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RESUMO

O presente estudo avaliou a potencial aplicacdo da clorofilina cuprica de sddio
(CuChINa) e da eosina azul de metileno segundo Giemsa (EAM) como fotossensibilizador
(FS) antimicrobiano para as bactérias S. aureus (Gram-positiva), P. aeruginosa e E. coli
(Gram-negativas). Os resultados demostram que tanto a EAM quanto CuChINa foram capazes
de fotinativar a S. Aureus. Os dados mostram que 0 EAM e CuChINa apresentam efeito de
fotoinativacdo similares para S. aureus inibindo seu crescimento completamente nas
concentracdes de 5uM, quando as amostras foram previamente incubadas por 30 min e
irradiadas com uma dose de energia de 30 J/cm? em 625 nm. Entretanto, somente 0 EAM foi
efetivo para inativar a E. coli, para isso, uma configuracdo experimental mais complexa foi
necessaria para fotoinativacdo. No caso da E. coli., para o crescimento bacteriano ser
totalmente inibido foi necessario um periodo de incubacéo do fotossensibilizador de 120 min
e uma concentragdo minima de 20 pM. Por fim, destaco que nenhum dos
fotossensibilizadores foi capaz de inativar P. aeruginosa em diversas condi¢cdes experimentais

testadas.

Palavras-chave: Fotoinativacdo, bactérias, eosina azul de metileno, clorofilina cuprica de
sodio.



ABSTRACT

The present study evaluated the potential use of sodium copper chlorophyllin salt (CuChINa)
and eosin methylene-blue according to Giemsa (EMB) as antimicrobial photosensitizers (aPS)
for photoinactivation (PDI) of Staphylococcus aureus (Gram-positive) P. aeruginosa and
Escherichia coli (Gram-negative) bacteria. The results revealed that both EMB and CuChlINa
can be used as aPS for the photoinactivation of S. aureus while only EMB was able to
photoinactivate E. coli. Nevertheless, a more complex experimental setup was needed for
obtaining the photoinactivation against E. coli. On contrary, none of the photosensitizers was
effective for P. aeruginosa under several tested experimental conditions. The data showed
that EMB and CuChINa presented similar photoinactivation effect on S. aureus in which the
bacterial growth was completely inhibited at PS concentrations over 5 pM, previously
incubated during 30 min, when irradiated by a light dose of 30/J cm2 at 625nm. In the case of
E. coli, the bacterial growth was completely inhibited only when combining a PS incubation

period of 120 min with concentrations over 20 uM.

Keywords: Photoinactivation; bacteria; eosin methylene-blue; sodium-copper chlorophyllin.
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1 INTRODUCAO

Muita coisa mudou desde o descobrimento da penicilina na década de 1920 e seu
efetivo uso em 1942. Hoje é dificil imaginar procedimentos cirlrgicos, transplantes,
quimioterapia e o cuidado de pacientes criticos sem a utilizacdo de antibioticos. Entramos em
uma fase que para o paciente infectado por bactérias multirresistentes, € como se voltassemos
a era do pré-antibiotico (ARIAS; MURRAY, 2009; RUNCIE, 2015).

Um dos maiores problemas globais do século 21 séo infec¢des por bactérias resistentes
a antibidticos, o que antes era restrito apenas aos hospitais, e a pacientes
imunocomprometidos, agora se apresenta também, em outros ambientes. O uso inapropriado e
indiscriminado de antibidticos utilizados nos ambulatérios, nos hospitais e pela industria
alimenticia fez com que as bactérias desenvolvessem resisténcia a varias classes de
antibidticos, criando bactérias multirresistentes (ALANIS, 2005).

Uma das espécies mais comumente associadas as doencas humanas € Staphylococcus
aureus (S. aureus), que é considerado mais prevalente e também o mais virulento, causando
intoxicacdo alimentar, infecgdes cutaneas, pneumonia, dentre outros (MURRAY, 2009).
Podemos destacar também, a bactéria Escherichia coli (E. coli), da familia da enterobactérias,
e que esta presente na microbiota intestinal, porém é capaz de causar gastroenterites. A E. coli
é o0 bacilo Gram-negativo mais comumente encontrado em pacientes com sepse e infeccdes
hospitalares (MURRAY, 2009). Outra bactéria de grande importancia clinica é a
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), que é uma bactéria Gram-negativa, oportunista e
de dificil tratamento. Sua importancia decorre da sua capacidade de sobreviver em diferentes
condicdes e sua mdltipla resisténcia a antibidticos. Neste sentido faz-se necessario mais
estudos de inviabilizacdo destas bactérias, sendo uma alternativa a inativacdo fotodinamica
(HASHIMOTO, 2009; NEVES, 2011).

A terapia fotodinamica (TFD) foi inicialmente usada para o tratamento contra o
cancer, (DOLMANS, 2003). Entretanto trabalhos recentes vem demonstrando seu potencial
para o tratamento de infec¢bes bacterianas, e neste caso € denominado de inativacdo
fotodinamica (IFD). A IFD consiste na aplicacdo de um fotossensibilizador que em
combinagdo com irradiacdo luminosa na presenca do oxigénio molecular (O,) promove

espécies reativas de oxigénio (EROs) que induz a morte celular (PERUSSI, 2007).
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Tendo em vista a resisténcia aos antimicrobianos convencionais, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos procedimentos para promover a inviabilizagdo do crescimento
microbiano. Neste sentido a IFD é uma alternativa promissora no combate de infeccdes
localizadas, onde sua principal vantagem € o fato de at¢é o momento ndo haver
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana de metalo-clorofila a base de fon Cu?* e eosina azul de metileno
segundo Giemsa, como alternativa de fotossensibilizadores na inibicéo da S. aureus, E. coli e

P. aeruginosa, a partir da IFD.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Microrganismos Bacterianos

As bactérias sdo seres unicelulares, procariontes, e que ndo apresentam nucleo
diferenciado, reproduzem-se por divisdo binaria, e contém um grande nimero de espécies
patogénicas para os seres humanos (WINN, et al, 2008). Mesmo causando uma série de
doencas, as bactérias também sdo essenciais para a existéncia de plantas, animais e dos
humanos, mantendo o ambiente em equilibrio (INGRAHAM, 2010).

As células procariontes possuem poucas estruturas bem definidas, sendo sua
principal caracteristica a auséncia de nucleo. Ao invés disto apresentam uma regido nuclear,
sendo sua parte central constituida por DNA, porem possui também RNA. Em geral as
estruturas internas das bactérias contém dentro de seu citoplasma, ribossomos, um nucleéide e
vacuolos (BLACK, 2013).

As bactérias normalmente apresentam de 0,5 a 1,0 um (micrémetro) de diametro, e
podem ser classificadas quanto a sua morfologia, sendo dos tipos: bastonetes, espirilos e
cocos. Os bastonetes tem forma de bastdo com a ponta arredondada, os espirilos o formato de
hélice ou espiralar, e os cocos que podem ser esféricos ou elipticos. Os cocos ainda podem
formar diferentes arranjos como ilustra a Figura 1 (NOGUEIRA; SOUZA 2009).

Figura 1 - Morfologia das bactérias.

) D 2 I e W
Ve | 9O
ron | P oS

Espirilo Diplococos Sarcina Tétrade

Estafilococos Estreptococos

Fonte: Nogueira; Souza (2009).

Outro tipo de classificacdo consiste na sua capacidade de reter corantes de Gram
(Gram-positivas ou Gram-negativas). Esta coloracdo define os componentes e fungdes da
parede celular. E assim € possivel observar que a parede celular das bactérias Gram-negativas
sdo mais complexas que as das Gram-positivas, tanto do ponto de vista quimico quanto
estrutural, como mostra a Figura 2 (MURRAY, 2009).
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Figura 2 - Diferencas estruturais da parede das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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PLASMATICA EXTERNA

P T o, RS,

Fonte: Adaptado de MADIGAN, et al, 2010.

