank Mh087437) e E. coli mcr-1
(CCBH 23593). Os bioensaios de IFD foram realizados submetendo as cepas a diferentes
concentragdes de FSs (0,0, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 uM) para a S. aureus e (0,0, 5,0, 10,0,
20,0, 40,0 e 50,0 uM) para E. coli. Apos a incubacdo dos FSs, as amostras foram divididas
em dois grupos, um mantido no escuro e outro submetido a iluminacdo. A inativacao
bacteriana foi determinada ap6s 18 h de incubacdo, a 37 °C, pela contagem das unidades
formadoras de col6nia (UFC). Os resultados demonstraram que o FS GIEMSA foi eficaz para
fotoinativar tanto as cepas S. aureus ATCC quanto a S. aureus MRSA. Além disso,
apresentou também eficécia contra a E. coli ATCC e E. coli mcr-1 quando submetidas a
irradiacdo de luz vermelha (625 nm). O FS GIEMSA possibilitou 100% de inibicdo do
crescimento de E. coli positiva para mcr-1 na concentragdo de 10 pM e quando submetida a
dose de energia de 45 J cm™. Ja paraa S. aureus ATCC e S. aureus MRSA, 100% de inibic&o
do crescimento bacteriano foi obtido na concentracdode GIEMSA acima de 10 uM quando
irradiado pela luz vermelha & 30 J cm™. Os resultados também mostraram que a E-141ii pode
ser aplicada como um FS efetivo para fotoinativacdo em S. aureus ATCC e S. aureus MRSA,
nossos achados demonstram que o crescimento bacteriano foi completamente inibido em
concentracdes acima de 5 UM de FS para S. aureus (ATCC) e acima de 10 uM para S. aureus
(MRSA) quando irradiado pela luz vermelha usando uma dose de 30 J cm2. Determinou-se
também o coeficiente de particdo dos FSs para aferir suas afinidades por membranas
celulares, e como resultado ambos demostram que os FSs apresentaram afinidade.
Adicionalmente, os mecanismos de toxicidade do processo de IFD foi avaliado a partir da
determinacéo da producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxigénio singleto (1O)
pelos FSs quando submetidos a irradiagdo luminosa. Os resultados mostraram que o FS
GIEMSA foi capaz de induzir a IFD por meio da geragdo de EROs (mecanismo Tipo I) e 1O
(mecanismo Tipo Il). Diferentemente, a E141ii apenas apresentou 0 mecanismo Tipo .

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o FS GIEMSA pode ser aplicado com sucesso
para fotoinativacdo de bactérias E. coli resistentes e susceptiveis a colistina (mcr-1 positive) e
S. aureus resistentes e susceptiveis a meticilina (MRSA), bem como a E-141ii pode ser
efetivamente usado para a IFD de bactérias S. aureus resistentes e susceptiveis a meticilina
(MRSA).

Palavras chaves: Inativacao fotodindmica. Bactérias multirresistentes. Giemsa. E141ii.



ABSTRACT

The growing number of antibiotic-resistant bacteria is emerging, which the development of
new technology is needed to kill multi-resistant bacteria. The present work aimed to evaluate
the photodynamic inactivation (PDI) by using eosin methylene blue (GIEMSA) and sodium
copper chlorophyllin (E-141ii) as photosensitizer (PS) agents against Staphylococcus aureus
(S. aureus) ATCC 25923 and S. aureus MRSA (Genbank accession number Mh087437), as
well as against non-resistant E. coli strain (ATCC 25922) and a mcr-1 positive E. coli strain
(CCBH 23593) under light doses in the 30-45 J.cm range provided by a LED device
emitting at 625 nm. The PDI experiments were performed using the strains in which five PS
concentrations (0.0, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 uM) for S. aureus, and (0.0, 5.0, 10.0, 20.0,
40.0 e 50.0 uM) for E. coli. After PS incubation, the samples were divided in two groups, one
kept in the dark and another submitted to illumination. Then, the bacterial inactivation was
determined 18 h after the incubation at 37 °C by counting the colony-forming units (CFU).
The results demonstrated that GIEMSA is effective against S. aureus ATCC and S. aureus
MRSA and also against mcr-1 positive E. coli strain. Similarly to the non-resistant strain,
multi-resistant strain was susceptible to the photoinactivation under red light irradiation using
GIEMSA as photosensitizer. The GIEMSA promoted 100% of growth inhibition of mcr-1
positive E. coli using a low PS concentration (10 pM) when illumiated at 625 nm with an
energy dose of 45 J cm™, and for S. aureus ATCC and S. aureus MRSA 100% of growth
inhibition over 10 uM when irradiated by red light using a dose of 30 J cm™2. The results also
showed that E-141ii can be applied as an effective PS for photoinactivation of S. aureus
ATCC and S. aureus MRSA. The results revealed that the bacterial growth was completely
inhibited at concentrations over 5 UM of PS for S. aureus (MSSA) and over 10 uM of PS for
S. aureus (MRSA) when irradiated by red light at 30 J cm™2. The present study also evaluated
the PS’s membrane affinity by partition coefficient, which the data demonstrated that both
PSs revealed to have membrane affinity. Additionally, the toxicity mechanisms of the IFD
process were evaluated by determining the production of reactive oxygen species (ROS) and
singlet oxygen (*O,) by the PSs when subjected to light irradiation. It was observed that the
GIEMSA produces both type | and type 1l mechanisms, generating ROS and 'O, while E-
141ii only produces ROS. In summary, the present findins showed that GIEMSA could be
successfully applied as a PS for inactivation of colistin-resistant E. coli (mcr-1 positive) and
non-multidrug resistant E. coli, S. aureus methicillin resistant and sensitive, while E-141ii
has a great pontencial for PDI application against methicillin-resistant and sensitive S. aureus
strains.

Keywords: Photoinactivation. Giemsa. E141ii. Multidrug-resistant bacteria.
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1 INTRODUCAO

A introducdo dos antibidticos promoveu uma grande transformacdo na medicina
moderna, propiciando uma grande evolugdo em tratamentos complexos como quimioterapia e
cirurgias. Entretanto, recentemente entramos em uma fase em que, para 0s pacientes
infectados por bactérias multirresistentes, € como se voltassemos a era do pré-antibiotico
(ARIAS; MURRAY, 2009; RUNCIE, 2015).

A resisténcia aos antibioticos se tornou um dos maiores problemas globais do século
21. O uso inapropriado e indiscriminado de antibidticos utilizados em ambulatdrios, hospitais
e na inddstria alimenticia fez com que bactérias desenvolvessem resisténcia a varias classes de
antibidticos, criando bactérias multirresistentes, assim torna-se dificil tratar as infeccdes
corriqueiras (ALANIS, 2005).

A grande dificuldade de se curar infec¢bes causadas por cepas de bactérias
multirresistentes, como as resistentes a carbapénemicos, faz com que as opg¢des de tratamento
para esses patdgenos sejam extremamente limitadas, forcando o uso de medicamentos que
foram descartados anteriormente devido sua alta toxidade (BOUCHER, 2009). Como
exemplo, entre as bactérias resistentes a antibioticos temos S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), Escherichia coli ST131 e Klebsiella ST258. Estima-se que as pessoas infectadas
pela MRSA tém 64% maior chance de morrer do que aquelas infectadas por MSSA
(Staphylococcus aureus sensivel a meticilina) (OMS, 2020). Outra dificuldade associada as
bactérias multirresistente ¢ o fato de atualmente as cepas poderem se disseminar mais
facilmente para diferentes paises devido ao aumento do comercio global e de viagens pelo
mundo (LAXMINARAYAN, et al. 2013).

Em 2016 foi relatado pela primeira vez na China a existéncia de um gene de
resisténcia em Escherichia coli (E. coli) resistente a colistina que € transmitido pelo
plasmideo, este gene de resisténcia foi denominado mcr-1. Vale a pena destacar que a
colistina € um antibidtico de largo espectro, pertence a familia das polimixinas, que esta sendo
utilizado como um dos ultimos recursos em infec¢Oes hospitalares (LIU, et al., 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2020) a resisténcia da E. coli a
fluoroquinolona, que é um antibidtico utilizado para tratamento de infe¢fes por esta bactéria,
ja é muito comum em varias partes do mundo fazendo com que o tratamento seja ineficaz em
mais da metade dos pacientes. Ainda segundo a OMS (2015) é urgente o desenvolvimento de
novos tratamentos, sendo isso o0 ponto chave para um plano de agdo global para a resisténcia

antimicrobiana.
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Neste sentido € importante realizar estudos que possam gerar alternativas de
tratamento para infecgdes bacterianas, na qual uma promissora estratégia é a fototerapia
(SPERANDIO, et al. 2013). A terapia fotodindmica (TFD) é uma terapia principalmente
utilizada contra o cancer, porém cada vez mais trabalhos vém demonstrando seu potencial
para eliminacdo de infecgBes bacterianas, e neste caso, ¢ denominado de inativagdo
fotodinamica (IFD). A IFD consiste em aplicacdo de um fotossensibilizador combinado com
irradiacdo luminosa na presenca do oxigénio molecular (O2) que promove a geracdo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs), que por sua vez induzem a morte celular (MENEZES,
et al. 2007; PERUSSI, 2007).

Tendo em vista a resisténcia aos antimicrobianos convencionais, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos procedimentos para promover a inviabilizacdo do crescimento de
microorganismos multirresistentes. Neste sentido, a IFD é uma alternativa promissora no
combate de infec¢Bes localizadas, onde sua principal vantagem é a acdo multissitio que
permite a inativacdo de bactérias resistentes a antibidticos. Estudo recente demonstrou o
potencial dos FSs eosina azul de metileno segundo Giemsa (GIEMSA\) e a clorofilina cuprica
de sédio (E-141ii) na inativacdo fotodindmica de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
assim como o GIEMSA que também se mostrou efetivo para Escherichia coli (ATCC 25922)
(Caires, et al., 2017). Todavia, a eficacia desses FSs no processo de IFD de bactérias
resistentes a antibioticos ainda ndo foram testadas.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
fotoantimicrobiana do GIEMSA, como alternativa de FS para Escherichia coli portadora do
gene mcr-1 e Staphylococcus aureus MRSA, e da E-141lii na fotoinativagdo de
Staphylococcus aureus MRSA a partir da IFD, e compara-las a inativacao de cepas sensiveis a

antibioticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias

As bactérias sdo seres procariontes, unicelulares cujo material genético ndo € envolto
por uma membrana nuclear (TORTORA et al., 2012). Ao invés de apresentar nucleo, hd uma
regido nuclear, sendo sua parte central constituida por DNA (Acido desoxirribonucleico) e
RNA (&cido ribonucleico). E no citoplasma se encontram os ribossomos, nucleoide e vacuolos
(BLACK, 2013).

As bactérias podem ser classificadas quanto a sua forma, e assim serem divididas em
cocos, bacilos e espiralos. Os cocos apresentam normalmente formato esférico, porém podem
ser ovais ou mesmo achatados na extremidade. Durante a divisao celular, as células podem
permanecer unidas aos pares e nesse caso sdo denominados diplococos. Quando agrupados
em cadeias sdo chamados streptococos, arranjos de quatro células, tétrade; oito células em
formato de cubo sarcinas e agrupados em cachos estafilococos (TORTORA et al., 2012). Os
bacilos se dividem somente no seu eixo menor e por isso apresentam mMenos arranjos que 0s
cocos, podendo ser diplobacilos e estreptobacilo, ha ainda aqueles parecidos a cocos, estes sao
chamados de cocobacilos (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). As bactérias espiralados que
se assemelham a bastBes curvos sdo chamadas de vibrides, com formato helicoidal rigido
espirilos, e os com forma helicoidal flexivel espiroqueta (TORTORA et al., 2012).

