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RESUMO

Uma alternativa ao combate ao uso irracional de antimicrobianos € a terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDa), uma forma moderna e ndo invasiva de terapia, a
gual tem seu mecanismo de acdo fundamentado na ativacdo pela irradiacdo de um
fotossensibilizador (FS) na presenca de oxigénio e sob fluéncias especificas de luz no
comprimento de onda adequado. O objetivo desse estudo € avaliar possiveis
alteragOes da acdo antimicrobiana da TFDa mediadas por Azul de metileno (AM) e
Curcumina (CUR) na presenca do inibidor de catalase 3-AT sobre S. aureus ATCC
25923 em fase plancténica. Para tanto foram realizados os testes de Concentracao
Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) sobre o 3-AT
através do método de microdiluicdo, a avaliacdo da fotodegradagdo dos FS, a
padronizacao dos parametros ideais de TFDa e a avaliacdo de sinergismo entre TFDa
e 3-AT em diferentes tempos de inibicdo (10 a 40 minutos). A analise estatistica dos
dados foi feita através do teste de Analise de Variancia (one-way ou two-way ANOVA)
com pos-teste de Tukey. O 3-AT néo apresentou MIC e CBM para as concentracdes
avaliadas e demonstrou um padrao de reducdo do crescimento bacteriano na
presenca do inibidor, sem morte bacteriana apos a retirada do mesmo. Os parametros
ideais para TFDa mediada por AM solubilizada em salina estéril e por CUR dissolvida
em DMSO 1% e sacarose 0,5% foram 10 minutos de pré-irradiacdo, 50 pg/mL AM,
72,96 mW/cm?, 65,66 J/cm? e 30 minutos de pré-irradiacédo, 6,25 pg/mL CUR, 55
mW/cm? e 25 J/cm?, respectivamente. Na terapia combinada (TC) entre TFDa e 3-AT
foram avaliados diferentes tempos de inibicdo da catalase necessario para reducéo
bacteriana total. Com isso, pode-se concluir que a TC demonstrou possuir sinergismo
entre TDFa e 3-AT, ser dependente do tempo de inibicdo da catalase e do tempo de

pré-irradiacdo dos FSs e ter grande potencial para estudos futuros.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica Antibacteriana. Azul de Metileno. Curcumina.

Catalase. 3-amino-1,2,4-triazol.



ABSTRACT

An alternative to combating the irrational use of antimicrobials is antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT), a modern and non-invasive form of therapy, which has
its mechanism of action based on the activation by irradiation of a photosensitizer (PS)
in the presence of oxygen and under specific fluéncias of light at the appropriate
wavelength. The aim of this study is to evaluate possible alterations in the antimicrobial
action of PDTa mediated by Methylene Blue (MB) and Curcumin (CUR) in the presence
of the catalase inhibitor 3-AT on S. aureus ATCC 25923 in planktonic phase. For that,
the tests of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were carried out on 3-AT through the microdilution method, the
evaluation of the photodegradation of the PS, the standardization of the ideal
parameters of aPDT and the evaluation of synergism between aPDT and 3-AT at
different inhibition times (10 to 40 minutes). Statistical data analysis was performed
using the Analysis of Variance test (one-way or two-way ANOVA) with Tukey's post-
test. 3-AT did not show MIC and CBM at the concentrations evaluated and showed a
pattern of growth reduction in the presence of the inhibitor, without bacterial death after
its withdrawal. The ideal parameters for aPDT mediated by MB solubilized in sterile
saline and by CUR dissolved in 1% DMSO and 0.5% sucrose were 10 minutes pre-
irradiation, 50 ug/mL MB, 72.96 mW/cm?, 65.66 J/cm? and 30 minutes pre-irradiation,
6.25 pg/mL CUR, 55 mW/cm? and 25 J/cm?, respectively. In combined therapy (CT)
between aPDT and 3-AT, different catalase inhibition times required for total bacterial
reduction were evaluated. Therefore, it can be concluded that CT demonstrated
synergism between aPDT and 3-AT, it is dependent on catalase inhibition time and
pre-irradiation time of PSs and has great potential for future studies.

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy. Methylene Blue. Curcumin.