A parede celular das bactérias Gram-positivas € constituida por varias camadas de
peptidoglicano, e presos a essa matriz encontram-se inUmeras proteinas, polissacarideos e
acidos teicoicos. A parede celular das bactérias Gram-negativas é mais fina, e imediatamente
fora da membrana citoplasméatica encontra-se o0 espaco periplasmico, onde ha enzimas
degradativas e proteinas de ligagdo e transporte para vitaminas aminoacidos e ions, e uma
camada unica de peptidoglicano forma a borda externa do espaco periplasmico (WINN, et al,
2008).

As bactérias Gram-positivas apresentam uma membrana externa mais espessa e porosa
de peptidoglicano interconectadas, assim residuos de é&cido teicdico da parede celular
contribuem para a carga negativa, e os locais de ligacdo consequente afinidade para as
moléculas catidnicas. Por outro lado, a membrana externa das bactérias Gram-negativas € rica
em lipopolissacarideos com carga negativa, possuindo também uma forte afinidade para
cétions tais como célcio (Ca’") e magnésio (Mg”>*) (GEORGE; HAMBLIN; KISHENA,
2009).

De maneira geral, segundo Neves et al. (2011) as bactérias multiplicam-se
rapidamente e possuem a capacidade de mutacao para que as ajudem a sobreviver na presenca
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de um antibidtico, tornando-as predominante na populacdo microbiana. Apesar do avanco
obtido nos altimos anos no tratamento de infecgdes, continua sendo preocupante o aumento
da incidéncia do numero de bactérias patogénicas resistentes a antibidticos.

Neste cenario fica explicita a necessidade do desenvolvimento e validacdo de novos
métodos de inativacdo do crescimento microbiano que ndo tenha associagdo com mecanismos
de resisténcia (PERUSSI, 2007).

2.1.1 Staphyloccus aureus

A S. aureus, € a principal espécie do género Staphylococcus, sdo cocos Gram-
positivos que tendem a ficar agrupados, como mostra a Figura 3. Essa bactéria é naturalmente
encontrada na mucosa nasal e axilas (FOSTER, 1996; MURRAY, 2009). E uma das espécies
mais comumente associadas as doencas humanas, e também o mais virulento. Causa
intoxicacdo alimentar, infeccBes cutaneas, pneumonia, endocardites dentre outras (MURRAY,
2009).

Esta bactéria desenvolveu rapidamente resisténcia a antibidticos B-lactamicos pela
producdo de B-lactamase, e em 2003 observou-se que 50% das amostras isoladas nos EUA ja
apresentavam resisténcia a meticilina, e mostrou-se também ser causadora de infeccdes fora
do ambiente hospitalar (ARIAS; MURRAY, 2009).

H& uma estimativa de que 25 mil pessoas morram por ano na Europa como
consequéncia de infeccBes causadas por bactérias resistentes a antibidticos
(LAXMINARAYAN, et al. 2013). Nos EUA um relatério realizado pelo U.S. Centers for
Disease Control and Prevention estimou-se que ocorreram mais de 80 mil infec¢bes por S.
aureus MRSA (resistente a meticilina) e como consequéncia destas mais de 11 mil mortes em
2011 (FRIEDEN, 2013).

Em estudo realizado em 11 paises latino-americanos e que inclui o Brasil mostrou a
prevaléncia geral de MRSA (incluindo cepas adquiridas na comunidade e hospitalar) de
48,3% entre 2004-2007 (MEJIA, et al. 2010).

Em infeccbes causadas por MRSA, a vancomicina é uma opcdo terapéutica,
entretanto, em 1996 foi reportado o primeiro caso de resisténcia a vancomicina (VRSA) e
posteriormente a ele, surgiram outros relatos pelo mundo demonstrando que este se tornou um
problema global (HIRAMATSU, 2001).
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Figura 3 - Imagem da bactéria Staphyloccus aureus.

Fonte: Center for Disease Control and Prevention.

2.1.3 Escherichia coli

A E. coli faz parte de um grande grupo denominado Enterobacteriaceae, sua
morfologia é de bacilo, como apresentado na Figura 4. Essa bactéria esta presente na
microbiota intestinal porém, é capaz de causar infeccbes do trato urinario, meningite,
infeccBes da corrente sanguinea e gastroenterites, sendo uma das bactérias Gram-negativa
mais comumente encontrada em pacientes com sepse e infec¢bes hospitalares ( BROOKS,
2012; MURRAY, 2009).

De acordo com a viruléncia existem pelo menos cinco grupos patogénicos que causam
gastroenterite sdo: EPEC (E. coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), ETEC (E.
coli enterotoxigénica), EHEC (E. coli éntero-hemorragica) e EAEC (E. coli enteroagregativa).
A EPEC é a principal causa de diarreia aquosa infantil em paises pobres (MURRAY, 2009).



23

Segundo Shariff et al. (2013) em unidades de terapia intensivas (UTI) as infeccbes de
trato urinario por E. coli sdo as mais comuns extra intestinais, e sua maltipla resisténcia a
medicamentos cresceu dramaticamente nos ultimos anos.

Recentemente foi relatado na China uma E. coli resistente a colistina, antimicrobiano
de largo espectro, que pertence a familia das polimixinas. Esta descoberta decorreu da
investigacdo, em suinos, alimentos e humanos. A resisténcia a colistina é mediada por
plasmideo, caracterizado por uma alteracdo genética designada mcr-1. Este mecanismo de
acao gera uma emergéncia em resisténcia em Enterobacteriaceae. Os isolados destas bactérias
tanto em animais quanto em humanos, tornou-se uma preocupacao global, tendo em vista a
capacidade dos plasmideos mcr-1-positivas de transferir esta resisténcia a E. coli patogénicas
humanas (LIU, et al., 2016).

Em estudo multicéntrico realizado no Brasil por Fernandes, et al., (2016) de 2000 a
2016 evidencia o aparecimento de mcr-1-positivas na América Latina desde 2012 em isolados
de alimentos, humanos e animais. Em 2016 também foi reportado o aparecimento de E. coli
mcr-2, resistente a colistina. O surgimento destas cepas representa uma mudanca de
paradigma nos mecanismos de resisténcia a colistina, que antes se restringiam a transmissao

vertical, para os descendentes (Xavier, 2016).

Figura 4 - Imagem da bactéria Escherichia coli.

Fonte: COTTER, 2014.
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2.1.4 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas apresenta mais de 140 espécies, dentre elas a P. aeruginosa,
normalmente habita solo, 4gua e vegetacdo, e pode ser encontrado também na pele, e menos
comumumente na orofaringe e fezes de pessoas saudaveis (IGLEWSKI, 1996).

Espécies como a P. aeruginosa sdo bastonetes Gram-negativos como mostra Figura 5
e podem sobreviver em condigdes adversas, pois tolera uma vasta gama de temperaturas (4 a
42 °C) e possui minimas exigéncias nutricionais (MURRAY, 2009).

Um dos mecanismos de protecdo da P. aeruginosa é um sistema denominado de
bomba de efluxo, ele é um sistema de transporte ativo para o exterior da célula, responsavel
por exportar substancias toxicas e metabolitos secundarios (NEVES, 2011).

Essa bactéria tem carater oportunista e é considerada de dificil tratamento. E
responsavel por infeccbes sérias em pacientes imunocomprometidos, e um dos principais
agentes de infecdo nasocomial em hospitais brasileiros. A importancia clinica da P.
aeruginosa decorre de sua capacidade de sobreviver em diferentes condi¢es e sua multipla
resisténcia a agentes antibacterianos, levando a uma dificil erradicacdo da doenca e
possibilitando que uma colonizacdo localizada que pode rapidamente induzir uma infecgéo
generalizada elevando os indices de morbidade e mortalidade (HASHIMOTO et al., 2009;
NEVES et al., 2011).