Uma outra maneira de classificar as bactérias consiste na sua capacidade de reter
corantes, a coloracdo de Gram nos permite dividir as bactérias em dois grandes grupos, as
Gram-positivas e Gram-negativas (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Esta coloracao
define os componentes e funcbes da parede celular. E assim é possivel observar que a parede
celular das bactérias Gram-negativas € mais complexa que as das Gram-positivas, tanto do
ponto de vista quimico, quanto estrutural, como mostra a Figura 1 (MURRAY, 2009).
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Figura 1 - Diferencas estruturais da parede das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: Adaptado de TORTORA, et al, 2010.

Apesar de sua camada mais espessa, as bactérias Gram-positivas apresentam apenas
um tipo de macromolécula, cerca de 70% a 75% de sua parede é composta por
peptideoglicano, mas além desta macromolécula encontramos proteinas e &cidos teicoicos. A
parede das Gram-negativas é formada por poucas camadas de peptideoglicano e por uma
membrana externa, estas estruturas sao separadas pelo espaco periplasmatico (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2008). No espaco periplasmatico € onde se encontram as enzimas
degradativas e proteinas de ligacao e transporte para vitaminas aminoacidos e ions (WINN, et
al, 2008).

As bactérias Gram-positivas apresentam uma membrana externa mais espessa e porosa
de peptidoglicano interconectadas, e acido teicdico em sua parede celular conferindo uma
carga negativa, esses locais de ligacdo consequentemente tem uma maior afinidade para as
moléculas catidnicas. Sabe-se que membrana externa das bactérias Gram-negativas é rica em
lipopolissacarideos e que estes possuem também carga negativa, assim sendo, possuem uma
forte afinidade para cations tais como célcio (Ca?) e magnésio (Mg?*) (GEORGE;
HAMBLIN; KISHENA, 2009).

As bactérias multiplicam-se rapidamente e possuem grande capacidade de mutacéo,

mecanismo necessario para que sobrevivam na presengca de antibioticos, tornando-as
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predominante na populagdo microbiana e levando a um aumento na incidéncia do numero de

bactérias patogénicas resistentes aos antibioticos (NEVES, et al., 2011).

2.1.1 Staphylococcus aureus

A principal espécie do género Staphylococcus, € a S. aureus, caracterizadas como
cocos Gram-positivos que tendem a ficar agrupados, catalase-positivos, nao-esporulados e
geralmente ndo-encapsulados. Ela faz parte da nossa microbiota normal, porém atua também
como agente em diversos tipos de infecgdes (SANTOS, et al.,, 2007; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2008). Este microrganismo faz parte da microbiota transitoria da pele em
humanos, podendo também ser encontrada nas fossas nasais em 20 % da populacao, e causar
desde infeccbes simples como foliculite e furinculos, a mais graves como pneumonia,
meningite, endocardite e sepse (SANTOS, et al., 2007).

A penincilina foi por muito tempo a droga de escolha para o tratamento de infec¢des
contra a S. aureus. Todavia, seu uso iniciou-se nos anos 1930 e tdo logo foi colocada no
mercado, a S. aureus passou a desenvolver resisténcia a esse betalactamico pela producéo da
betalactamase (penicilinase), capaz de hidrolisar o anel betalactamico da penicilina. Em 1960
foi introduzida a meticilina (penincilina semissintética) que nédo era suscetivel a betalactamase
(SANTOS, et al., 2007).

As linhagens com resisténcia a meticilina foram denominadas de MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e séo resistentes a todos os antimicrobianos
beta-lactdmicos. O mecanismo de acdo desses antimicrobianos beta-lactdmicos se da ao se
ligar a uma proteina que possui afinidade por eles envolvida na sintese da parede celular.
Impedindo a formacdo da parede celular e provocando a lise da célula. No mecanismo de
resisténcia a esses antimicrobianos, existe uma proteina adicional PBP2a (penicilin-binding
protein 2a), que ndo possui afinidade por B-lactdmicos, e isso as tornam resistentes a oxacilina
que € similar a meticilina, e que esta diretamente relacionado ao gene mecA (GELATTI, et
al., 2009).

A S. aureus MRSA ja foi considerada maior causa de infeccdo na Europa, estas cepas
MRSA causaram em torno de 171 mil infecgbes durante ao ano (KOCK, et al., 2014). Nos
EUA, a MRSA foi a causa de ao menos 80 mil infeccGes, resultando em 11 mil mortes ao ano
(FRIEDEN, 2013). Na América Latina, um estudo realizado em 11 paises entre 2004 e 2007
observou que a prevaléncia de MRSA foi de 48% (MEIJA, et al., 2010)
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A vancomicina é a droga de escolha em infec¢des graves de S. aureus MRSA, toda
via, existem amostras com sensibilidade diminuida a este medicamento, neste caso sdo
denominadas VISA (vancomycin-intermediate S. aureus) (TRABULSI e ALTERTHUM,
2008). Em 1996, no Japdo, foi reportado o primeiro caso de resisténcia plena a vancomicina
(VRSA) (HIRAMATSU, 2001) e posteriormente a ele, surgiram outros relatos pelo mundo,
em 2000 no Brasil e 2002 nos EUA, demonstrando que este se tornou um problema global
(SANTOS, et al., 2007).

2.1.2 Escherichia coli

A bactéria E. coli faz parte da familia das Enterobacteriaceae, que sdo bacilos Gram-
negativos anaerdbios facultativos, e estd presente na microbiota humana intestinal. Estes
patdgenos estdo entre os principais agentes de infec¢des hospitalares em seres humanos
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

As doencas causadas pela E. coli incluem as infec¢des instestinais, porém ela também
pode causar diversas infeccBes extra intestinais. E considerada a principal causa de infecgéo
no trato urinario. No ambiente hospitalar tem sido considerado agente de meningite,
pneumonias, septicemia, dentre outras (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Segundo Forde,
et al. (2018) a E. coli ST95, cepa que causa infeccdes extra intestinais esta frequentemente
associada a infec¢des sanguineas e meningite neonatal.

A colistina é antimicrobiano de largo espectro, que pertence a familia das polimixinas,
e tem sido utilizada no combate de bactérias Gram-negativas, tanto para humanos quanto para
animais. Por exemplo, a colistina vem sendo utilizada ha anos extensivamente na alimentacéo
de animais, como medida protetiva contra infeccdes (KEMPF, et al., 2016). A resisténcia a
este medicamento é o resultado de muta¢fes cromossémicas transmitidas de maneira vertical
(para os descendentes) que resultam em modificagdes no Lipopolissacarideo (LPS), um dos
principais componentes da membrana externa (FORDE, et al., 2018).

O primeiro relatado de E. coli resistente a colistina mediada por plasmideos ocorreu na
China, em estudo realizado em suinos, alimentos e humanos, esta resisténcia é caracterizada
como uma alteracdo genética associado ao gene mcr-1. A disseminacdo de genes de
resisténcia como mcr-1 por meio dos plasmideos( moléculas de DNA extra-cromossomal) é
uma preocupacdo global, pois, esta resisténcia colistina pode ser transferida & E. coli

patogénica humana, e a outras bactérias de géneros e espécies distintas (L1U, et al., 2016).
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Um estudo multicéntrico realizado no Brasil demonstrou o aparecimento do gene mcr-
1-positivas na América Latina desde o ano de 2012, em cepas isoladas a patir de alimentos,
animais e dos seres humanos (FERNANDES, et al., 2016).

O surgimento de cepas mcr-1 e mcr-2 representa uma mudanca de paradigma nos
mecanismos de resisténcia a colistina, que antes se restringiam a transmisséo vertical e agora
se sabe, que estas resisténcias podem ocorrer entre as bactérias (transmissdo horizontal)
através dos plasmideos (XAVIER, 2016). O aparecimento desta resisténcia torna a vida util
das polimixinas mais curta (PATERSON; HARRIS, 2016).

Apesar do surgimento de novos antibidticos para bactérias Gram-negativas como
associacao de ceftazidima e avibactam, estes ndo tém cobertura total sobre as bactérias. Neste
sentido, ainda se faz necessario o uso das polimixinas que devido a sua nefro e
neurotoxicidade somente é utilizado como ultimo recurso para o tratamento de infec¢des por
bactérias multirresistentes (PATERSON; HARRIS, 2016; ZURFLUH, et al, 2017).

2.1.3 Mecanismo de acdo dos antibioéticos

Os antibidticos sdo farmacos utilizados para o tratamento de infec¢bes bacterianas e
podem atuar de duas maneiras, causando a morte bacteriana, e neste caso sdo denominados de
bactericidas, ou promovendo a inibicdo do seu crescimento, e denomina-se bacteriostatico.
Essas substancias podem ser de origem natural, derivados semissintéticos ou sintética
(TORTORA et al., 2012).

Os antibidticos de origem natural e semissintéticos compdem a maioria dos
antibidticos em uso clinico. As classes mais utilizadas incluem os B-lactdmicos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos, estreptograminas, entre outros. S&o
exemplos de classes de antibidticos de origem sintética as sulfonamidas, fluoroquinolonas e
oxazolidinonas (GUIMARAES, 2010). A Tabela 1 apresenta as classes, alvos e principais

mecanismos de acdo destes agentes terapéuticos.

Tabela 1- Principais classes, alvos e mecanismos de acao de classes dos antibidticos.

Antibidticos Alvo Mecanismo de Acao
B-lactamicos (penincilinas, cefalosporinas, Enzima transpeptidase Inibicdo da ligagdo cruzada entre cadeias de
carbapeninas, monobactamas peptideoglicano, impedindo a formacéo correta

da parede celular bacteriana.

B-lactamicos (oxapeninas, sulfoxapeninas) Enzima B-lactamase Inibi¢do da enzima de resisténcia bacteriana,
que degrada antibioticos B-lactamicos.

Macrolideos, lincosamidas, estreptograminas  Subunidade 50S ribossémica  Inibicdo da sintese proteica bacteriana
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(dalfopristina e quinupristina), cloranfenicol,
oxazolidinonas (linezolida)

Aminoglicosideos, tetraciclinas Subunidade 30S ribossémica  Inibicéo da sintese proteica bacteriana.
Glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina) Dipeptideo terminal D-Ala- Complexagdo com as cadeias peptidicas ndo
D-Ala do peptideoglicano ligadas e blogueio de transpeptidagéo,

impedindo a formacéo correta da parede
celular bacteriana.

Peptideos nédo ribossomais (bacitracina, Membrana plasmética Afetam permeabilidade da membrana
gramicidina C, polimixina B) bacteriana por facilitarem o movimento
descontrolado de fons através da membrana.

Lipodepsipeptideos (daptomicina) Membrana plasmética Afeta permeabilidade da membrana bacteriana
e bloqueia sintese de acido pipoteicoico,
componente da membrana externa de bactérias
Gram positivas.

Rifampicina RNA polimerase dependente  Inibic&o da sintese de RNA
de DNA
Fluoroguinolonas Enzima DNA girasse Bloqueio da replicacéo e reparo do DNA.
Sulfonamidas Enzima di-hidropteroato Bloqueio da formag&o de cofatores do &cido
sintetase félico, importantes para sintese de &cidos
nucleicos.

Fonte: GUIMARAES, 2010.

Alguns antibidticos podem atuar na inibicdo da sintese de parede celular. Os principais
compostos com essas caracteristicas sdo as penincilinas, cefalosporinas, bacitracina e
vancomicina, que previnem a sintese de peptideoglicano, encontrado apenas na parede celular
da bacteria (TORTORA et al., 2012). Outros antibidticos atuam na sintese proteica sobre 0s
ribossomos 70S constituidos pelas unidades 50S e 30S, como por exemplo o cloranfenicol,
eritromicina, tetraciclinas e estreptomicina (TORTORA et al., 2012). O grande problema
neste caso é que os ribossomos mitocondriais das células eucariontes, que sdo semelhantes
aos bacterianos, e, portanto, esse mecanismo de acdo pode causar dano também a célula do
hospedeiro. Os antibidticos rifampina e quinolona inibem a replicacéo de acidos nucleicos que
interferem no processo de replicacdo de DNA e transcricdo em microrganismos. Todavia, 0S
mesmos também podem interferir no DNA e RNA de mamiferos (TORTORA et al., 2012).
As polimixinas sdo antibidticos polipeptidicos catibnicos que interagem com 0S
lipopolissacarideos e fosfolipidios da membrana externa de bactérias Gram-negativas
(BARON, 2016).