Catalase. 3-amino-1,2,4-triazole.
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1. INTRODUCAO

1.1.Resisténcia microbiana a antibioéticos

O surgimento da quimioterapia moderna é creditado aos esforcos de Paul
Ehrlich, na Alemanha, durante a primeira parte do século XX. Enquanto tentava corar
bactérias sem corar os tecidos circundantes, ele especulava sobre alguma “bala
magica” que encontraria e destruiria patégenos de forma seletiva, porém sem afetar o
hospedeiro. Em 1928, Alexander Fleming observou a inibicdo do crescimento de
Staphylococcus aureus na area circundante de uma colénia de um bolor que havia
contaminado a placa de Petri, o qual foi identificado como Penicillium notatum, que
teve seu composto ativo posteriormente isolado, a penicilina (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012)

Os antibidticos sdo tradicionalmente classificados por seu modo de acéo,
podendo ser bactericidas, como os B-lactamicos e as quinolonas, ou bacteriostaticos,
como as tetraciclinas e o cloranfenicol. Eles agem inibindo diversas func¢des
bacterianas essenciais para o crescimento in vitro, como sintese de parede celular,

replicacdo de DNA, transcricdo de RNA e sintese de proteinas (RANG et al., 2012)

Embora esteja claro que os antibiéticos destinados a viabilidade celular tém
sido historicamente altamente eficazes, os modos de acao impdem grande pressao
seletiva e promove o crescimento de cepas resistentes a essas drogas (RANG et al.,
2012). O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos € um fenébmeno
natural como resposta a pressdo seletiva exercida pelo uso de antibiéticos. Essa
pressao seletiva tem sofrido uma expanséo acelerada devido a utilizacdo inadequada
destes farmacos, sabendo-se que ha uma correlacdo muito clara entre um maior
consumo de antibioticos e niveis mais elevados de resisténcia microbiana
(LOUREIRO et al., 2016).

Na figura 1 esta representada a linha do tempo dos desenvolvimentos das
primeiras classes de antibiéticos (lado superior) e o desenvolvimento de resisténcia
para cada classe dessas drogas (lado inferior). E destacado no artigo que a data de
aparecimento da resisténcia ao antibiotico ndo implica necessariamente que um dado

antibiotico tenha perdido toda a utilidade clinica.
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Figura 1. Linha do tempo da introducéo de antibiéticos na prética clinica e de desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana.

Antibiotic deployment
Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin l Cephalosporins Daptomycin

/\ icillir MW Linezolid
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A | II [ ]
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| | |
Streptomycin

Erythromycin
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Tetracycline Methicillin
Cephalosporins

Antibiotic resistance observed

A figura demonstra a linha do tempo de implantacdo de antibiéticos e a evolucdo da resisténcia a
antibidticos. O ano de implantacdo da cada antibiético € demonstrado no lado superior da linha do
tempo, e 0 ano em que a resisténcia a cada antibiético foi observada é demonstrado no lado inferior
da linha do tempo. As autoras destacam que a data de aparecimento da resisténcia a antibiéticos nao
implica necessariamente que um dado antibiético tenha perdido toda a utilidade clinica. Fonte:
CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007.

Devido ao crescimento acelerado da resisténcia microbiana em frente aos
agentes antimicrobianos mais eficazes, a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu uma estratégia global chamada "Estratégia Global de Contencdo da
Resisténcia Antimicrobiana” para combater tal desafio (OMS, 2001). O objetivo desta
estratégia foi reduzir a propagacdo da resisténcia antimicrobiana implementando
varios planos de acéo, incluindo a reducdo do uso inadequado de antimicrobianos
(ALGHADEER et al., 2018).

Dada a diferenca atual entre nossa capacidade de desenvolver novos
antibidticos e a real necessidade de tais drogas, a ameaca de uma era pos-antibiética
esta se aproximando grande no horizonte (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007).

Uma alternativa para o combate ao uso irracional de antimicrobianos € a terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDa), uma forma nao invasiva de terapia, usada no
tratamento de diversas condicbes. Tal tratamento apresenta bons resultados
terapéuticos, com possibilidade da aplicacao conjunta da TFDa e de outros protocolos
terapéuticos (KWIATKOWSKI et al., 2018), sendo vastamente aplicada com sucesso

em dermatologia (DE ANNUNZIO et al., 2018; MACKAY, 2022), oncologia
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(KARIMNIA; SLACK; CELLI, 2021; YU et al., 2021) e urologia (KUSTOV et al., 2022;
TICHACZEK-GOSKA; GLENSK; WOJNICZ, 2021).