Resultados de estudos epidemiolégicos obtidos pelo SENTRY (Antimicrobial
Surveillance Program) em e MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection) ano 2003 demonstraram que a P. aeruginosa € o terceiro patdgeno mais frequente
com resisténcia ao medicamento imipenem (IPM) em pacientes hospitalizados, sendo
relatados no Sul e Centro-Oeste do Brasil percentuais de resisténcia podem chegar de 58,9%
até 82,7% respectivamente (NEVES; et al., 2011). O IPM é um antibidtico carbapenémico de
amplo espectro, derivado da tienamicina, com atividade bactericida utilizado como altimo
recurso no tratamento de infecgdes hospitalares infeccdes por P. aeruginosa multirresistentes
(NEVES; et al., 2011; PIRES; et al., 2009).
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Figura 5 — Imagem da bactéria Pseudomonas aeruginosa

Fonte: BBC NEWS. Disponivel em: < http://www.bbc.com/news/uk-northern-ireland-17047276>

2.1.5 Resisténcia bacteriana aos antibioticos

Um grande numero de bactérias resistentes a antibi6ticos tem surgido em decorréncia
de sua utilizacdo indiscriminada e falta de investimento em desenvolvimento de novos
farmacos, comprometendo o seu uso (ALANIS, 2005; VENTOLA, 2015).

A era moderna dos antibioticos comecou com a descoberta da penincilina por Sir
Alexander Fleming, sendo utilizada na década de 1940 em infeccdes sérias em soldados na Il
Guerra Mundial (ALANIS, 2005; VENTOLA, 2015). Segundo Alanis, 2005 o uso de
antibioticos virou uma panaceia, pois era utilizado para tratar infeccfes triviais e até mesmo
de origem ndo bacteriana. Assim, a emergéncia de resisténcia a penincilina em 1950 criou um
problema clinico substancial.

Em resposta a esta resisténcia, os beta-lactamicos foram desenvolvidos, porém o
primeiro caso de meticilina resistente em S. aureus (MRSA) foi identificado na mesma
década, no Reino Unido em 1962. E assim como podemos observar na Figura 6 a resisténcia
aparece a quase todos os antibiéticos (VENTOLA, 2015).



Figura 6 — Linha do tempo demonstrando a inser¢do dos antibidticos e o aparecimento de

resisténcia.
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Fonte: Adaptado de Frieden, (2013).
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Segundo O'Neill (2016) em 2050 estima-se que caso nenhuma medida seja tomada
serdo mais de 10 milhdes de mortes por ano em decorréncia de microrganismos resistentes a
antibioticos, (Figura 7). Essa projecdo demonstra que microrganismos resistentes a
antibioticos podera matar mais do que o cancer e outras doengas, a um custo cumulativo para

a producdo econdmica 100 trilhdes de dolares.

Figura 7 — Projecao do avanco dos microrganismos resistentes a antibidticos.
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Fonte: Adaptado de O'Neill (2016).

2.2 Terapia fotodindmica (TFD)

O principio da fototerapia dindmica foi descrito por Oscar Raab em 1900, quando foi
observado o efeito toxico da acridina laranja combinada a luz e oxigénio, destruindo o
protozoario Paramecium caudatum, (KIM, et al., 2015; RAAB, 1900). Posteriormente em

1903, H. Von Tappeiner e A. Jesionek tratou de tumores de pele, com eosina topicamente
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aplicada, luz branca, e descreveu o fendbmeno como acéo fotodinamica, hoje conhecida como
fototerapia dindmica (DOLMANS, 2003).

A TFD é uma modalidade de tratamento que atua a partir de uma reacao fotoquimica
com o objetivo de causar destruicdo seletiva de um tecido. A aplicacdo da técnica consiste em
duas etapas, utilizacdo de uma droga sensibilizante, topica ou sistémica, seguida da irradiacéo
de luz. Nesse processo, os fotossensibilizantes sdo ativados pela luz e transferem energia ao
oxigénio molecular, gerando EROs para induzir a morte celular ( ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010).

A TFD tem inumeras vantagens, como a de dupla seletividade, pois ndo apenas 0 FS
pode ser direcionado para as células ou tecido doente, como a luz também pode ser focalizada
no local da lesdo. O procedimento pode ser repetido varias vezes por nao apresentar efeito
toxico cumulativo. No caso do uso de fotossensibilizadores sistémicos a exposi¢cdo a luz deve
ser evitada até por algumas semanas, pois podera apresentar um efeito colateral que é a
sensibilizagdo a luz (PERUSSI, 2007).

Na TFD o fotossenssibilizador (FS) injetavel é colocado na corrente sanguinea e
absorvido por diversas células, apesar de ndo ser bem entendido, ele permanece nas células
tumorais por um tempo maior. Assim a TFD pode ser realizada quando o FS for eliminado
pelas células normais, matando de forma seletiva apenas as células tumorais (PERUSSI,
2007).

E embora a TFD tenha sido originalmente desenvolvida visando a terapia de cancer,
trabalhos vém demostrando o seu grande potencial para outras moléstias, como por exemplo,
a destruicdo de infestacOes bacterianas resistentes a tratamentos tradicionais a base de
antibidticos. Nessa modalidade de tratamento a terminologia mais utilizada é Inativacao
Fotodinamica (IFD) (DEMINOVA; HAMBLIN, 2005; MACHADO, 2000).

A IFD de microrganismos, assim como a TFD aplicada ao tratamento de cancer, é
uma terapia que envolve a combinacdo sinérgica de um fotossensibilizador, oxigénio
molecular (O,) e irradiacdo luminosa. O papel do fotossensibilizador é absorver a luz e servir
como um intermediario para transferir a energia para o oxigénio. Durante esse processo, 0
oxigénio molecular presente na célula no estado triplete (*0,), estado fundamental e estavel
da molécula, passa para o estado singlete (*O,). Ao contrério do estado *0,, o estado 'O, é
extremamente reativo e induz a morte da célula hospedeira a partir da oxidacdo de seus
constituintes (RIBEIRO, et al., 2005).
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Durante IFD pode-se diferenciar dois mecanismos de geragédo de EROs, denominada
tipo | e/ou Il. O radical superdxido (O,”) é gerado no mecanismo tipo | através da
transferéncia de elétrons do fotossensibilizador, excitado pela luz, para o oxigénio no estado
fundamental. Os processos moleculares que ocorrem no estado excitado sdo demonstrados
pelo diagrama de Jablonski na Figura 8. A reagdo do tipo Il ocorre quando ha transferéncia
de energia, 0 oxigénio molecular passa para o estado excitado singlete (HAMBLIN, 2016;
RIBEIRO, 2008).

Figura 8 - Diagrama de Jablonski Simplificado.
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que por sua vez emite fosforescéncia.
Fonte: Oliveira, 2014.

A fisica define a luz como uma onda eletromagnética, assim a frequéncia de oscilacdo
determina a cor da luz. Apds absorver a luz na regido do visivel o fotossensibilizador é
excitado, podendo retornar ao estado fundamental *PS emitindo energia (fluorescéncia), sofrer
uma inverséo de spin (cruzamento de intersistema) ou indo ao estado triplete, e retornando ao
estado fundamental pelo processo de fosforescéncia (OLIVEIRA, 2015).

E importante destacar que o cruzamento intersistemas ¢ favorecido pela presenca de
atomos pesados na estrutura da molécula, pois 0s mesmos aumentam a probabilidade da
passagem da molécula do estado excitado singleto para o tripleto. Como apresentado no
diagrama de Jablonki, a acdo fototodindmica sé podera acontecer ap6s a molécula estar no
estado tripleto excitado (WAINWRIGHT, 2016).
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A IFD pode ser feita por aplicacdo local do fotossensibilizador na &rea infectada por
aplicacdo topica, instilacdo, injecdo intersticial ou aerossol, de forma que pode ser usada
como uma terapia alternativa para infeccdes localizadas. A extensdo da morte celular
microbiana sera dependente da concentracdo (dose) do fotossensibilizador, bem como do
comprimento de onda da luz, do tempo e da intensidade de irradiagdo. Uma das vantagens da
IFD de microrganismos é que o efeito bactericida é réapido, altamente localizado, n&o
interferindo com a microbiota de outros sitios corpéreos. Além disso, como 0 evento
citotoxico € dependente da producdo de oxigénio singlete e radicais livres, o desenvolvimento
de resisténcia ao procedimento é pouco provavel (GEROLA, 2010; HAMBLIN; HASAN,
2004).