2.1.4 Mecanismos de resisténcia bacteriana

Os antimicrobianos ajudaram a salvar muitas vidas, além de proporcionarem o avango

da medicina, porém, tem surgido bactérias resistentes a antibioticos em decorréncia de sua
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utilizacdo indiscriminada e falta de investimento em desenvolvimento de novos farmacos,
comprometendo o seu uso (VENTOLA, 2015).

A era moderna dos antibidticos comecou com a descoberta da penicilina por Sir
Alexander Fleming, e sendo muito utilizada na década de 1940 em infecches sérias em
soldados na Il Guerra Mundial (ALANIS, 2005; VENTOLA, 2015). Entretanto, o uso de
antibiodticos passou a ser utilizado para tratar infecc@es triviais e até mesmo de origem néo
bacteriana, e assim se observou a resisténcia a penincilina em ja 1950. Em resposta a esta
resisténcia foi desenvolvido os betalactamicos, porém na mesma década registrou a

resisténcia a meticilina em S. aureus como mostra a Figura 2 (VENTOLA, 2015).

Figura 2 — Linha do tempo demonstrando a insercdo dos antibidticos e o aparecimento de

resisténcia.
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Onde: R= resistente, PDR= -Pan-droga resistente, XDR= extensa resisténcia a drogas.
Fonte: Adaptado de Frieden, (2013).
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Os antibioticos sdo uma fonte de recurso limitado contra as infecgdes bacterianas, e
quanto mais forem utilizados hoje, menos efetivos serdo no futuro. Nota-se que em 50% das
vezes que os antibioticos sdo prescritos, eles ndo seriam realmente necessarios (FRIEDEN,
2013).

Estima-se que em 2050, caso nenhuma medida seja tomada, serdo mais de 10 milhGes
de mortes por ano em decorréncia de microrganismos resistentes a antibioticos. Esta projecao
é um indicativo de que microrganismos resistentes a antibidticos poderdo matar mais do que o
cancer e outras doencas, a um custo cumulativo para a produgdo econdmica 100 trilhdes de
dolares (O'NEILL, 2016).

Destacam-se quatro mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos que podem
ser visualizados na Figura 3: 1) a modificacdo ou destruicdo enzimatica do antibiotico; 2) a
prevencdo da acumulacdo intracelular do antibi6tico através da reducdo da permeabilidade
celular ao antibiético como as bombas de efluxo dos antibidticos das células bacterianas; 3) as
alteracbes nas moléculas alvo dos antibidticos (ndo demonstrado); e 4) a producdo de

moléculas alvo alternativas que ndo sdo inibidas pelo antibiético (LOUREIRO, 2016).

Figura 3 - Principais mecanismos de resisténcia bacteriana.
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2.3 Principios da terapia fotodinamica

A acdo antimicrobiana pela terapia fotodinamica (TFD) foi descrita pela primeira vez
em 1900 quando Oscar Raab utilizou os corantes acridina alaranjada e eosina sobre o
Paramecium caudatum (RAAB, 1900; WAINWRIGHT, et al., 2016). Apoés esta descoberta
seus alunos em 1903, H. Von Tappeiner e A. Jesionek, iniciaram um estudo tratando tumores
de pele, com eosina aplicada topicamente e luz branca. Eles descreveram o fenémeno
observado nos estudos como acgdo fotodindmica em 1907, hoje a conhecida TFD
(DOLMANS, 2003).

A TFD ¢ caracterizada por um conjunto de processos fisicos, quimicos e biologicos,
que ocorrem em virtude da administracdo de FSs, seguidos de irradiacdo luminosa
(FERREIRA; MENEZES, 2008). A TFD tem o objetivo de causar destrui¢do seletiva de um
tecido. A sua aplicacdo consiste na utilizacdo de um FS, topico ou sistémico, seguido de
irradiacdo luminosa. Nesse processo, 0s FSs sdo ativados pela luz e transferem energia ao
oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem a morte
celular (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

As vantagens TFD sdo a seletividade, pois o FS pode ser direcionado apenas para as
células ou tecido doente e a luz também pode ser focalizada no local exato da lesdo. O
procedimento pode ser repetido vérias vezes pelo fato de ndo apresentar efeito toxico
cumulativo (PERUSSI, 2007). No caso do uso de FSs sistémicos, a droga é injetada na
corrente sanguinea, percorre todo o corpo e é absorvido por todas as células. Entretanto, as
células sadias tem a capacidade de eliminar o FS mais rapidamente, em torno de 24 a 36h,
enguanto que as células neoplésicas retém a droga por até 72h (FERREIRA; MENEZES,
2008). Neste sentido, a exposicdo a luz deve ser evitada, dependendo do composto até por
algumas semanas, pois poderd apresentar um efeito colateral que é a sensibilizacdo a luz
(PERUSSI, 2007).

E embora ao longo dos anos a TFD tenha se desenvolvido visando a terapia de cancer,
alguns trabalhos vém demostrando o seu grande potencial para outras moléstias, como a
eliminacdo de bactérias resistentes a tratamentos tradicionais a base de antibidticos. Nessa
modalidade de tratamento, a terminologia mais utilizada € Inativagdo Fotodindmica (IFD)
(DEMINOVA; HAMBLIN, 2005; MACHADO, 2000).

Tanto para a TFD quanto para IFD h&a uma combinagéo sinérgica do FS, oxigénio

molecular (O2) e irradiagdo luminosa. O FS funciona como um intermediario absorvendo a
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luz e transferindo a energia para o oxigénio. Nesse processo, 0 oxigénio molecular presente na
célula no estado tripleto (*0,), estado fundamental, pode passa para o estado singleto (*O,).
Ao contrario do estado tripleto, o estado singleto € extremamente reativo e induz a morte da
célula hospedeira a partir da oxidacao de seus constituintes (RIBEIRO, et al., 2005).

O processo fotodindmico pode ser classificado em dois mecanismos de geragéo de
EROs, denominada tipo I e 1l. O mecanismo tipo | (transferéncia de carga) gera espécies
reativas de oxigénio (anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila) através da
transferéncia de elétrons do FS, excitado pela luz, para o oxigénio no estado fundamental. O
mecanismo tipo Il (transferéncia de energia) ocorre quando hé transferéncia de energia do FS
para o oxigénio molecular, que passa para o estado excitado singleto, que é altamente reativo
(HAMBLIN, 2016; RIBEIRO, 2008). Os mecanismos tipo | e 1l estdo representados na Figura

4, que apresenta o diagrama de Jablonski.

Figura 4 - Diagrama de Jablonski simplificado.
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Onde: FS= Fotossensibilizador, cruzamento de intersistema (Cl),0, - oxigénio molecular, EROs= espécies
reativas de oxigénio, e” = elétron.
Fonte: Adaptado de WAINWRIGHT, et al., 2016.

Quando o FS é irradiado com luz, no comprimento de onda adequado, o elétron é excitado do
estado fundamental, passando para o estado singleto, este elétron pode retornar ao estado

fundamental emitindo energia (fluorescéncia), ou passar para o estado tripleto através de uma
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inversdo de spin por meio do processo conhecido como cruzamento de intersistema (CI).
(FERREIRA; MENEZES, 2008). A interacdo da luz com os tecidos depende de relacOes
entre o espalhamento e absorgéo, e que por sua vez, sdo influenciadas pelo comprimento de
onda da luz e dos tecidos envolvidos. Os tecidos possuem proteinas e DNA que absorvem na
regido do ultra-violeta, enquanto a hemoglobina absorve na regido do verde-amarelo do
espectro visivel. Dessa forma, a faixa espectral entre 600-800 nm é a regido ideal para que
ndo haja competicao entre os cromoforos endogenos, onde a penetracdo da luz no tecido € de
1 a5 cm, como pode ser observado na figura 5 (FERREIRA, MENEZES, 2008).

Figura 5 - Espectro da radiacdo eletromagnética e sua penetracao nos tecidos
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Fonte: Menezes, 2007.

Existem compotos que possuem a absor¢do maxima em 405 nm, sendo as porfirinas
uma delas, porém neste comprimento de onda a luz é capaz de atravessar a pele de 1 a 2 mm.
Estas moléculas também possuem outros picos de absor¢do, com comprimentos de onda que
variam de 510 a 630 nm, que possibilita uma maior penetracdo da luz (ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010). Neste contexto diversas fontes de luz podem ser utilizadas, estas podem ser
ou n&o colimadas e coerentes, como lasers, LEDs, lampadas halogénicas e a propria luz solar

em alguns casos.

2.3.1 Resisténcia a IFD

A resisténcia a IFD é um assunto controverso, pois apesar da maioria dos trabalhos

afirmarem que a resisténcia a IFD seja improvavel, tese defendida por véarios autores
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renomados em virtude do seu mecanismo acdo que induz a morte celular por meio de uma
acdo em multi-sitios (EROs causam danos em diversas estruturas bacterianas
simultaneamente), ainda existem duvidas com relacdo a capacidade destes microrganismos se
adaptarem a IFD (TAVARES, et al. 2010).

Na tentativa de induzir a resisténcia a IFD, eliminando repetidamente e renovando
amostras bacterianas, Bartolomeu, et al., (2016) demonstraram em seu estudo que apos
submeter S. aureus ATCC e MRSA a IFD, as cepas sobreviventes do 1 ciclo eram submetidas
ao IFD por mais 9 ciclos, promovendo a inativacdo de ambas as cepas mesmo ap6s 10 ciclos
de IFD, sem que houvesse fotoresisténcia. A auséncia de mecanismos de resisténcia, tem sido
demonstrada em alguns trabalhos, como Tavares e colaboradores (2010) apés 10 ciclos e
Giuliani, et al. (2010) apds 20 ciclos.

Em trabalho realizado por Pedgo et al., (2009) utilizando como FS o Azul de Metileno
(AM) e a luz vermelha (670 nm), repeticdes da IFD foram realizadas em cepas sobreviventes
submetidas a doses subletais, observou-se que em S. aureus MSSA e MRSA né&o houve
diferenca na suceptibilidade a IFD entre as cepas em até 25 repeticGes e E. coli apos 11
repeticoes.

Uma das grandes vantagens do IFD € sua acdo em varios sitios, ndo havendo uma
especificidade, diferentemente dos antibioticos que tem um Unico sitio de acdo na célula
bacteriana, e, portanto, apds sua exposicdo 0 microorganismo pode desenvolver mecanismos
de resisténcia. Apesar do FS ter especificidade com relacdo ao alvo, o microorganismo, as
estruturas que podem ser afetadas sdo variadas, como ribossomos, cromossomos, e enzimas,
como mostra Figura 6 (MAISCH, T., 2015).
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Figura 6 — Diferenga entre a atuacdo dos antibioticos e dos fotossensibilizadores nas
bactérias.

membrana celular

brana citopl atica

biossintese de proteinas

sintese de RNA mensageiro (mRNA)

replicacdo do DNA

Nota: (A) demonstra a acéo localizada de diferentes antibioticos (AB) diferentes sitios de acdo; (B) Localizacéo
ndo especifica (multi-sitios) do fotossensibilizador antes da irradiacdo; (C) Producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ap6s iluminacao.

Fonte: Adaptado de MAISCH, T., (2015).