1.2.Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa)

O principio da TFDa é a aplicacdo local ou sistémica de um composto
fotossensibilizador (FS), o qual é intensamente acumulado em tecidos alvos. As
moléculas do FSs absorvem a luz no comprimento de onda apropriado, iniciando 0s
processos de ativacdo que levam a destruicdo seletiva das células inadequadas. A
terapia fotodinamica é bem tolerada pelos pacientes por causa de sua acao seletiva.
Protocolos fotodinamicos séo indolores, e a simplicidade de sua aplicacdo permite o
uso ambulatorial (O'NEILL, 2016).

O mecanismo de acdo da TFDa (Figura 2) é fundamentado na ativacao pela
luz do FSs, o qual, na presenca de oxigénio e sob irradiacdo em fluéncias especificas
de luz visivel no comprimento de onda adequado, € elevado ao estado excitado e
reage com moléculas vizinhas por transferéncia de energia ou cargas em duas
possiveis reacdes: reacao do tipo | e reacdes do tipo Il. Ambos os caminhos podem
causar a oxidacao de diversos componentes celulares tendo como consequéncia a
morte celular. Na reacdo do tipo | ha produgdo de radicais livres, como a HO",
reagindo com biomoléculas ou com outros HO®, originando peroxido de hidrogénio, o
gual possui efeitos citotoxicos, e lipoperoxido, levando a lipoperoxidacédo. Na reacao
do tipo Il ha transferéncia de energia ao oxigénio, com inducéo da producéo de 'O,
gue leva a oxidacao de proteinas, acidos nucleicos e lipideos (KWIATKOWSKI et al.,
2018).

Figura 2. Esquema do Diagrama de Jablonski para o mecanismo de acao das reacdes tipo | e Il da
TFD
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Esquema do Diagrama de Jablonski para o mecanismo de acéo das reacdes tipo l e llda TFD. O FS é
elevado a um estado singleto excitado apés a absorcdo de luz, decaindo ao estado tripleto excitado
apos cruzamentos intersistemas. O estado tripleto excitado pode interagir com o oxigénio molecular de
forma indireta via transferéncia de carga por reagdo com biomoléculas e geracao de radicais formando
espécies reativas de oxigénio (reagéo do tipo I) ou de forma direta (reagédo do tipo Il), com formacéo de
10,. PS: fotossensibilizador; PSgs: fotossensibilizador no estado singleto excitado; PSet:
fotossensibilizador no estado tripleto excitado; O: oxigénio singleto. Fonte: CALIXTO et al., 2016,
adaptado.
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O radical livre € um atomo ou molécula que possui um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital externo de maior energia, capazes de existir de
forma independente. Por isso, sdo altamente reativos, instaveis e podem interagir com
varias biomoléculas, como lipideos, proteinas e DNA, dentre outras. Além das
espécies radicalares, existem ainda as espécies nao radicalares, que embora nao
possuam elétrons desemparelhados apresentam alta reatividade e podem gerar
espécies radicalares na presenca de algumas biomoléculas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). As espécies radicalares mais importantes sao: Oz, HO*, ROO*, RO",
NO", e as ndo radicalares sdo: H202, OCI, 102 e 0 ONOO- (HALLIWELL, 1993).

Para combater os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (EROS),
existem os sistemas de defesa antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos. As
defesas antioxidantes enzimaticas sé@o representadas principalmente pelas enzimas:
superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do O2" em H202 e Og;
catalase (CAT) que atua na decomposicdo de H202 em Oz e H20; glutationa
peroxidase (GSH-Px) atua sobre peroxidos e utiliza o potencial redutor do tripeptideo
glutationa reduzida (GSH) (LIEBERMAN; MARKS, 2013). J4 das defesas
antioxidantes ndo enzimaticas, pode-se citar vitamina C, vitamina E e carotenoides
(NIMSE; PAL, 2015).
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Em relagéo a fluéncia utilizada, pode-se dividir em duas categorias de acordo
com a reducado bacteriana. Fluéncias que levaram a reducdes bacterianas menores
gue 3 logio sdo consideradas sub-6timas ou sub-letais; ja fluéncias que levaram a
reducdes bacterianas maiores de 3 logio séo consideradas fluéncias letais (ALVES et
al., 2009; KNAPP; MOODY, 1992; ZAGO et al., 2020).