O fotossensibilizador é ativado de acordo com o espectro de absor¢do do composto, e
a penetracdo da luz nos tecidos aproxima-se do comprimento de onda 630nm, com um
alcance de 5 mm na maioria dos tecidos (KALKA, et al, 2000).

Diversas fontes de luz podem ser utilizadas, a absorcdo méaxima das porfirinas
acontece com 405 nm , porém neste comprimento de onda a luz € capaz de atravessar a pele
apenas de 1 a 2 mm e possui outros picos de absorcdo, uma delas no comprimento de onda
630 nm que obtém uma maior penetracdo. A figura 9 mostra o espectro eletromagnético
(ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

Figura 9 - Espectro da radiacdo eletromagnética.
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2.2.1 Laser versus LED

A luz laser, originada a partir da amplificacdo da luz por emissdo estimulada de
radiacdo, e em especialmente o laser de baixa intensidade, vem sendo utilizado para promover
efeitos biol6gicos como analgésico, anti-inflamatdrio e no reparo de feridas, entretanto sdo
contraindicacoes relativas feridas infeccionadas (LINS, et al. 2010, ROBERTSON, 2009).

A luz do laser é sempre concentrada em uma mesma area e nao diminui sua
intensidade com a distancia, possuindo como caracteristicas a monocromaticidade e a
coeréncia, 0 que significa que os comprimentos de onda possuem a mesma frequéncia e se
propagam na mesma dire¢do. Dessa forma o feixe de luz permanece paralelo e colimado
(ROBERTSON, 2009).

Todavia 0 equipamento laser € demasiadamente caro quando comparado a outras
alternativas de luz como o LED (Light Emitting Diode). Do ponto de vista da luz emitida
pode ser dizer que sdo similares, ja que possuem uma banda espectral estreita, entretanto a luz
LED néo é colimada ou coerente, mas sua grande vantagem é seu baixo custo (CORAZZA,
2005).

Em seu estudo Corazza (2005) comparando os efeitos angiogénicos da luz laser e
LED, demonstra que a colimagdo e coeréncia ndo sdo caracteristicas esséncias para a
fototerapia e sim o comprimento de onda da luz absorvido. Consequentimente, a fonte de luz

LED se mostra uma ferramenta atrativa para o uso na fototerapia.

2.2.2 Resisténcia a IFD

Apesar de vérios autores afirmarem que a resisténcia a IFD seja improvavel, em
decorréncia do mecanismo de morte ndo especifico (EROS causa danos em diversas
estruturas bacterianas) o assunto é controverso (TAVARES, et al.2010)

Estudos tem tentado induzir a resisténcia a IFD, matando 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 .
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Segundo Tavares e colaboradores (2010), corroborando com a literatura, apds
irradiacdo das cepas por 10 ciclos foi observado a auséncia de mecanismos de resisténcia ao
processo fotodindmico, matando 99, 99% das bactérias testadas. Em estudo feito por Giuliani,
et al. (2010) também demonstrou a auséncia de resisténcia a IFD mesmo apo6s 20 ciclos de
fotoinativacéo.

Por fim, é importante ressaltar que a pré-existéncia de resisténcia das bactérias a
antibioticos ndo prejudica o processo fotodindmico, de forma que a IFD funciona tdo bem nas

bactérias resitentes quanto nas bactérias susceptiveis a antibioticos (GIULIANI, et al. 2010).

2.3 Fotossensibilizadores

2.3.1 Historia dos fotossensibilizadores

A primeira descricdo da acdo fotoantimicrobiana foi em 1900 por Oscar Raab
utilizando os corantes acridina e eosina (RAAB, 1900; WAINWRIGHT, et al., 2016).
Segundo Issa e Manela-Azulay (2010) o trabalho ndo alcangou a repercussao merecida.

A FTD envolve a administracdo de um fotossensibilizador ndo toxico, sendo as
porfirinas as mais exploradas, entretanto, em 1960 iniciou-se estudos com as hematoporfirinas
(DOLMANS, 2003).

A chamada primeira geracdo de fotossensibilizadores eram basicamente injetados por
via intravenosa, pois 0s mesmos ndo tinham uma boa penetracdo pela pele (CALZAVARA-
PINTON, P.G.; VENTURINI, M., 2006).

Em 1990 Kened e colaboradores desenvolveram o fotossensibilizador topico,
denominado 5-4cido aminolevulinico (ALA) que superou muitas das limitacfes existentes do
PDT, considerado de segunda geracdo (KIM, 2015). E importante ressaltar que na
dermatologia, a TFD néo cresceu ate 1990, como mostra a Figura 10. Todavia seu uso na TFD
com ALA topico tem aprovacao pelo FDA (Food and Drug Administration) para tratamento
de Queratose actinica (QA) que é uma leséo pré-cancerigena e alguns tipos de cancer desde
1999 (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

A maioria dos compostos utilizados para o PDT absorvem na regido do vermelho

podendo ser ou ndo porfirinas, um exemplo de porfirina seriam as clorinas, e de ndo porfirinas
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podemos citar as fenotiazinas (Azul de metileno e Azul de toluidina), xantenos (Rosa bengala
e Eosina Y) e curcumingides (curcumina) (ORMOND; FREEMAN, 2013).

Figura 10 - Linha do tempo da descoberta de antibidticos e fotoantimicrobianos.
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PPIX = protoporfirina IX induzida pelo acido 5-aminolevulinico. PPA904 = derivado tetrabutilico de azul de
metileno.

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

Com relacéo a internalizacdo do fotossensibilizador pelo microrganismo, sabemos que
0 processo funciona de maneira parecida com a coloracdo de Gram, sendo assim as espécies
Gram-positivas capturam mais facilmente o corante e sdo também facilmente mortas
diferentemente das Gram-negativas (PERUSSI, 2007).

Para que ocorra a inativacao bacteriana é necessario que o FS penetre a parede celular,
0 que é limitado na Gram-negativa devido a membrana celular, visando melhorar esta

penetracao agentes desorganizadores de membrana sao utilizados (SPERANDIO, 2013).
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Segundo Hamblin (2016) o fotossenssibilizador deve ter moléculas catibnicas, pois as
células microbianas apresentam maior carga negativa se comparados a células de mamiferos,
sendo assim a molécula catidnica € absorvida mais rapidamente pelas células microbianas que
pelas células de mamiferos, obtendo boa seletividade e podendo rapidamente ser aplicado.

S&o caracteristicas importantes para um bom fotossensibilizador baixa toxicidade no
escuro, alto rendimento quéntico para a producdo de oxigénio singleto, intensa absorcdo de
luz na regido do vermelho (600-800 nm) e efeito acumulativo em célula tumoral (no caso do
PDT) (ORMOND; FREEMAN, 2013).

Com relagdo a eficiéncia do fotossenssibilizador ela é aumentada quando na sua
composicdo encontram-se atomos pesados, porque 0S mMesmos induzem uma maior
estabilidade do estado tripleto excitado (WAINWRIGHT, 2016).

2.3.2 Clorofilina clprica de so6dio

A clorofila é um pigmento natural produzido principalmente nas folhas das plantas e
podem ser divididas entre clorofila a e clorofila b, como mostrado na Figura 11, e sua
estrutura quimica possui um Mg?* no centro, que pode ser retirado por agdo de 4cidos se
transformando em feofitina e substituidos por outros metais. Complexos de cobre tem o metal
fortemente ligado ao centro da molécula, onde nem mesmo o acido cloridrico concentrado
pode libera-lo, isto faz com ele se torne seguro para coloracdo de alimentos, pois o cobre
(Cu®) néo é absorvido pelo organismo (HUMPHREY, 1980).

A clorofila é uma molécula abundante na natureza e sua estrutura quimica pertence a
classe das porfirinas, tendo como &tomo central o0 Mg?** (magnésio) segundo Streit, et al.
(2005), possuindo alta absorcdo de luz na regido entre os comprimentos de onda 650 e 670 nm
(vermelho) e longo tempo de vida do estado excitado.