Segundo Maisch, (2015), alguns micoorganismos podem possuir maior tolerancia a
IFD, mas nédo por serem selecionadas no processo fotodindmico, e sim, devido as cepas serem
mais fortes, e terem adquirido um conhecimento genético, gerando uma
resisténcia/suscetibilidade intrinseca para sobreviver ao estresse oxidativo proporcionado no
meio ambiente.

Apesar de varios trabalhos afirmarem que devido a acdo multisitio, a IFD ndo gera
resisténcia, um estudo realizado por Snell et al. (2021) demonstrou o desenvolvimento de

tolerancia a IFD frente a duas cepas de S. aureus HGO03 e S. aureus ATCC 25923 ap0s 7
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ciclos utilizando AM. Também foi observado a tolerancia de estruturas similares como a
fenotiazina a Azul de Toluidina (ATO). Além disso, foram realizadas analises transcricional e
gendmica onde verificou-se mdaltiplas vias metabdlicas, biogénese da parede celular,

recombinacéo e reparo de DNA, que foram associadas a tolerancia a IFD.

2.3.2 Fotossensibilizadores

O descobrimento acidental de que o uso de que certos corantes incubados em
microrganismos podem elimina-los, quando expostos a luz na presenca do oxigénio
molecular, foi nomeada de acdo fotodinamica. Na época o trabalho ndo alcancou a
repercussao merecida. A aplicacdo desta técnica foi deixada de lado em virtude da descoberta
dos antibioticos e pela grande expansdo da industria farmacéutica (ABRAHAMSE e
HAMBLIN, 2016).

A era moderna da TFD iniciou-se somente na década de 60, quando iniciaram 0s
estudos com as hematoporfirinas (DOLMANS, 2003). Mas foi somente na década de 70 que
as pesquisas foram impulsionadas pelo grupo liderado por Dr Thomas Dougherty, utilizando
uma porfirina solivel em &gua com o nome de hematoporfirina derivativa (HpD)
(ABRAHAMSE and HAMBLIN, 2016).

Os FSs utilizados na TFD podem ser classificados de acordo com o seu surgimento.
Neste sentido sdo considerados FSs de primeira geracédo as porfirinas, hematoporfirinas e suas
derivagGes como a HpD (ALLISON e SIBATA, 2010). A HpD foi a primeira substancia
solivel em agua, e apOs seu aperfeicoamento, foi denominado um nome comercial
Photofrin®. Contudo, apesar deste ainda ser o FS mais utilizado no mundo, 0 mesmo possui
uma serie de desvantagens como a fotossensibilidade que pode permanecer durante semanas
(ABRAHAMSE e HAMBLIN, 2016).

A segunda geracdo de FSs foi criada com o objetivo de sanar as desvantagens da
primeira geracdo, diminuindo o periodo de fotossensibilidade (ALLISON and SIBATA,
2010). Como exemplos de FSs de segunda geragdo temos as metaloporfirinas (Lutrin® e
Lutex®), porficenos, feoforbideo (Tookad®), purpurina (Purlytin®), ftalocianinas e clorinas
(Foscan®), fenotiazinas (azul de metileno, azul de toluidina), cianinas, xantenos (rosa
bengala) dentre outos (ZHANG et al., 2018). Nesta classificacdo também esta incluido o
acido 5-aminolevulinico (ALA) que ao cumular no tecido produz excesso de protoporfirina
IX que atua como um FS endogeno (ULIANA et al., 2017).
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A terceira geracdo de FSs compreendem a primeira e segunda geracdo com
modifica¢bes conjugando polimeros, anticorpos e nanomateriais que conseguem direcionar
melhor o FS ao tecido alvo (ALLISON e SIBATA, 2010, ULIANA et al, 2017).

Os FSs mais estudados para o cancer tém nucleo tetrapirrolico, como as porfirinas,
clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas. Diferentemente, para o prop6sito antimicrobiano sdo
mais utilizados os xantenos, nafthodianthrone (hipiricina), sais fenotiazinicos e corantes
azures. Para a IFD é importante que a molécula possua preferencialmente carga catiénica
(TEGOS; HAMBLIN, 2006).

E importante destacar que a evolucio do TFD teve uma grande lacuna, até a aprovacao
do ALA (Food and Drug Administration) para tratamento de Queratose actinica (QA) que é
uma lesdo pré-cancerigena (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010), como demonstra a Figura 7.
Mas apesar da TFD ter se tornado uma realidade, a PDI ainda é pouco utilizada
(WAINWRIGHT, et al., 2016).

Figura 7 - Evolucdo dos antibidticos e fotossensibilizadores.
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ce6 = polietilenoimina clorina (e6) conjugado. SAPYR = derivado de perinaptenona. SACUR = derivado de
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metileno.

Fonte: Adaptado de Wainwright, et al., (2016).
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2.3.3 Fenotiazinas

Os sais fenotiazinicos mostraram sua capacidade para tratar tumores em estudos
tanto in vitro como in vivo, e tem mostrado sua eficiéncia no combate a diversos
microrganismos. Os compostos AM e ATO, estrutura quimica figura 8, sdo utilizados
juntamente com a luz vermelha, para desinfeccdo de cavidade dentaria e esta sendo proposta
para o tratamento de periodontite (TEGOS; HAMBLIN, 2006).  Atualmente diversos
estudos com fenotiazinicos estdo em fase de testes clinicos como infec¢bes localizadas por
MRSA, sinosites, halitose, periodontite, candidiase oral, onicomicose dentre outros
(WAINWRIGHT, et al., 2016). Os fenotiazinicos apresentam uma grande absorcao entre 600-
660 nm. O AM, ATO e Azure B se ligam ao DNA de espécies mais simples como
bacteriofagos. Em bactérias, o sitio de acdo do azul de metileno é 0 DNA e do azul de
toluidina € a membrana (PERUSSI, J. R., IMASATO, H., 2008).

Figura 8 - Estrutura quimicas dos fenotiazinicos mais utilizados em PDI.
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Nota: Onde A) indica a formula da substancia Azul de Metileno e B) da Azul de Toluidina.
Fonte: Tegos; Hamblin, 2006.

2.3.3.1 Eosina azul de metileno segundo Giemsa

O surgimento do corante Wright-Giemsa esta intimamente ligado ao descobrimento do
agente etioldgico da malaria e, faz parte da sua historia, um passado de receitas clandestinas e
de mistério que o rodeia ainda hoje, assuma vez que pequenas variagdes na composi¢do do
corante, ou da técnica de coloracdo, produzem mudangas importantes para visualizacdo das
estruturas (WORONZOFF-DASHKOFF, 2002).

O Plasmodium foi descoberto pelo francés Alphonse Laveran em 1880, utilizando azul

de metileno, mas um diagndéstico adequado para malaria ainda era complicado no inicio do
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século XX, pois as propostas existentes de coloragdo eram de dificil manuseio e reproducao
(FLEISCHER, 2004).

A visualizacdo do nucleo do Plasmodium so foi possivel pela descoberta de um novo
corante, compostos pelos AM e eosina. Malachowski produziu uma versdao a partir da
coloragdo de Chenzinsky, mas quando publicou seu achado em 1891 ndo deu detalhes de
como reproduzi-lo. Apenas 3 semanas depois em S&o Petersburgo, o russo Romanowsky,
publicou suas descobertas semelhantes em um artigo que ficou marcado. Apoés este trabalho
todas as substancias de composicdo analoga foram chamadas de corantes do tipo
Romanowsky (WORONZOFF-DASHKOFF, 2002).

S&o considerados corantes do tipo Romanowsky, os corantes Giemsa, Leishman e
Wright, pois apresentam em sua composicdo Azur B/azul de metileno-eosina (HOROBIN,
2011). Os corantes tipo Romanowsky tinham em comum na sua composi¢do azul de metileno
e eosina, apés alguns anos desta descoberta, em 1904, Giemsa publicou em seu trabalho um
produto da oxidacdo do azul de metileno chamado azur I, sendo misturas hibridas de azur A e
azur B, com tracgos de azur C e violeta de metila (GURR, 1964).

Segundo Barcia (2007), Giemsa também trabalhou em um composto denominado
Azur 1l que é a mistura equimolar de Azur | e Azul de metileno e este composto comecou a
ser comercializado pela empresa Gruber Co., empresa que posteriormente desenvolveu o
eosinato de Azur II.

O composto AM em sua forma pura tem pequeno papel na coloracdo de nucléolos,
granulos de neutrofilos e citoplasma de mondcitos, porém sua forma oxidada é responsavel
pelo nucleo roxo avermelhado e corpos vermelhos de cromatina, e quanto mais oxidado maior
é sua capacidade de corar (WORONZOFF-DASHKOFF, 2002).

Os corantes tiazinicos azur A, azur B, azur C, violeta de metila e a tionina séo
denominados corantes basicos porque se ligam a componentes celulares acidos, como DNA,
RNA e matrizes granulares especificas de neutréfilos (WORONZOFF-DASHKOFF, 2002). O
corante Giemsa, sua estrutura quimica pode ser observada na figura 9 logo abaixo, é um
fenotiazinico segundo Sabins (2010) e considerado como mudltiplo, pois em uma Unica
coloracdo é possivel se obter cores diferentes para componentes dos tecidos (BARCIA, 2007).
Trabalhos recentes vém demonstrando tambem seu potencial como FS para eliminagdo de
bactérias e o controle de larvas de Aedes aegypti (CAIRES, et al., 2017, CAIRES, et al.,
2018, LIMA, et al., 2018).
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Figura 9 - Absorbancia e formula quimica do Giemsa.
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Fonte: Absorbancia o autor e Formula quimica SABNIS, 2010.
2.3.4 Clorinas

As clorinas sdo derivados tetrapirrélicos, que podem ser sintéticos ou naturais. A
clorofila, uma das clorinas naturais maior importancia, serve de ponto de partida para o
desenvolvimento de novos FSs, como o Photodithazine®, clorina e6 dentre outros (ULIANA
et al, 2017). Em termos de estrutura quimica, as clorinas se diferenciam das porfirinas pela
reducdo de um anel pirrol que provoca uma alteracdo na simetria da molécula assim como na
sua conjugacdo, assim como pode ser observado na figura 10. Como caracteristica
espectroscopica, as clorinas absorvem na regido do azul e do vermelho, e as porfirinas
absorvem fortemente no azul (CALVETE, et al, 2009).

Figura 10 - Estrutura quimica das porfinas e clorinas.

Porfirina Clorina

Fonte: CALVETE, et al. (2009).



36

2.3.4.1 Clorofilina cuprica de sédio

A clorofila possui baixa estabilidade, que pode ser superada ao modificar
quimicamente a molécula, substituindo o Mg?* por outros ions metalicos (por exemplo: Zn%"
FeZ*e Cu?"), pois sabe-se que as metalo-clorofilas s&o mais estaveis e podem ser utilizadas em
formulac@es hidro e lipossoluveis (STREIT et al., 2005).

A clorofilina cuprica de sédio (E-141ii) é um pigmento obtido a partir da clorofila
através da hidroélise do seu fitil e metil esters, clivagem do anel ciclopentanona e substituicéo
do Mg* por Cu®, tendo a estrutura quimica como representada na figura 10. As
metaloclorofilinas diferentemente da clorofila, sdo hidrossolliveis e apresentam maior
estabilidade frente a acidos e agentes oxidantes (GEROLA et al.,, 2011; TUMOLO;
LANFER-MARQUEZ, 2012; VOLP, 2009). A E-141ii é comercialmente disponivel e €
utilizada como corante de alimentos em diversos paises. Na Europa sua aprovacao vem desde
1995, nos EUA a partir 2002, e no Brasil desde 2008 (TUMOLO; LANFER-MARQUEZ,
2012; YOSHIME, 2011).