1.2.1. Azul de metileno

O azul de metileno (AM) (figura 3) é uma molécula que contém um sistema
central de anel aromatico heterociclico de tiazida (WAINWRIGHT; AMARAL, 2005)
gue, junto com 0 grupo imina presente na molécula, permite uma carga positiva
deslocalizada em pH neutro, o que explica seu alto potencial de redugcédo e conferem
estabilidade ao radical (MOOSMANN et al., 2001; WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002)

Figura 3. Estrutura molecular do Azul de metileno
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A figura demostra a estrutura molecular do Azul de metileno. Fonte: OLIVEIRA et al., 2011.

Tal composto tem a vantagem de possuir baixo custo, apresentar alta pureza e
composicao estavel, estar comercialmente disponivel e equilibrio hidrofilico/lipofilico
adequado que permite seu transporte através de membranas celulares e facilita a
absorcéao intracelular (KLOSOWSKI et al., 2020).

Dessa forma, o AM tem sido utilizado na clinica em inimeros propdsitos
terapéuticos, como no tratamento da metahemoglobinemia (MANSOURI; LURIE,
1993), malaria (ADJALLEY et al., 2011; KRAFTS; HEMPELMANN; SKORSKA-
STANIA, 2012), envenenamento por monéxido de carbono ou cianeto (HAOUZ| et al.,
2018) e doencas neurodegenerativas (SCHIRMER et al., 2011).

Na TFDa o AM tem sido utilizado como FS em inUmeras pesquisas € em uma
ampla gama de bactérias (DE AGUIAR COLETTI et al., 2017; PARASURAMAN et al.,
2019; TOSATO et al., 2020), fungos (CAMPOS et al., 2021; PAZIANI et al., 2019;
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TIBURCIO et al., 2022) e parasitas (AURELIANO et al., 2018; CABRAL et al., 2020)
devido a sua alta geracéo de rendimento quantico de 102 (KLOSOWSKI et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2011), sendo caracterizado como um fotossensibilizador do tipo I,
ou seja, tende a realizar a TFDa via reacao do tipo Il (OLIVEIRA et al., 2011). Esse
tipo de reacao ocorre via transferéncia de energia e sdo mais propensos a preservar
o FS, fazendo com que esses tipos de FS sejam mais eficientes para aplicacdes de

TFD do que seus respectivos homaologos tipo | (OLIVEIRA et al., 2011).

1.2.2. Curcumina

Curcumina € um pigmento amarelo extraido do rizoma de Curcuma longa L..
(AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003; SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005) que
tem acBes conhecidas como agente anti-inflamatorio (PORRO et al., 2019; ZHANG et
al., 2022), antioxidante (ABRAHAMS et al., 2019) e anticAncer (BANSAL et al., 2011,
SINGH et al., 1998).

E tradicionalmente usada nas medicinas chinesa e indiana devido as suas
conhecidas propriedades biolégicas e promotoras da saude (KOLEV et al., 2005),
além de ser usada como aditivo alimentar que permite o0 consumo do composto junto
com os alimentos e comprova sua excelente biocompatibilidade (WIKENE; BRUZELL,
TONNESEN, 2015).

A molécula de curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona) é um bis-a,B,8-dicetbnico que coexiste em equilibrio com sua forma
tautomérica endlica. A forma bis-cetbnica é predominante em solu¢des aquosas
acidas e neutras, além de estar presente na membrana celular; no pH entre 3 e 7, a
curcumina atua como um doador de H* muito potente (ARSHAD et al., 2017,
SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005). Tal situacao é possivel na forma cetonica
devido a ligacdo heptadieno entre os anéis de 2-metoxifenol, onde ha um carbono
altamente ativo; as ligagOes de hidrogénio deste carbono sdo muito fracas devido ao
desvio da trajetéria dos elétrons de oxigénio ndo emparelhados; ja em pH acima de 8
h& uma predominancia da forma endlica e a molécula € um doador de elétrons (Figura
4) (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005).
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Figura 4. Tautomerismo da curcumina sob condicdes fisiolégicas. Ha4 predominancia da forma bis-ceto
(superior) em condicdes acidas e neutras; ha predominio da forma enolato (inferior) em pH acima de
8.