As caracteristicas da clorofila a tornam um bom candidato para ser utilizado como
fotossensibilizador por apresentar a possibilidade de se obter alto rendimento quéantico de
oxigénio singlete (GURGEL, 2013). Todavia, a baixa estabilidade da molécula de clorofila
faz com a mesma tenha uma baixa eficacia como agente fotossensibilizante. Esse problema de

instabilidade pode ser superado ao modificar quimicamente a molécula de clorofila ao

2+ 2+ 2+
substituir o Mg®* por outros fons metéalicos (por exemplo: Zn , Fe e Cu ), pois essas
metalo-clorofilas sdo mais estdveis e podem ser utilizadas em formulacdes hidro e
lipossoluveis (STREIT et al., 2005).
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Figura 11 - Estrutura quimica da clorofila a e b.

Clorofila a @ = ——CH;
o
Clorofila b @ _ /lLH

Fonte: Streit, (2005).

A clorofilina ctprica é um pigmento obtido a partir da clorofila pela hidrélise do fitil e
metil esters, clivagem do anel ciclopentanona e substituicdo do Mg?* por Cu®**. As metalo-
clorofilinas diferentemente da clorofila, sdo hidrossollveis e apresentam maior estabilidade
frente a acidos e agentes oxidantes (VOLP, 2009).

A clorofilina cuprica de soédio (CuChINa) € comercialmente disponivel, e
espectroscopicamente € muito parecida com a clorofila CuChINa, sua estrutura quimica esta
representada na Figura 12. Isto significa uma intensa banda de absor¢do no comprimento de
onda 630 nm, o que é ideal para terapia fotodindmica (UCHOA, et al, 2015).
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Figura 12 - Estrutura quimica da Clorofilina cuprica de sodio.

Fonte: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

2.3.3 Eosina azul de metileno tipo Giemsa

Em 1891 Dimitri Romanowsky desenvolveu uma método de coloracdo para a
diferenciacdo entre nucleo e citoplasma, e a partir desta versao todos os compostos analogos
seriam denominados corantes Romanowsky sendo compostos que contém azul de metileno
oxidado e eosina (Woronzoff-Dashkoff, 2002).

Gustav Giemsa trabalhou em um produto da oxidacdo do azul de metileno
denominado Azure I e que é considerado um corante puro, e publicou em 1904 o corante que
levou seu nome (BARCIA, 2007).

O corante Wright-Giemsa tem um passado historico longo, de receitas clandestinas e
de mistério que o rodeia ainda hoje, como pequenas varia¢cdes na composi¢do do corante ou
sutis diferencas na técnica de coloracdo pode produzir mudancas dramaticas (Woronzoff-
Dashkoff, 2002).

Dentre os varios corantes utilizados na inativacdo fotodindmica o eosina azul de
metileno tipo Giemsa ainda, ndo foi explorado até onde sabemos. Ele é um composto
policromético, composto dos corantes azur Il (mistura ndo oxidada de azur | e azul de
metileno) e eosinato de azur Il (formado pela combinagdo equimolar de azur I, azul de
metileno e eosina amarelada-Y) como demonstra a Figura 5, dentre suas aplicacfes é

comumente utilizado na citogenética vegetal (BRAMMER, 2015).



Figura 13 - Estrutura quimica do corante Giemsa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de metalo-clorofila a base dos ions Cu (Il) e do
corante eosina azul de metileno frente a inibicdo de crescimento das bactérias S. aureus, E.

coli e P. aeruginosa por meio da Inativacdo Fotodinamica.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a janela fotodindmica dos fotossensibilizadores EAM e CuChlINa através de
espectroscopia de Abs/UV-vis;

e Determinar a citotoxicidade dos fotossensibilizadores para células de mamiferos;

e Avaliar a inativacdo fotodindmica de cepas de microrganismos S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa, quando submetida ao processo de terapia fotodinamica utilizando a metalo-
clorofila, e eosina azul de metileno como agentes fotossensibilizantes.

e Avaliar a inativagdo das cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, utilizando metalo-

clorofila, e eosina azul de metileno na auséncia da luz.
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4 METODOLOGIA

4.1 Corantes

Os corantes utilizados no presente estudo foram Clorofilina de sddio-clprico grau
comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e Eosina Azul de Metileno Segundo Giemsa
(Vetec Quimica- Rio de Janeiro, RJ).

4.1.1 Preparacdo dos corantes

Os corantes foram pesados em balanca analitica e colocados em recipientes estéreis, e

ao corante adicionado agua destilada para que se obtivesse uma solugéo estoque.

4.2 Medidas de absorcéo optica

Para determinacdo da janela fotodindmica, foi realizada a determinacdo da regido de
maxima de absorcdo de cada fotossensibilizador através de um espectrofotdmetro modelo
USB 4000 da Ocean Optics . As andlises de caracterizacdo de absorcdo no UV-VIS foram
realizadas no laboratério de Optica e Fotbnica localizado no Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). As medidas de absorcdo foram
realizadas de 200 nm a 800 nm, usando cubeta quartzo de quatro faces polidas de 10 mm de
caminho optico.

Para realizar as medidas de absor¢do UV-Vis, Os corantes CuChINa e EAM foram
solubilizados em meio aquoso (separadamente), nas concentracfes, 100 uM, 50 uM, 40 uM,

20 uM, 10 puM e 5 pM respectivamente.

4.3 Citotoxidade dos Fotossensibilizadores

Foi realizado atividade citotoxica em célula NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblastos
de rato) células do banco do Rio de Janeiro, manutencdo e tratamento celular foram realizadas
como descrito por Freshney (FRESHNEY, 2005).
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4.3.1 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxidade foi realizado em parceria pelo Grupo de Ciéncias
Farmacéuticas do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, UFMS sendo realizado
utilizando sulfo-rodamina B (SRB) como descrito por Skehan et al, (1990) . As células crio
preservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e cultivadas em frascos estéreis
contendo o meio de Dulbecco modificado essencial minimo (DMEM) suplementado com soro
fetal bovino a 10% e gentamicina a 50 pg/mL (Europharma) (meio completo). Os frascos
foram entdo colocados a 37°C numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO,
(SKEHAN, et al., 1990).

As células aderentes foram removidas com tripsina (1 mM + 0,25% de EDTA) em
PBS com pH 7,4 e transferidos para tubos cdnicos contendo meio de cultura completo. Apds a
centrifugacdo de baixa velocidade, o meio contendo tripsina foi descartado e as células
ressuspendidas num pequeno volume de meio completo. As células vidveis foram contadas
utilizando “ tripan blue”” numa cdmara de Neubauer.

A suspensdo de células foi preparada e 100 puL de meio contendo 7500 células foi
depositada em cada po¢o de uma placa de 96 pocgos. As placas foram estabilizados por
incubacdo a 37 ° C numa incubadora de CO, durante 24 h. Subsequentemente, uma aliquota
de cada fraccdo das amostras de teste previamente dissolvidos em meio foram adicionados aos
pocos, resultando em quatro concentragdes, para cada amostra de ensaio (0,25, 2,5, 25, e 250
g/mL), em triplicata.