Existem dois corantes naturais verdes liberados para o uso na Europa o E-140 e E-141,
estes ainda podem ser subdivididos de acordo com a sua solubilidade, onde o E-140i é um
derivado da clorofila lipossoluvel, a alternativa para alimentos sollveis em agua € a E-140ii.
O E140ii é uma clorofilina obtida a partir da saponificacdo do extrato de plantas comestiveis,
entretanto esse corante ndo é estavel podendo passar rapidamente do verde para 0 marrom, a
solucdo para esta instabilidade é a substituicdo do magnésio no centro da molécula pelo cobre,
fazendo com que a cor verde néo se altere em diversas condi¢des de armazenamento. As E-
141i sdo clorofilas cupricas lipossoluveis e a opcdo hidrossoluvel utilizada é clorofilina
cuprica a E-141ii (VIERA, et al., 2019).

A clorofila é fonte de matéria prima para diversos FSs, e do ponto de vista da
espectroscopia, é parecida com a E-141ii. Isto significa uma intensa banda de absor¢do no
comprimento de onda 630 nm, o que € ideal para TFD (UCHOA, et al, 2015). Em estudo
recente, observou-se que a E-141lii ndo apresenta fluorescéncia e que o mecanismo de
relaxamento do primeiro estado excitado é por conversdo interna. Esse estudo também sugere
que a substancia ndo apresenta estados tripletos (SCIUTIA, 2018). Todavia, trabalhos vém
demonstrando essa substancia como um bom FS para bactérias Gram-positivas (CAIRES, et
al., 2017; LOPEZ-CARBALLDO, et al., 2008; LOPEZ-CARBALLDO, et al., 2018). Caires et
al. (2017) demonstrou que o espectro de absorbancia do composto E-141ii € considerada ideal
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para a IFD para a TFD, pois apesar de apresentar uma banda de absor¢do mais intensa na
regido do azul (400 nm), o mesmo também tem uma banda de absorcdo bem definida no
regido de 600 a 800 nm, janela Optica da IFD, como apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Espectro de absorcéo e estrutura quimica da clorofilina clprica de sodio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade fotossensibilizadora do composto eosina ezul de metileno
(Giemsa) e clorofilina cuprica de sodio (E-141ii) no processo de inativacdo fotodindmica de
cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli multirresistentes e susceptiveis a

antibioticos.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial fotossensibilizador da eosina azul de metileno (Giemsa) no processo
de inativacdo fotodinadmica de cepas de bactérias multirresistentes (Staphylococcus aureus
MRSA e Escherichia coli mcr-1) e susceptiveis (Staphylococcus aureus ATCC e
Escherichia coli ATCC) quando submetida a irradiacdo da luz vermelha.

e Determinar a capacidade fotossensibilizadora da clorofilina ctprica de sodio (E-141ii) em
inativar, via processo fotodindmico, cepas de bactérias multirresistentes (Staphylococcus
aureus MRSA e Escherichia coli mcr-1) e susceptiveis (Staphylococcus aureus ATCC e
Escherichia coli ATCC) quando irradiadas pela luz vermelha.

e Estabelecer um protocolo de fotoinativacdo a fim de estabelecer as concentragdes de
fotossensibilizadores (Giemsa e E-141ii) e dose de energia necessarias para inibir 100%
do crescimento bacteriano via processo fotodinamico.

e Determinar o coeficiente de particdo octanol-dgua para inferir se os FSs possuem
afinidades por membranas.

e Caracterizar o mecanismo de producdo de espécies reativas de oxigénio pelos FSs com os
objetivos de determinar se é o processo oxidativo € do Tipo | (geracdo de EROs) ou Tipo
I (geracdo de '0y).

e Avaliar a morfologia das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, das cepas

irradidiadas e ndo irradiadas, por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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4 METODOLOGIA

4.1 Equipamentos
4.1.1 Sistema LED

A irradiacdo foi feita utilizando um conjunto de LED’s RGB, “home made”,
denominado de sistema de LED, com luz vermelha, com poténcia de 8.3 mW.cm, por 1h ou
1h e 30 min a depender da cepa totalizando aproximadamente 30 J/cm? e 45 J/cm? de dose de

energia, respectivamente.

4.2 Fotossensibilizador

Os corantes utilizados no presente estudo foram o eosina azul de metileno segundo
Giemsa (Giemsa) (C14H14CIN3S) (Vetec Quimica- Rio de Janeiro, RJ) CAS: 51811-82-6, e
clorofilina de cuprica de sodio (E141ii) grau comercial (CasH31CuN4NazOs) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) CAS:11006-34-1.

4.2.1 Preparacdo dos fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores Giemsa e E-141ii foram pesados em balanca analitica e
colocados em recipientes estéreis, foi adicionada dgua destilada estéril para obter uma solucéo

estoque, e a partir dessa solucdo, foram preparadas as concentragdes utilizadas.

4.3 Bactérias

Para os ensaios bioldgicos foram utilizadas as cepas Staphylococcus aureus nao
resistente (ATCC 25923) e MRSA mecA positiva (Genbank nimero de acesso Mh087437)
amostra cedida pelo Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Também foi utilizado cepa néo resistente de Escherichia coli (ATCC 25922) e E. coli mcr-1
positiva (CCBH 23595) cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As cepas foram
colocadas em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescidas de glicerol a 20% e mantidas em

freezer.
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4.3.1 Ensaios biolégicos in vitro

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de estoque mantidos em freezer,
um volume de 40 pL da suspensdo estoque foi adicionada em 4 mLde caldo BHI, em seguida
foi incubado a 37° C, em shaker da marca Marconi em agitacdo de 120 rpm (rotagdes por
minuto) durante 24h. E a partir deste meio com inoculo foi retirado a quantidade necessaria
para se obter uma turvacdo semelhante a de 0,5 da escala de McFarland, que equivale a
concentragéo de 1,5 x 108 UFC/mL, num total de 2 mL de solucéo contendo: salina inoculo e
FS.

4.3.2 Determinacdo da inibicdo do crescimento bacteriano

Para a determinacdo da inibicdo bacteriana, os indculos foram divididos em dois
grupos: (i) um que ficou protegido da luz em temperatura ambiente, envolto em papel
aluminio; e (ii) outro grupo que recebeu irradiagdo por 1 hora e 1h e 30 min, a depender da
cepa.

Na solucdo de 2 mL de salina mais inoculo foram adicionadas as proporcbes de
corante GIEMSA e E-141ii necessarias para que se obtivesse as concentragdes de 1,0; 2,5; 5;
10; e 20 UM para S. aureus ATCC e S. aureus MRSA, ja para E. coli ATCC e E. coli mcr-1
positiva foram preparadas as concentracGes de 5; 10; 20; 40; e 50 uM.

Para os testes com Staphylococcus aureus ATCC e MRSA o tempo de incubacédo foi
de 30 minutos, sendo preparada em tubos de ensaio e envolto em papel aluminio, em seguida
colocada em agitador (Marconi) ajustado para 120 rpm. No caso da Escherichia coli ATCC e
mcr-1 para o processo de internalizacdo do corante foi acrescentado DMSO a 5% (v/v) e
colocado em agitacéo por 2 h.

Apobs a agitacdo, 200 pL fordo retirados e colocados em microplaca de 96 pocos,
para cada concentracdo, e realizada a irradiacao, apos isso foi realizada dilui¢do seriada para
ambos o0s grupos, irradiado e escuro, utilizando a diluicdo de 1:32 para plaqueamento e
contagem, onde de cada poco foi retirado 1 puL e semeado em placa contendo meio PCA.
Posteriormente, foi feito o espalhamento e a placa permaneceu em estufa a 37 °C por 18 h.
Todas as concentracdes foram feitas em duplicata, e o experimento repetido em pelo menos

em outras duas ocasioes.
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4.3.3 Anélise estatistica dos testes de inibicdo bacteriana

A determinacdo da média e o erro padrdo (SE) da média foi feita a partir dos
resultados obtidos dos testes de inibicdo bacteriana realizados em duplicata, por meio do
programa ORIGIN 8.5.

4.4 Determinacéo do coeficiente de particdo

A fim de se obter um maior entendimento sobre o potencial de interagdo do FS com
membranas, que esta relacionada com a particdo do FS, foi realizado a determinacdo do
coeficiente de particdo agua/n-butanol. Para tal analise foi utilizado o método shake-flask. O
parametro utilizado foi Log Pomw, pois este tem sido usado como avaliagdo da lipofilicidade
de um composto, ou de sua afinidade por membrana. Compostos com Log Pow positivo séo
considerados de carater lipofilico e certamente tém grande afinidade por membranas
(ALONSO, 2014).

Como ocorre uma pequena penetracdo da dgua no butanol e do butanol na agua, um
frasco contendo 50% (v/v), de &gua destilada e n-butanol foi agitado por 24 h em um agitador
magnético, para promover a saturacdo das solucbes. Apds 24h foi colocado em funil de
separacdo a mistura agua/N-butanol 50% (v/v), e obtevesse agua saturada com butanol
(dgua/butanol) e n-butanol saturado com agua (n-butanol/agua), adicionou-se o FS (10 mg L~
1), Posterior a agitacdo vigorosa no vortex por 2 minutos, a solugdo contendo 50% (v/v) de
agua/butanol e 50% (v/v) n-butanol/agua contendo o FS permaneceu no escuro em funil de
separacdo, para se alcancar o equilibrio e, consequente, separacdo da fase aquosa e organica.
Em seguida foram coletadas aliquotas de cada fase e feitas as medidas em espectrofotdmetro
de absorcdo UV-Vis para determinar a concentracdo do FS em cada fase assim como descrito
por Engelmann et al., (2007).

Para os calculos de coeficiente de partigdo foi utilizada a Equagdo 1, onde 0 Cg € a
absorcdo do composto no butanol, o Cw é absor¢do do composto na dgua, Vs € o0 volume de n-

Butanol e Vw é 0 volume da agua.

C 14
2B W
Cw Vg

Py = Equacédo 1
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Para converter 0 Log Pew para o sistema octanol/agua (Log Pow) foi utilizada a
equacdo Log Pow = (1,55 x Log Pew) — 0,54 como descrito por Engelmann e colaboradores
(2007).

4.5 Caracterizacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para se investigar quais 0os mecanismos de inducdo da morte celular via processo
fotodindmico, foram utilizados os marcadores dihydroethidium (DHE) e 1,3-
diphenylisobenzofuran (DPBF) para determinar, respectivamente, se os FSs poderiam induzir
morte celular via mecanismo Tipo | (producdo de EROs) e Tipo Il (producdo de oxigénio
singleto).

O DPBF ¢ utilizado para investigar a presenca de Oxigénio singleto (*O2), pois na
presenca do 'O, o DPBF se decompde formando 1,2-dibenzoylbenzene. Em virtude dessa
decomposicdo, é possivel mensurar a diminuicdo da absorbancia do DPBF e relacionar com a
producio de *O2, (CARLONI, et al., 1993).

Para o0 experimento que determinou a geragdo de 'O, utilizou-se uma solugéo
contendo 0,4 mL de FS (E-141ii ou GIEMSA) a 30 uM, 0,2 mL de DPBF (solucdo estoque
em concentracdo de 1mM) e 2 mL de DMSO (obtendo-se uma solucdo final de 2,6 mL
colocada numa cubeta de quartzo). A irradiacdo foi realizada com um LED vermelho (625
nm) irradiando diretamente a cubeta com uma poténcia de 3,5 mW. A produgio de O,
(degradacdo do DPBF) foi monitoramento pela reducdo da absorbancia, no comprimento de
onda de 415 nm, em funcdo do tempo de irradiacdo. As medidas de absorcdo UV-Vis foram
realizadas com o auxilio de um espectrofotdmetro LAMBDA 265 UV/Vis (Perkin Elmer) no
Laboratorio de Optica e Fotonica do Instituto de Fisica da UFMS, procedimento que foi
adaptado de PIVETTA, et al., (2017).

Para a determinacdo da producdo de EROs e identificar o fotoprocesso do tipo I, foi
utilizado um marcador conhecido e usado para esse fim, o DHE. Segundo Yazdani, 2015, essa
sonda ndo fluorescente reage com superoxido (Oz ¢ ), perdxido de hidrogénio (H202),
peroxinitrito (ONOO"), acido hipocloroso (HOCI), gerando na presenca desses EROs o 2-
hydroxyethidium, um composto fluorescente com um pico de emissédo em torno de 610 nm,
quando excitado em 500 nm. De acordo com Ziolonka, 2010, o DHE n&o reage com 1O..
Portanto, € possivel acompanhar o aumento a producdo de EROs a partir da emissdo de

fluorescéncia das espécies geradas.
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No experimento de producéo de EROS, foi utilizado 2 mL de E-141ii na concentracio
de 30 uM em DMSO ¢ 4 uL de DHE (em concentragdo inicial de 5 mM). A irradiacdo foi
realizada com um LED vermelho (625 nm) irradiando a cubeta diretamente com uma poténcia
12 mW. Para o Giemsa foram utilizadas as mesmas concentracdes de FS e DHE, entretanto, a
irradiacdo foi realizada com uma poténcia de 3,5 mW. A geracdo de EROs (determinada a
partir do surgimento do 2-hydroxyethidium) foi monitoramento pelo aumento da intensidade
de fluorescéncia entre 400 e 750 nm, quando excitada em 500 nm, em fun¢do do tempo de
irradiacdo. As medidas de fluorescéncia foram realizadas com o auxilio de um
espectrofluorimetro FluoroMate FS-2, (Scinco) no Laboratorio de Optica e Fotbnica do
Instituto de Fisica da UFMS.

4.6 Preparacao das amostras para microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A preparacdo das amostras foi realizada de acordo com o item 4.3.2 utilizando as
cepas sensiveis a antibioticos para S. aureus ATCC na concentracdo de 20 UM e para E. coli
ATCC na concentracdo 50 UM para ambos os FSs testados.

A preparacdo dessas bactérias para visualizagdo no MEV consistiu em fixa-las
desidratando em etanol, fazer a secagem em ponto critico e posteriormente revestir com ouro
para que as mesmas possam ser visualizadas (KALAB, M.; YANG, A.; CHABOT, D., 2008).

Assim as amostras submetidas a IFD e mantidas no escuro foram colocadas em
microtubos de centrifugacdo e foi adicionado 1 mL tampdo fosfato com glutaraldeido a 2,5%
por um periodo de 3h. Em seguida a amostra foi centrifugada por 5min a 1000 rpm e retirado
1 mL, e em seguida adicionado 1mLde tampdo fosfato, repetindo esse processo por 3 vezes.

A desidratacgdo foi realizada com etanol 25%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, retirando
1 mL tampé&o fosfato e em seguida adicionando 1mL de etanol iniciando com etanol a 25%,
onde a amostra permanecia por 5 min até ser centrifugada a 1000 rpm, entdo 1 mL era
retirado e a nova concentracdo de etanol era colocada passando pelo mesmo processo até
chegar na concentracdo de etanol 100%.

As amostras foram entdo depositadas em superficie de vidro 8mm x 8mm, onde
ficaram 24h em temperatura ambiente para secagem e fixacdo, em seguida foi realizada a
secagem a ponto critico. Por fim, elas foram revestidas com uma fina camada de ouro e
anexadas em suporte usando fita de carbono condutiva. As imagens foram obtidas com as

seguintes condicbes: 10 kV, tamanho do ponto 10 e uma distancia de trabalho de 8 mm, as
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analises foram realizadas em MEV JEOL modelo (JSM-6380LV) no laboratério de
Nanomateriais e Nanotecnologia Aplicada (LNNA), do Instituto de Fisica da UFMS.
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5 RESULTADOS

5.1 Inibicéo do crescimento bacteriano

Figura 12 - Unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus aureus ATCC em funcédo da
concentracéo de E-141ii.

S.aureus ATCC Nao irradiado ZZ Irradiado

10° 4

T

/

107 4

UFC/mL

N

10°

C+ 1.0 25 5.0 10 20
Concentragdo de E-141ii (uM)

Fonte: O autor
Nota: O crescimento bacteriano foi determinado ap6s 18h de incubacdo. O grupo irradiado foi submetido a uma

dose de energia de 30 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

Como observado na Figura 12, houve a inibigdo do crescimento bacteriano induzido
pelo IFD em S. aureus utilizando a dose de 30 J/cm? no comprimento de onda de 625 nm. E
possivel observar que ha uma diminui¢do significativa para a concentracdo de 1 uM, e
inibicdo total do crescimento bacteriano com 2.5 pM. Imagens representativas das placas de
petri, para 0s grupos controle e irradiados, estdo apresentadas nas Figuras 14. Na figura 13
logo abaixo € possivel observar a inibicdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em S.
aureus MRSA.
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Figura 13 - Unidades formadoras de coldnias de Staphylococcus aureus MRSA em funcéo da

concentracédo de E-141ii.

S.aureus MRSA Nao Irradiado ZZZ] Irradiado
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Fonte: O autor.
Nota: O crescimento bacteriano foi determinado ap6s 18h de incubacdo. O grupo irradiado foi submetido a uma

dose de energia de 30 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

A inibicdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em S. aureus MRSA
demonstrou-se bem-sucedida, como mostra a Figura 13. O efeito da fotoinativacdo utilizando
uma dose de 30 J/cm? no comprimento de onda de 625 nm induziu uma diminuicéo
significativa nas concentracfes de 1 uM, 2.5 uM, 5.0 uM e 10 pM, ocorrendo a inibigéo total
do crescimento bacteriano com 20 uM. As imagens das placas de petri para 0S grupos
controle e irradiados estdo monstradas na Figura 15.

Apesar dos bons resultados em S. aureus, o corante E141ii ndo apresentou nenhum
efeito de fotoinativacdo com a E. coli, mesmo com maior tempo de incubacdo de 4h e do
aumento da porcentagem do agente permeador de membrana DMSO de 5% para 10% e

aumento da concentracdo do FS 50 pM, 100 uM e 150 uM (dados n&o apresentados).
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Figura 14 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colonias de
Staphylococcus aureus ATCC para as diferentes concentragdes de E-141ii.

Nao irrdiado

Fonte: O autor.
Nota: Onde (a) zero; (b) 1,0uM; (c) 2,5uM; (d) 5 pM; (e) 10 puM; e (f) 20 uM. O crescimento bacteriano foi

determinado apds 18 h de incubacé&o.
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Figura 15 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colonias de
Staphylococcus aureus MRSA para as diferentes concentragdes de E-141ii.

Nao irradiado \
C) gt

Fonte: O autor
Nota :Onde (A) zero; (B) 1,0uM; (C) 2,5uM; (D) 5 uM; (E) 10 uM; e (F) 20 uM. O crescimento bacteriano foi

determinado apds 18 h de incubag&o.
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Figura 16 - Unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus aureus ATCC em funcédo da
concentracdo de Giemsa.

S.aureus ATCC Né&o Irradiado 7] Irradiado
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Fonte:O autor.
Nota: O crescimento bacteriano foi determinado apds 18h de incubagéo. O grupo irradiado foi submetido a uma
dose de energia de 30 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

A inibicdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em S. aureus ATCC
demonstrou-se eficiente, utilizando Giemsa com dose de energia de 30 J/cm? no comprimento
de onda de 625 nm, onde é possivel observar uma diminuicdo de UFC/mL para a
concentracdo de 5 UM, e a inibicdo total do crescimento bacteriano com 10 uM. As imagens
das placas de petri para os grupos controle e irradiados estdo demonstrados na Figura 18. Na
Figura 17 é possivel obervar a inibi¢cdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em S.

aureus MRSA utilizando Giemsa como fotossensibilizador.
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Figura 17 - Unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus aureus MRSA em funcéo da

concentracdo de GIEMSA.
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Fonte:O autor.
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Nota: O crescimento bacteriano foi determinado apds 18h de incubagdo. O grupo irradiado foi submetido a uma
dose de energia de 30 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

A inibicdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em S. aureus MRSA

demonstrou-se eficiente com 0 GIEMSA, quando submetido a luz vermelha (625 nm) com a

dose de energia de 30 J/cm?, onde a inibico total do crescimento bacteriano é visualizada na

concentracdo de 10 uM. As imagens representativas das placas de petri para a fotoinativagédo

observada e para 0 grupo controle estdo monstradas na Figuras 19.
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Figura 18 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de col6nias de
Staphylococcus aureus ATCC para as diferentes concentragdes de GIEMSA.

Fonte: O autor.
Nota: Onde, (A) zero; (B) 1,0uM; (C) 2,5uM; (D) 5 uM; (E) 10 uM; e (F) 20 uM. O crescimento bacteriano foi
determinado apds 18 h de incubac&o.



52

Figura 19 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colénias de
Staphylococcus aureus MRSA para as diferentes concentracdes de GIEMSA.

Fonte: O autor.
Nota: Onde, (A) zero; (B) 1,0uM; (C) 2,5uM; (D) 5 uM; (E) 10 uM; e (F) 20 uM. O crescimento bacteriano foi

determinado ap6s 18 h de incubacéo.
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Figura 20 - Unidades formadoras de col6nias de Escherichia coli ATCC em funcéo da
concentracdo de GIEMSA.

7777 N3o Irradiado; 30 Jcm”; X545 J cm”

9 ATCC 25922

T B M B O

UFC/ mL

10 ' T y T T T
C+ 5.0 10 20 40 20

Giemsa concentragdo (uM)

Fonte: O autor.
Nota: O crescimento bacteriano foi determinado ap6s 18h de incubacdo. O grupo irradiado foi submetido a uma
dose de energia de 30 J/cm? e 45 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

O crescimento bacteriano foi inibido induzido pelo processo de IFD em E. coli ATCC
demonstrando sua eficiencia, utilizando GIEMSA com dose de energia de 30 J/cm? e 45 J/cm?
no comprimento de onda de 625 nm, é possivel observar uma diminuicdo da populacdo
bacteriana na concentragéo de 5 uM e 10 uM, e inibig&o total do crescimento bacteriano com
20 pM com dose de energia de 30 J/cm?, e total inibicdo do crescimento com concentracéo de
5 UM utilizando 45 J/lcm?. As imagens das placas de petri, para os grupos controle e
irradiados estdo demonstrados na Figura 22.
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Figura 21 - Unidades formadoras de col6nias de Escherichia coli mcr-1 positiva em fungéo
da concentracdo de GIEMSA.
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Fonte: O autor.
Nota: O crescimento bacteriano foi determinado ap6s 18h de incubagéo. O grupo irradiado foi submetido a uma
dose de energia de 30 J/cm? e 45 J/cm?, utilizando luz vermelha (625 nm).

A inibicdo do crescimento bacteriano induzido pelo IFD em E. coli mcr-1 positiva
demonstrou-se eficiente, utilizando GIEMSA com dose de energia de 45 Jcm? no
comprimento de onda de 625 nm, é possivel observar uma diminuicdo da populacdo
bacteriana na concentracdo de 20 uM, 40 uM e 50 pM para dose de energia de 30 J/cm?,
porém ndo foi observado dose letal para as concentraces utilizadas, a e inibicdo total do
crescimento bacteriano foi observado na concentragdo de 10 uM, com dose de energia de 45
Jiem?. As imagens das placas de petri, para os grupos controle e irradiados estéo
demonstrados na Figura 23.
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Figura 22 - Imagem das placas de Peteri das UFC de Escherichia coli ATCC utilizando
GIEMSA.