Como controle negativo, as células foram cultivadas na auséncia de qualquer amostra
de teste. Todas as placas permaneceram expostas, as amostras de teste na incubadora, durante
48 h e foram subsequentemente fixadas com &cido tricloroacético a 20% a 4 °C durante 30
min. O sobrenadante foi descartado e a placa foi lavada com agua, seca-se por adicdo de 50
uL de 0,1% de SRB em acido acético diluido, e incubou-se a temperatura ambiente durante 30
min. O excesso de corante foi removido com acido acético a 1%, seguido de secagem das
placas e adicdo de base Tris 10 mM para solubilizar o corante ligado a membrana proteinas
das células fixadas. As placas foram agitadas durante 10 minutos para dissolver as proteinas

marcadas e lidas num leitor de microplacas optica a 540 nm.
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4.3.2 Interpretacdo das analises de citotoxidade

A andlise estatistica também levou em conta repeticdes e tratamentos. Para o ensaio in
vitro, a andlise estatistica levou em consideracdo os valores da absorbancia obtidos para as
amostras de teste (T), o controle negativo (CN), as amostras de ensaio em branco (B), e 0
inicio da incubacéo, isto €, antes da adicdo de amostras de teste (T0). Com base nestes dados,
a resposta celular da incubacdo com as amostras de teste pode ser categorizada como a
inibicdo ou auséncia de efeito no crescimento celular. T > TO e T < CN indicam que o
crescimento foi inibido (efeito citostético). Para estas condi¢des, o crescimento celular (%) é
calculado como 100 x [(T - TO) / (CN - TO)]. Para T < TO, a amostra celular induzida morte,
um efeito citotoxico, calculada como 100 x [(T - TO) / TO] (SHOEMAKER, 2006; MONKS,
et al., 1991). As taxas de crescimento celular (%) calculadas a partir destas formulas, em
seguida, foram submetidas a regressdo ndo-linear usando software Origin 6.0 (OriginLab)
para o calculo de ICs (concentracdo de droga que inibiu o crescimento celular em 50%), que

expressa a atividade citotoxica.

4.4 Bactérias

Os experimentos foram realizados com cepas padrées: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). As cepas
foram mantidas em Caldo Muller Hinton (CMH) acrescidas de glicerol a 20% e mantidas em

freezer.

4.5 Ensaios Bioldgicos

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de estoque em ependorfe mantido
no freezer, com a cepa e glicerol a 20%. Para tanto foi adicionado, 10 pL do estoque que foi
inoculado em 2 ml CMH, a solucdo foi mantida em estufa a 37 °C, durante 18 h para obter o
crescimento. Apds esse periodo o inoculo foi diluido em salina até a obtencéo de turvacao de
0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), acrescentando gradativamente o inoculo a 2
ml de salina, o excesso foi retirado para que se mante-se no final 2 ml solucéo (salina, inoculo

e corante).
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4.6 Determinagéo da Inibi¢éo do Crescimento Bacteriano

Para a determinagdo da inibicdo bacteriana, os inoculos foram divididos em dois
grupos: um que foi protegido da luz em temperatura ambiente envolto em papel aluminio
(Controle), e outro grupo que recebeu irradiacdo por 1 hora. Ambos 0s grupos tinham a
concentracdo zero, onde ndo era colocado o fotossensibilizador, para observar se havia
influencia da luz na auséncia do corante.

Na solucéo de 2 ml de salina mais inoculo foram adicionadas as proporcdes de corante
EAM tipo Giemsa (C14H14CIN3S) e Clorofilina de sédio-cUprico necessarias para que se
chegasse as concentracfes de 1,0; 2,5; 5 ; 10 ; e 20 uM para S. aureus, e ja para Escherichia
coli 5,10, 20, 40 e 50 uM.

Para os testes a bactéria S. aureus foi preparada em tubos de ensaio envolto em papel
aluminio, e em seguida os tubos de ensaio foram incubados em shaker da marca Marconi em
agitacdo 120 rpm (rotacdes por minuto) durante 30 min, no caso da E. coli e P. aeruginosa
foi acrescentado DMSO a 5% e foi também incubado sob agitacdo por 2 h, tanto para EAM
quanto para CuChlNa.

Apos a agitagdo, aliquotas de 200 pL eram retirados e incubados em microplaca de 96
poc¢os para cada concentracao, e irradiadas pelo tempo acima determinado. Apos a irradiacao
foi realizada diluicdo seriada e usou-se a diluicdo de 1:32 para plaqueamento e contagem de
UFC, onde de cada poco era retirado 1 pL e semeado em placa com meio PCA (Agar padrio
para contagem) este permanecia em estufa a 37°C por 18 h, onde entdo era feita a contagem
do numero de UFC (unidade formadora de col6nia). Todas as concentragdes foram feitas em

duplicata, e o experimento repetido em pelo menos outras duas ocasides.

4.6.1 Testes adicionas

Para os testes adicionais com a P. aeruginosa e E. coli, a amostra foi preparada em
tubos de ensaio envolto em papel aluminio e em seguida colocada em shaker em agitacdo 120
rpm durante 4h em agitacdo. Foi acrescido DMSO a 5% e 10% (v/v) na solugdo com
CuChlNa, nas concentracdes de 5, 10, 20, 35 e 50 uM. Para P. aeruginosa um teste piloto
qualitativo adicional foi realizado com a solugdo EAM com DMSO a 5% e a 10% (v/v), e

também com tween 80 a 5% e 10% (v/v) nas concentragdes de 50 , 100 e 150 pM.
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Dos tubos que foram agitados foi retirado uma aliquota de 200 uL e colocados em
microplaca de 96 pogos, para cada concentracdo, e ap0s a irradiacdo, foi realizada
plagueamento para CuChlINa, e para EAM, em meio PCA, onde este permaneceu em estufa a

37°C por 18 h, ap6s este periodo de incubaco era realizada a contagem de UFC.

4.6.2 Andlise dos testes de Inibicdo do crescimento bacteriano.

Os resultados foram obtidos a partir da média de UFC dos testes realizados em
duplicata, foram determinados por meio do programa ORIGIN 8.5, considerando a média e 0

erro padrdo (SE) da média.

4.7 Equipamentos

4.7.1 Sistema LED (homemade)

A irradiagdo foi feita utilizando um conjunto de LED’s RGB, denominado de sistema
de LED, com luz vermelha, com intensidade de 8.3 mW.cm? durante 1h, totalizando
aproximadamente 30 J/cm? de dose de energia. Este sistema foi projetado e executado por
pesquisadores do grupo de Otica aplicada (GOA) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) mostrado na figura 14 e 15.
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Figura 14 - Imagem do Sistema de LED.

¥ @ 8

Figura 15 — Imagem do Sistema LED durante irradiagdo da microplaca.

Fonte: o autor.

Fonte: o autor.
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5 RESULTADOS
5.1 Janela Terapéutica

Os espectros de absorbancia obtidos da EAM e CuChINa estdo apresentados na
Figura 16. Os resultados revelaram que ambos os fotossensibilizadores apresentam uma banda
de absorgdo bem definida no intervalo de 600 a 800 nm, sendo esta considerada a janela
terapéutica fotodinamica como desejado para uma fotoactivacdo seletiva do

fotossensibilizador pela luz vermelha.

Figura 16 - Espectro de Absor¢do CuChINa e EAM na concentracdo 20 UM diluido em &gua

destilada.
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5.2 Citotoxidade

Os resultados de citotoxicidade em células de mamifero (NIH-3T3) normais revelaram
que o crescimento celular foi inibido quando exposto aos fotossenssibilizadores testados.
Como mostrado na Figura 17, observou-se uma pequena diminuicdo de crescimento das
células quando submetidas & concentracéo de 0, 25 mg L™ . A concentracéo que inibiu 50%
do crescimento das células foi obtida com a concentracdo de aproximadamente 2,55 mg L™.
Por fim, destaca-se que mesmo na maior dose do FS testado ndo foi induziu 100 % de morte

celular, induzindo a 64 % de morte celular, ou seja, para a EAM n&o foi encontrada uma dose

letal no intervalo de concentragdo testados.

Figura 17 - Curva de inibicdo do crescimento em células NIH-3T3 utilizando EAM.
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Observamos na imagem 18 que a CuChINa apresentou ICsp na concentragdo do
fotossensibilizador de 28,05 mg L1, onde houve uma inibi¢do de 50% do crescimento das
células, mesmo na maior concentracdo 250 mg L™ ndo houve uma dose letal, onde

apresentou uma morte celular de 1,25 %.