45 J cm”™

Fonte: O autor

Nota: Onde (A) zero; (B) 5,0 uM; (C) 10 uM; (D) 20 uM; (E) 40 uM; e (F) 50 uM. O crescimento bacteriano foi

determinado apds 18 h de incubac&o.
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Figura 23 - Imagem das placas de Peteri das UFC de Escherichia coli mcr-1 positiva
utilizando GIEMSA.

Fonte: O autor

Nota: Onde (A) zero; (B) 5,0 uM; (C) 10 pM; (D) 20 pM; (E) 40 pM; e (F) 50 pM. O crescimento bacteriano foi

determinado apds 18 h de incubacé&o.
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5.2 Coeficiente de Particdo

5.2.1 Coeficiente de Particdo E-141ii

Para realizar os calculos do coeficiente de particdo foi necessario construir
inicialmente uma curva de calibracdo, para que posteriormente fosse utilizada na
quantificacdo do teor do FS na solucdo estudada. A figura 24 apresenta os espectros de
absorbéncia para diferentes concentracfes de E-141ii, a partir da qual a curva de calibragdo
foi determinada. Para a construcdo da curva de calibracéo foi escolhido o maximo de absorcéo
em 407 nm em funcdo da concentracdo do FS na solucdo de n-butanol, como apresentado na

figura 25.

Figura 24 - Espectros de absorcdo da E-141ii para diferentes concetracdes.
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Figura 25 — Absorbancia em 407 nm em funcéo da concentracao de E-141ii em n-Butanol;
Curva de calibracao para o célculo de coeficiente de particdo
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Fonte: O autor

Os resultados mostraram uma linearidade (R? = 0,9963) da absorbancia versus
concentracdo do FS, que é representado pela Equacdo 2. Onde A,,, representa o valor da
absorbancia em 407 nm e Cyq44;; @ CcONcentracdo de E-141ii em n-Butanol.

Ayo7 = 0,018 4+ 0,047. Cg1a1ii Equacdo 2

Para a determinacdo do coeficiente de particdo o espectro de absorbéncia do E-141ii
em n-Butanol foi obtido apds a separacdo de fases, agua-Butanol, como mostrado na Figura
27. A partir desse resultado, foi determinado uma concentracéo de 18,5 mg L de E-141ii na
fase n-butanol (Cg). Consequentemente, a concentracdo de E-141ii na fase aquosa foi de 1,5

mg L (Cw). Esses valores nos ddo Ps = 18,5/1,5 = 12,3. Essa maior afinidade do FS com

w

n-Butanol pode ser observada visualmente como mostra a Figura 26.
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Figura 26 — Separacdo de fases dgua/n-Butanol para a E-141ii.

Fonte: O autor.

Portanto, esses valores de Cg e Cw resulta num Log Ps = 1,09. Como consequéncia,

w

dado a relacdo apresentada existente entre Log Pow e Log Pew pela equagéo Log Pow = (1,55

x Log Psw) — 0,54, 0 experimento de particdo nos da um valor de Log Py, = 1,14 para a E-

141ii.

Figura 27 — Absorbéancia da E-141ii em n-Butanol ap6s o experimento de partigéo.
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5.2.2 Coeficiente de Particio GIEMSA

Para realizar os calculos do coeficiente de particdo também foi necessario determinar
inicialmente uma curva de calibracdo, para posteriormente utiliza-1a para quantificar o teor do
GIEMSA na solucdo n-butanol. A figura 28 apresenta os espectros de absorbancia para
diferentes concentracdes de GIEMSA, a partir da qual a curva de calibragéo foi determinada.

Figura 28 - Espectros de absor¢cdo do GIEMSA em funcao da concetracao.
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Fonte: O autor

Para a construcdo da curva de calibracao foi escolhido o0 maximo de absorcdo em 528
nm em funcdo da concentracdo do GIEMSA na solugéo de n-butanol, como apresentado na

figura 29.
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Figura 29 — Absorbancia na banda 528 nm em funcdo da concentracdo de GIEMSA; Curva
de calibragdo do GIEMSA utilizada para o célculo de coeficiente de particéo
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Fonte: O autor

Os resultados mostraram uma grande linearidade (R? = 0,9986) da absorbancia versus
concentracdo do GIEMSA, que é representado pela Equacdo 3. Onde As,g representa o valor
da absorbéancia em 528 nm e Cg;gumsa @ concentragdo de GIEMSA em n-Butanol.

Ay = 0,002 + 0,059. Crmsa Equacdo 3

Para a determinacdo do coeficiente de particdo o espectro de absorbancia do GIEMSA em n-
butanol foi obtido apds a separacdo de fase agua-butanol, como mostrado na figura 31. A
partir desse resultado, foi determinado uma concentragéo de 17,5 mg L de GIEMSA na fase
n-Butanol (Cg). Consequentemente, a concentragdo de GIEMSA na fase aquosa foi de 2,5 mg
L (Cw). Esses valores nos ddo um Pg,y = 17,5/2,5 = 7, resultando num Log Pg,,, = 0,85
essa afinidade pela fase orgénica pode ser visualizada na figura 30. Portanto, dado a relagdo
apresentada existente entre Log Pow e Log Pew, pela equagéo Log Pow = (1,55 x Log Pew) —

0,54, a partir do experimento de particdao determinamos um valor de Log Py, = 0,77.Figura



30 — Separacdo de fases dgua/n-Butanol utilizando GIEMSA.

Fonte: O autor

Figura 31 - Concentracdo de GIEMSA no n-Butanol.
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5.3 Determinacao da Producéo de EROs

5.3.1 Geracdo de EROs pela GIEMSA

A figura 32 demonstra que hé& degradacdo do DBPF em funcdo do tempo, como pode

ser visto pela reducdo da banda de absorcdo em funcdo do tempo, confirmando que ha
formagcéo de '0,. A Figura 33 ilustra melhor a diminuicdo da absor¢do do DPBF em funcéo
do tempo. Portanto, esse resultado demonstra o excelente potencial da GIEMSA como

fotossensibilizador via mecanismo Tipo I1.

Figura 32 - Absorbancia do GIEMSA e DPBF em funcédo do tempo.
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Figura 33 — Absorbancia do GIEMSA em 415 nm em funcéo do tempo.
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Além da producéo de 'O, nossos resultados também demonstraram que o GIEMSA
capaz de produzir EROs via mecanismo Tipo I. A Figura 34 mostra a formacéo de substancia
fluorescente durante o processo de irradiacdo, como € possivel observar pelo aumento da
fluorescéncia do composto em funcdo do tempo. Esse resultado pode ser melhor visualizado
acompanhado a emissdo em 610 nm como mostrado na Figura 35, que pode estar associado

ao aumento da producédo do 2-hydroxyethidium em funcdo do tempo.



Figura 34 - Fluorescéncia do GIEMSA e DHE em fungéo do tempo.
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Figura 35 — Aumento da intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo promovido pelo
GIEMSA quando submetido a luz vermelha (610 nm) em funcéo do tempo.
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5.3.2 Geracdo de EROs pela E141ii

A figura 36 mostra que ha geracdo de ROS pela E-141ii, como pode ser observado
pela formacdo de substancia fluorescente e pelo aumento da fluorescéncia do composto em
funcgéo do tempo.

Figura 36 — Fluorescéncia da E-141ii e DHE em funcéo do tempo.
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A partir da Figura 37, que mostra a emissdo 610 nm em fungdo do tempo de
irradiacdo, fica mais facil visualizar o aumento da producdo de 2-hydroxyethidium como
consequéncia da geragdo EROs pelo FS. Esse resultado demonstra o potencial da E-141ii

como fotossensibilizador, capaz de induzir o processo fotodinamico via mecanismo Tipo I.
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Figura 37 - Fluorescéncia da E-141ii em 610 nm em funcéo do tempo.

3000

2500 A

2000 -

1500 -

1000

Fluorescéncia em 610 nm (u.a.)

500

o 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de Irradiagdo (min)
Fonte: O autor
A Figura 38 mostra que ndo houve alteracdo da banda de absorcéo, o que demonstra
que n&o houve degradacdo do DBPF em funcéo do tempo de irradiacdo e que, portanto, indica

que a E-141ii ndo produz 10..

Figura 38 - Absorbancia do E-141ii e DPBF em funcao do tempo.
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5.4 MEV

5.4.1 Avaliacdo morfoldgica de S. aureus submetidas a IFD pelo Giemsa

Os resultados de MEV demonstraram que a S. aureus apresenta a forma esféricas com
aproximadamente 1 um de didmetro, agrupadas de maneira irregular. Adicionalmente, a partir
das micrografias foi possivel observar a integridade das bactérias S. aureus do grupo nédo
irradiado. Diferentemente, o processo de IFD onde promoveu danos, parciais ou totais, na
parede celular das bactérias quando submetidas a uma dose de energia de 30 J/cm?. Esses

danos podem lisar as bactérias e, consequentemente, inativar o crescimento bacteriano.

Figura 39 — Imagem S.aureus utilizando FS Giemsa
A) Controle B) Irradiada

MULTILAM

Fonte: O autor.

Nota: Lado A S. aureus grupo ndo irradiado apresentando a integridade das bactérias e lado B grupo irradiado
que foi submetido a uma dose de energia de 30 J/lcm? onde as bactérias estdo parcialmente ou totalmente
danificadas.

5.4.2 Avaliacdo morfoldgica de E.coli submetidas a IFD pelo Giemsa

As analises realizadas pelo MEV mostram a estrutura intacta em forma de bastonetes
medindo de 1 a 3 um de didmetro do grupo que ndo foi submetido irradiacdo e a perda da
integridade das bactérias que foram submetidos ao processo de IF.
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Figura 40 — Imagem E.coli utilizando FS Giemsa

A)

MULTILAM

Fonte: O autor.
Nota: Lado A E.coli grupo ndo irradiado apresentando a integridade das bactérias e lado B grupo irradiado que
foi submetido a uma dose de energia de 30 J/cm? onde as bactérias estdo parcialmente ou totalmente danificadas.

5.4.3 Avaliacdo morfoldgica de S.aureus submetidas a IFD pela E-141ii

Figura 41— Imagem S.aureus utilizando FS E-141ii

A)

1S5kUS XZB.808 5 1mm
MULTILQM

Fonte: O autor.

Nota: Lado A S.aureus grupo ndo irradiado apresentando a integridade das bactérias e lado B grupo irradiado
que foi submetido a uma dose de energia de 30 J/cm? onde as bactérias estdo parcialmente ou totalmente
danificadas.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos através deste estudo demonstram que tanto o E-141ii quanto o
GIEMSA sdo capazes de atuar como FSs para S. aureus, sensivel e resistente a meticilina.
Quando a E-141ii é utilizada como FS, contra as cepas de S. aureus ATCC e MRSA, houve
grande diferenca entre as doses letais, que para a ATCC foi de 2,5 uM e para a MRSA foi de
20 uM. Esse resultado colabora com o estudo realizado por Grinholc e colaboradores (2014),
que em um estudo contendo mais de 400 amostras clinicas de S. aureus MRSA e S. aureus
MSSA, observou-se que as cepas de S. aureus MRSA apresentam maior tolerancia a IFD.
Porém, ndo se pOde atribuir ao gene mec A o aumento desta tolerdncia, 0 que pode ser
atribuida a uma defesa ao estresse oxidativo e a bombas de efluxo que dificultam a absorcéao
do FS pela bactéria.

Fournier et al. (1989) notou um polissacarideo capsular na superficie de células
MRSA, de tal forma que estes polissacarideos podem ser responsaveis pela menor penetracao
do FS nas células MRSA. Ainda segundo Maish, (2015) o que pode estar ocorrendo é um
aumento da tolerancia em virtude de uma resisténcia intrinseca da bactéria para sobreviver ao
estresse oxidativo gerado pelo meio ambiente.