Figura 18 - Curva de inibicdo do crescimento em celulas NIH-3T3 utilizando CuChINa.
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A concentragdo de AM que inibiu 50% do crescimento das células foi obtida com a
concentracdo de aproximadamente 0, 61 mg L™, assim como demonstra a Figura 19. Por fim,
destaca-se que mesmo a maior dose do FS testado ndo foi induziu 100 % de morte celular,
induzindo 92 % de morte celular, ou seja, para a AM néo foi encontrada uma dose letal no

intervalo de concentragéo testadas.
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Figura 19 - Curva de inibicdo do crescimento em celulas NIH-3T3 utilizando AM.
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A tabela 1 apresenta de forma comparativa as concentracdes em gque houve inibicéo do
crescimento em 50% (ICsp), a inibicdo total do crescimento (ITC) e a dose letal (DL)
respectivamente para os corantes EAM, CuChINa e AM (controle positivo).

Tabela 1 - Citotoxidade de Corantes na linhagem celular NIH-3T3.

Corante 1Csx0 ITC DL
(mgL™) | (mgL™) | (mgL™
EAM (Eosina Azul de Metileno) 2,55 22,71 > 250,00
CuChlINa (Clorofilina de sodio 28,05 248,53 > 250,00

Cuprica)
C+ (Azul de Metileno) 0,61 1,57 > 250,00
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5.3 Inibi¢édo do Crescimento Bacteriano

A Figura 17 mostra que EAM foi aplicado com sucesso como um FS para a inativagdo
de S. aureus ap6s a irradiagdo de luz vermelha para uma dose de energia de 30 J/cm?. Os
resultados revelaram que EAM inibe completamente o crescimento bacteriano, quando
utilizados em concentracdes superiores a 5 UM. No entanto, foi observada uma reducéo
importante no crescimento bacteriano (40% de UFC), quando utilizado 1uM. As imagens de
placas de petri, distribuidos com S. aureus, para os grupos irradiadas e controle, séo
mostrados na Figura 18 e a Figura 19, respectivamente.

Figura 20 - Unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus aureus em funcéo da

concentracdo de EAM.
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O crescimento bacteriano foi determinadas ap6s 18 h 30/J cm? de incubag&o. O grupo irradiado foi submetido a

uma dose de energia de de luz vermelha (625 nm).
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Figura 21 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colbnias de

Staphylococcus aureus para as diferentes concentragdes de EAM.

Onde : (A) zero; (B) 1,0uM; (C) 2,5uM; (D) 5 uM; (E) 10 uM; e (F) 20 uM. O crescimento bacteriano foi
determinadas ap6s 18 h de incubacéo. As bactérias foram submetidas a uma dose de energia de 30/J cm? de luz

vermelha (625 nm).

Figura 22 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colonias de

Staphylococcus aureus para as diferentes concentracdes de EAM.

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

determinadas ap6s 18 h de incubacéo.
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O corante Giemsa mostrou seu potencial como fotossensibilizador, como apresentado
na Figura 20, o EMB inibe completamente o crescimento de E. coli, quando utilizada em
concentracdes superiores a 20 pM. Assim, a concentracdo crescente foi aplicada em
associacdo com um agente de permeabilizacdo, o DMSO, a 5% (v/v), e submetido a um
tempo de incubacdo de 2 h (quatro vezes maior do que o utilizado para a S. aureus). As
imagens das placas de Petri com colbnias de E. coli estdo ilustradas na Figura 21 e Figura 22,

para os grupos de irradiados e ndo irradiados, respectivamente.

Figura 23 - Unidades formadoras de col6nias de Escherichia coli em fungdo da concentragdo
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O crescimento bacteriano foi determinado ap6s 18 h de incubacdo. O grupo irradiado foi submetido a uma dose

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



52

Figura 24 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colbnias de

Escherichia coli para as diferentes concentracGes de EAM.

Onde: (A) zero; (B) 5 pM; (C) 10 uM; (D) 20 puM; (E) 40 pM; e (F) 50 pM. O crescimento bacteriano foi
determinadas ap6s 18 h de incubagéo. As bactérias foram submetidas a uma dose de energia de 30/J cm? de luz

vermelha (625 nm).

Figura 25 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colonias de

Escherichia coli para as diferentes concentragdo de EAM.

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

determinadas ap6s 18 h de incubacdo. As bactérias ndo foram submetidas a irradiagao.
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Os resultados obtidos mostraram que a CuChlNa pode ser aplicada como um FS eficaz
para a fotoinativacéo de S. aureus quando iluminado por luz vermelha, tal como apresentado
na Figura 23. Estes resultados demonstram que o0 crescimento bacteriano foi completamente
inibido em concentracbes acima de 5 UM do FS. No entanto, foi observada uma reducéo
significativa no UFC mesmo em 1 pM. Além disso, a Figura 25 também revelou que
CuChINa foi ndo-toxico no escuro para todas as concentragfes testadas. As imagens das
placas de Petri com coldnias de S. aureus, para 0S grupos escuro e irradiadas, sao mostrados
na Figura 24 e Figura 25, respectivamente. No entanto, a fotoinativacdo com a CuChlINa nao

foi atingida nos testes realizados com as bactérias Gram-negativas (dados ndo mostrados).

Figura 26 - Unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus aureus em funcgéo da

concentracdo de CuChlINa.
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O crescimento bacteriano foi determinadas apds 18 h de incubagdo. O grupo irradiado foi submetido a uma dose

de energia de 30/J cm2 de luz vermelha (625 nm).
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Figura 27 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de colbnias de

Staphylococcus aureus para as diferentes concentracédo de CuChINa.

Onde : (A) zero; (B) 1,0uM; (C) 2,5uM; (D) 5 puM; (E) 10 puM; e (F) 20 uM. O crescimento bacteriano foi
determinadas ap6s 18 h de incubacio. As bactérias foram submetidas a uma dose de energia de 30/J cm? de luz

vermelha (625 nm).

Figura 28 - Imagem das placas de Petri contendo as unidades formadoras de coldnias de

Staphylococcus aureus para as diferentes concentragdo de CuChiNa.

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

determinadas ap6s 18 h de incubacdo. As bactérias ndo foram submetidas a irradiacéo.
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6 DISCUSSAO

Dada a emergente necessidade de alternativas de controle de crescimento de bactérias
envolvidas em processos infecciosos, faz-se necessario que se proponham novas alternativas,
pois caso nada seja feito teremos um problema devastador em 2050 (O’NEILL, 2016).

Estudos utilizando FS como fotoinativadores tém sido publicados como uma
alternativa promissora na inibicdo do crescimento de certos patégenos como S. aureus; E.
coli e P. aeruginosa (HASHIMOTO et al., 2009; HUANG, et al., 2010; TANG, et al., 2007;
WAINWRIGHT, et. al., 2016). Desta forma este trabalho vem propor um novo FS (EAM) e
um pouco explorado (CuChlINa) para a inativa para inativacao fotodinamica.

Os espectros de absorbancia feitos para os FS testados revelaram que ambos
apresentam banda de absorcdo bem definida no intervalo de 600 a 800 nm, portanto dentro da
janela terapéutica fotodindmica. Vale a pena salientar que um coeficiente de absor¢do molar
elevada na regido do vermelho é uma das caracteristicas desejaveis para um FS eficaz, pois a
luz dentro deste intervalo de comprimentos de onda penetra melhor no tecido (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010; KALKA, et al, 2000).

Nossos resultados mostram que ambos 0s FS, EAM e CuChINa, foram menos toxicos
do que o composto de controle positivo (C+), um FS altamente usado, e comercialmente
disponivel. Um valor 1Cso de 0,61; 2,55 e 28,05 mg, foi determinado para o controle positivo
(C+) AM, EAM, e CuChiNa, respectivamente. Estes resultados demonstram que o C+ é cerca
de 4 e 45 vezes mais citotoxico que o EAM e CuChINa, respectivamente, revelando que um
uso potencial de CuChINa e EAM como FS comerciais ndo sera limitado pela sua toxicidade
em mamiferos. Além disso, os resultados também mostraram que ndo foi encontrada uma
dose letal no intervalo de concentracdes testado (0,25 a 250 mg L™).
conformidade com as descobertas relatadas por Tang, et al (2007) e colaboradores, onde
observou-se que uma maior concentracdo de FS foi necessaria para inibir o crescimento de E.
coli (ATCC 25922) em relagdo a S. aureus (ATCC 25923). Eles demonstraram que a S.
aureus foi fotoinativada utilizando Azul de Toluidina (AT), como FS, a 80 uM, quando
irradiada a 30 J/cm® com a luz vermelha (600 nm). Em contraste, foi necessaria uma
concentracdo de 400 uM de AT (cinco vezes mais elevada) para a fotoinactivagao de E. coli
com a mesma dose de luz.

Normalmente um agente de permeabilizacdo adicional é necessario para uma eficiente

fotoinativacdo de bactérias gram-negativas (SPERANDIO, 2013). Neste trabalho, a



56

concentracdo crescente foi aplicada em associagdo com um agente de permeabilizacdo, o
DMSO, a 5% (v/v) e submetido a um tempo de incubacdo de 2 h (quatro horas maior que o
tempo utilizado para S. aureus).

Huang, et all. (2010) mostraram que o azul de metileno (AM) pode ser utilizado de
forma eficiente para a fotoinativagdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
demonstrando que o S. aureus era muito mais facil de inibir com IFD que a P. aeruginosa.
Eles mostraram que S. aureus foi efetivamente eliminadas (superior a seis logs de
mortalidade) com concentragdes AM superiores a 10 uM, quando irradiadas com 10 J/cm? de
660 nm de luz. No entanto, AM em concentra¢do inferior a 1,000 uM foi ineficaz na
fotoinativacdo da P. aeruginosa sob quaisquer condi¢cbes. O AM foi aplicado com sucesso
como FS para P. aeruginosa quando usado mais de 1.000 pM e irradiados a 320 J/cm® No
entanto, antes da irradiacdo, a suspensdo bacteriana foi lavada por centrifugacdo e depois
ressuspendidas para evitar a blindagem Optica das bactérias pela solugdo concentrada MB
elevada (HUANG, et al., 2010). Todavia este procedimento experimental fica inviavel para
uma aplicacéo clinica.

Um dos motivos da dificuldade encontrada por varios autores em inativar P.
aeruginosa reside no fato de que ela possui um mecanismo ativo existente denominado
bomba de efluxo que protege a bactéria contra moléculas prejudiciais. Este sistema de efluxo
é responsavel por expulsar antibidticos, desinfetantes, substancias toxicas ou metabolitos
secundarios (NEVES, 2011).

No presente estudo esta também foi uma dificuldade encontrada com a bactéria P.
aeruginosa, pois ndo obtivemos qualquer sucesso na fotoinativacdo nas condicdes
experimentais testadas, corroborando com Huang, et al., (2010) onde o mesmo coloca que a
P. aeruginosa é muito dificil de ser eliminada.

Tendo em vista o sucesso do uso do EAM com E. coli foram feitas varias tentativas
de se inibir o crescimento através da IFD, com aumento da concentracdo do corante em até
trés vezes e até mesmo da mudanca do desestabilizador de membrana, Hashimoto et al.
(2009) também observou dificuldade em inibir o crescimento da P. aeruginosa através da
IFD sendo esta muito mais dificil de inativar que as demais espécies de bactérias.

E importante ressaltar que 0s nossos resultados também mostraram que EAM era n&o-
toXico no escuro, tanto para o S. aureus, E. coli e P. aeruginosa para todas as concentragdes
testadas, mesmo com concentracdo elevada (50 uM) contendo 5% ( v / v) do agente de

permeabilizacdo.
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Apesar da pouca informacdo na literatura sobre o uso de CuChINa como
fotossensibilizador, Luksiene e colaboradores (2010) demonstraram recentemente que
CuChINa foi capaz de fotoinativar uma bactéria gram-positiva, o Bacillus cereus (ATCC
12826), in vitro, utilizando uma irradiacdo de luz azul (a 400 nm), onde houve uma reducao
de cerca de 4 logs de crescimento bacteriano quando usado 7,5 pM.

Lépez-Carballo et al. (2008) também avaliou o potencial CuChINa como
fotossensibilizador para IFD, utilizando S. aureus CECT 86, L. monocytogenes CECT 934, E.
coli CECT 515 e Salmonella spp. CECT 409 adicionando o CuChINa diretamente em meio de
cultura. Como observado em nosso estudo, os autores descobriram que CuChlINa foi apenas
de forma eficaz para fotoinativagdo de bactérias gram-positivas.

Os resultados revelaram que tanto EAM e CuChlINa foram capazes de fotoinativar S.
aureus, apresentando fototoxicidade semelhante sob iluminacdo de luz vermelha onde o
crescimento bacteriano foi completamente inibido para as concentragdes de FS maiores que 5
UM quando irradiado a 30 J/cm? Entretetanto, a EAM foi bem sucedida aplicada para
fotoinativacdo tanto para E. coli quanto para S. aureus. Todavia, uma abordagem
experimental diferente teve que ser encontrada devido a existéncia da membrana externa das
bactérias gram-negativas, sendo mais dificil a penetracdo (permeacdo) do FS para dentro das
células. Consequentemente, comparando os efeitos de IFD do EMB em E. coli e S. aureus, o
crescimento de E. coli foi completamente inibida quando se associa a um periodo de
incubacdo de FS (120 min) e uma concentracdo de FS (mais de 20 uM) 4 vezes superior a
utilizada para S. aureus.

Apesar da configuragdo experimental semelhante, utilizando agentes de
permeabilizacdo em associagcdo com maior tempo de incubacdo e concentracdo do FS, para
CuChINa contra E. coli e P. aeruginosa ndo houve efeito fotodindmico. Apesar dos bons
resultados em S. aureus, E. coli o corante EAM ndo apresentou nenhum efeito de
fotoinativacdo com a P. aeruginosa, mesmo com maior tempo de incubacéo de 4 h, mudanca
do agente permeador da membrana e aumento da concentragdo do corantes em até 3 vezes.

A fotoinactivacdo eficiente induzida por EMB, tanto para bactérias Gram-positivas
guanto para bactérias Gram-negativas (exceto P. aeruginosa), pode estar relacionada com o
fato de a CuChINa ser um corante anionico, a EAM é uma mistura de corantes contendo um
corante catidnico na sua formulagéo. Consequentemente, a EAM pode interagir de forma mais

eficiente com as bactérias porque, em geral, as células microbianas tem uma carga negativa
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pronunciada, e o corante utilizado possui estrutura quimica cationica, que é determinante para
ser um bom FS (HAMBLIN, 2016).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que EAM e CuChINa tem um grande potencial para
aplicagdo em Inativacdo Fotodindmica, pois apresenta um elevado coeficiente de absorgéo
molar na regido de 600-800, produzindo bons rendimentos de espécies reativas de oxigénio e
ndo apresentando toxicidade no escuro.

As andlises de citotoxidade em células de mamiferos revelaram que ambos 0s corantes
podem ser utilizados como fotossensibilizadores comerciais.

Os resultados mostraram que a EAM e CuChINa podem ser usados eficientemente
como fotossensibilizadores para a fotoinativagdo de S. aureus. No entanto, os dados
mostraram que CuChINa s6 foi capaz de fotoinativar a bactéria Gram-positiva testada.
Ambos os fotossensibilizadores foram capazes de inibir completamente o crescimento
bacteriano em baixa concentracdo (5 uM) sob iluminacéo de luz vermelha a 30 J cm™ No
entanto, a fotoinativacdo da E. coli sO foi efetiva quando utilizada concentracbes mais
elevadas (mais de 20 uM) de EAM, e associado a um agente de permeabilizacdo e expondo
as células microbianas por um periodo de incubagdo mais longo. Todavia para estas condi¢es
experimentais testadas, nenhum dos fotossensibilizadores foi capaz de fotoinativar P.
aeruginosa.

Novos estudos sdo necessarios para investigar os processos de internalizacdo destes

corantes pelas bactérias, e também testa-los em bactérias com resisténcia a antibiéticos.
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