H& poucos trabalhos que demonstram o potencial fotossensibilizador da E-141ii e
nenhum dos trabalhos aplicam a E-141ii em bactérias resistentes a antibioticos, sendo este o
primeiro trabalho a testar este FS no processo de fotoinativacdo da S. aureus MRSA. Em sua
maioria, 0s estudos realizados com E141ii tem como objetivo a descontaminacéo de alimentos
como Lépez-Carbalho et al., (2008) onde o mesmo utiliza E-140 e E-141lii no meio de
cultura, sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, onde foi demonstrado seu efeito
apenas sobre as bactérias Gram-positivas sem resisténcia a antibiéticos S. aureus e L.
monocytogenes reduzindo o crescimento em 5 e 4 logs, respectivamente, ao irradiar com a luz
azul.

Em estudo realizado por Kruger et al. (2019), utilizando a clorofilina E-140, foi
observado que para duas cepas diferentes de E. coli onde uma delas, a NR698 apresenta uma
deficiéncia em uma de suas membranas, foi demonstrado que esta cepa com defeito na
membrana externa ¢ tdo susceptivel quanto a bactéria Gram-positiva testada por eles, Bacillus
subtilis. Demonstrando, portanto, a importancia da segunda membrana e sua influéncia na

penetracdo pela clorofilina para efetividade da IFD. Em trabalho realizado por Caires, et al.
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(2017) foi demonstrado que ndo houve efeito da E141ii sobre cepa de E. coli (ATCC 25922)
mesmo quando utilizando o DMSO a 5% como um agente permeador de membrana.

Apesar de ser mais eficaz contra cepas Gram-positivas, foi demonstrado recentemente
que E-141ii pode ser aplicada para fotoinativar E. coli combinando alta concentracdo de FS e
iluminagdo de luz branca (IAmpada halogénica). Neste trabalho também foi testado o uso de
LEDs por Lépez-Carbalho et al., (2018), e segundo os autores, a E-141ii quando irradiada por
luz LED é pouco efetiva. Assim, eles utilizaram a luz branca através de combinacéo de cores,
diferentemente dos achados neste trabalho, onde foi utilizada apenas a luz vermelha.

Josewin et al. (2018) também avaliou a aplicacdo de E-141ii em associacdo com
iluminacdo LED azul (405 nm e 460 nm) com doses de 1.210 J/cm? e 5.356 J/icm? e
concentracdo de 100 uM para inativar L. monocytogenes e Salmonella spp. na casca do
meldo. Foi observado a eficacia da IFD da E-141ii contra ambas as bactérias, porém, néo era
estatisticamente diferente da fotoinativacdo promovida apenas pela luz azul.

Em estudo realizado por Luksiene e colaboradores (2010), a E-140 ao ser aplicada
como FS reduziu em 4 logs o crescimento bacteriano da Bacillus cereus quando utilizado uma
concentra¢do de 7,5 uM sob luz azul (405 nm). Recente trabalho realizado Hasenleitner e
Plaetzer (2019), utilizando E-140 contra S. aureus (ATCC 25923) e aplicando luz azul e
vermelha, observaram uma reducgdo de crescimento de 7 e 4 logs, respectivamente, com
concentragdes de 1uM para luz azul (433 nm) e 5 uM para luz vermelha (635 nm). Resultados
semelhantes foram encontrados no presente estudo usando E-141ii inativando completamente
a S. aureus (MSSA) em concentracGes acima de 2,5 uMe iluminando com a luz vermelha.

Segundo Uchoa et al. (2015), a E-141ii ndo funciona como um FS, pois o Cu?*
presente no centro porfirinico da molécula faz com que ndo ocorra a formacdo de longos
estados excitados, e, portanto, ndo induzira ha formacdo de 'O.. A E-141ii ndo apresenta
fluorescéncia, a substancia também ndo apresenta estados tripletos, sendo assim seu
mecanismo de relaxamento do primeiro estado excitado é por conversdo interna (SCIUTIA, et
al., 2018). Todavia, a partir do presente foi demonstrado que a molécula é capaz de produzir
outras EROs, ndo determinando, entretanto, quais, e confirma achado também demonstrado
por Uchoa et al. (2015) e SCIUTIA, et al. (2018) que a molécula ndo produz 'Oy, e, portanto,
0 mecanismo de geracdo de EROs é por transferéncia de elétrons (reacdo do tipo I)
diretamente do estado singleto excitado do FS.

O coeficiente de particdo nos diz se a molécula possui mais afinidade pela fase
organica ou agquosa, e, portanto, indicando se havera uma afinidade maior por membranas, ou

sangue e outros constituintes, sendo a chave para a atividade fotodinamica Engelmann et al.,
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(2007). Ainda com relacdo a E-141ii podemos dizer apds realizar teste de coeficiente de
particdo, que a molécula demonstra ter mais afinidade pela fase orgénica e, portanto, mais
afinidade por membranas gerando Log Pow = 1,14, 0 estudo morfologico da S. aureus
demonstrou a manutencdo da integridade no escuro e a destruicdo daquelas que foram
submetidas a PDI.

A fenotiazina GIEMSA foi descrito pela primeira vez como possivel FS em 2017 por
Caires et al., (2017) fotoinativando S. aureus ATCC e E. coli ATCC. Posteriormente a este
trabalho foi demonstrado sua eficiéncia para eliminar larvas de aedes aegypti Lima et al.,
(2018). No presente estudo, 0 GIEMSA foi utilizado como FS com o objetivo de avaliar o
potencial desta substancia para inativar cepas resistentes a antibidticos, onde ambas as cepas
ATCC e MRSA S. aureus, obtiveram uma dose letal utilizando uma concentragdo de 10 puM.
Todavia, houve grande diferenca entre as doses subletais, onde foi observado que para a cepa
ATCC houve uma reducdo de 85% de UFC e para a MRSA houve uma reducdo de 38% de
UFC.

Huang, et al., (2010) obteve resultados similares em configuracdo parecida utilizando
como FS o AM, e eliminando S. aureus (cepa 8325-4), onde utilizou uma dose de energia de
10 J.cm com irradiacdo de luz vermelha em 660 nm, sem qualquer lavagem ou centrifugacao
antes da iluminacdo, e obteve uma mortalidade superior a 6 logs.

Com relagdo a bactérias Gram-negativas, ha uma dificuldade maior de se as eliminar
através do PDI, neste caso um agente de permeabilizacdo é necessario devido a sua dupla
membrana (SPERANDIO, et al. 2013). Assim sendo, uma configuracdo experimental
diferente foi necessaria para se atingir a inativacdo de cepa de E. coli ATCC e E. coli mcr-1
positiva. Para tal, foi utilizado como agente permeador da membrana DMSO, 5% (v/v), e um
tempo maior de incubagdo do que o utilizado para S. aureus utilizando como FS o GIEMSA
neste estudo.

Assim como descrito por Tang e colaboradores (2007) utilizando uma fenotiazina, o
azul de toluidina (AT), € necessaria uma maior concentracdo de FS para se inativar E. coli em
relacdo a S. aureus, sendo utilizado por eles uma concentracdo cinco vezes mais elevada para
se inativar E. coli, utilizando, portanto, 400 pM a 30 J.cm™ de luz vermelha (600 nm). Neste
trabalho, quando comparamos S. aureus e E. coli, para ambas as cepas sensiveis (ATCC) a
antibioticos observamos que foi necessario dobrar a concentragdo com a mesma dose de
energia, onde encontramos uma dose letal de 10 pM a 30 J.cm™, luz vermelha (625 nm) para

S. aureus, e de 20 uM a 30 J.cm?, luz vermelha (625 nm) para E. coli.
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Com relagéo as cepas de E. coli ATCC e E. coli mcr-1 positiva observamos uma
diferenca significativa com relacéo a dose letal, que foi de 20 pM a 30 J.cm™, luz vermelha
(625 nm) para a amostra ATCC e de 10 pM a 45 J.cm™ para a cepa mcr-1, luz vermelha (625
nm), apesar de ser notavel a diferenga de 40 uM e 50 uM onde houve uma reducao de 99%
de UFC/mL, ndo houve dose letal com 30 J.cm, e por isso foi necessario o aumento a dose
de energia luminosa aplicada.

Em estudo realizado por Kashef, et al., (2012) em cepas de E. coli e S. aureus
susceptiveis e resistentes, utilizando duas fenotiazinas o AM e o0 AT como FS, foi observado
que em comparacdo com 0 AM, o AT demonstrou melhores resultados para cepas sensiveis
do que nas resistentes. O estudo utilizou as seguintes configura¢des experimentais, 50 pg/mL
com dose de energia de 46.8 J.cm™ foi capaz de inibir o crescimento de E.coli MDR em 0,7
logs e para E. coli ATCC 1,7 logs para S.aureus ATCC e MRSA na mesma concentracéo e
dose de energia obteve-se uma diminuicdo de 3,1 logs para MRSA e para ATCC foi de 4,2
logs para o FS AT. Para 0 FS AM foi necessaria uma dose de energia de 163.8 J.cm? na
concentragdo de 50 pg/mL reduzindo 2.2 logs para S.aureus MRSA e 3logs para ATCC e 0.2
logs para E.coli MDR e 0.3 para ATCC. O que demonstra uma maior tolerancia ao PDI nas
mesmas concentragdes e dose de energia das cepas resistentes a antibioticos.

Em estudo realizado por Grinholc e colaboradores (2008) em cepas S. aureus (MRSA)
e 40 cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA), isoladas de pacientes hospitalizados,
foi observada uma correlacdo entre a cepa resistente e ao aumento da tolerancia a IFD, mas
ndo foi possivel determinar nenhum mecanismo de uma resposta dependente da cepa a
fotoinativacdo, nem mesmo correlacionar a suscetibilidade aos antibidticos, com as proteinas
extracelulares e intracelulares.

Com relacdo ao coeficiente de particdo 0s experimentos demonstraram que 0
GIEMSA possui grande afinidade por membranas demonstrado através de Log Pow= 0,77 0
que é um fator importante para um bom FS. O estudo morfol6égico da S. aureus e E. coli
demonstrou a integridade das cepas no escuro e a destruicdo das membranas celulares das
cepas que foram submetidas a IFD. E por fim, com relacdo aos mecanismos de fotoinativcéo,
podemos dizer que 0 GIEMSA gera tanto EROS (mecanismo tipo 1) quanto 'O, (mecanismo

tipo Il), demonstrando seu grande potencial como FS.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que tanto a GIEMSA quanto E-141ii possuem potencial
para serem FS em IFD, tendo efeito mesmo em baixas concentra¢cdes. Ambos FSs possuem
atividade fotoantimicrobiana sobre S. aureus. A E-141ii também possui boa afinidade por
membranas e alta solubilidade em &gua, e o fato deste composto ja ser utilizado como corante
de alimentos o faz ser um otimo candidato como FS. E no caso do GIEMSA este FS
demonstrou efeito de fotoinativacdo, para S. aureus e E. coli, eliminando tanto as cepas
sensiveis e quanto aquelas resistentes a antibidticos. Nosso estudo de coeficiente de partigéo,
demonstrou que os FS possuem afinidade por membranas o que é essencial para um bom
fotossensibilizador. A partir dos experimentos de determinacdo de producdo de EROs
pudemos observar que ambos os FS geram EROs (mecanismo tipo 1) utilizando a luz
vermelha 630 nm que possui boa penetracdo nos tecidos, e 0 GIEMSA gera tanto EROS
quanto 'Oz (mecanismo tipo I1). Assim podemos concluir que os FSs estudados possuem
grande potencial para atuar contra bactérias Gram positivas e negativas sensiveis e resistentes
a antibioticos, além de estar dentro da janela terapéutica fotodinamica ideal, na regido do
vermelho do espectro eletromagnético, apresentando um grande potencial para futuras
aplicacdes para o combate de infecgdes bacterianas.
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