MeO OMe
HO OH
McO OMe
HO OH

A figura representa o equilibrio ceto-endlico da curcumina sob condi¢@es fisioldgicas. O lado superior
da figura representa a estrutura molecular da forma bis-ceto, encontrada em pH acido e neutro; o lado
inferior representa a estrutura molecular da forma enélica, encontrada em pH superior a 8.

A biodisponibilidade da CUR é limitada devido a baixa hidrossolubilidade e alta
permeabilidade, fazendo com que a substancia seja classificada como uma droga de
classe Il no Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (BANSAL et al., 2011; KASIM
et al., 2004). Cerca de 60% a 70% de uma dose oral de CUR é eliminada nas fezes
devido ao seu rapido metabolismo intestinal e hepatico (BANSAL et al., 2011; PAN;
HUANG,; LIN, 1999).

Devido a sua habilidade de absorver na regido da luz azul e gerar EROs, essa
substancia tem sido alvo de atencdo de grupos que estudam a TFD (DIAS et al.,
2020).

1.3.Staphyplococcus aureus

Aproximadamente 30% da populacdo mundial tem as narinas colonizadas por
cepas de Staphylococcus aureus (AKHTAR DANESH et al., 2020), cocos Gram-
positivos que podem ser encontrados na flora da pele e de membrana de mucosas ou

como comensais oportunistas (TONG et al., 2015).
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Na literatura ha a distingdo entre individuos portadores ou ndo de S. aureus, com
a separacao sendo feita através de desenho transversal com uma ou varias culturas
nasais (WERTHEIM et al., 2005). Na figura 5 estéo representados os principais locais
de infeccdo colonizacéo por S. aureus e a diferengca em porcentagem da populacao
geral e da populagéo considerada portadora.

Figura 5. Porcentagem de colonizacdo de S. aureus por local do corpo em adultos
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A figura representa os principais locais de colonizacdo do S. aureus, com diferenciacdo entre a
populacdo geral (a esquerda do boneco) e portadores (a direita do boneco). Fonte: adaptado de
WERTHEIM et al., 2005.

Essa distingcdo € importante porque os portadores persistentes, cuja definicao
varia de estudo para estudo, possuem cargas de S. aureus mais altas e maior risco
de adquirir infeccdo por essa bactéria (NOUWEN et al., 2005; WERTHEIM et al., 2005;
WHITE, 1963), que pode causar doencas como bacteremia, endocardite, osteomielite,
infec¢cdes pulmonares, meningite e sindrome do choque téxico (TONG et al., 2015).

Pesquisas gendmicas sugeriram que h& a possibilidade de cepas de S. aureus
terem desenvolvido resisténcia a meticilina antes mesmo do primeiro uso das
penicilinas, fazendo com que a vancomicina seja uma das Ultimas opcdes terapéuticas
disponiveis para MRSA (WERTHEIM et al., 2005).

Essa resisténcia pode ser medida pelos genes mecA, que pode ser transferido
horizontalmente (TURNER et al, 2019), IukS-PV e IukF-PV, que codificam as

subunidades de Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), uma toxina capaz de causar
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lise em leucécitos (ETIENNE, 2005; MCDOUGAL et al., 2003). PVL consiste em 2
proteinas que se combinam como subunidades para formar a leucotoxina que foi
associada pela primeira vez a infeccao de pele e tecido mole por Panton e Valentine
em 1932 (ETIENNE, 2005; REHM; TICE, 2010).

Recentes estudos in vitro demonstraram que o S. aureus pode invadir varias
células fagociticas ndo profissionais, incluindo queratindcitos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais, enterdcitos e osteoblastos (BAYLES et al., 1998; FOWLER et
al., 2000; HESS et al., 2003; MENZIES; KOURTEVA, 1998; NAIR et al., 2003; NUZZO
et al., 2000; PEACOCK et al., 1999).

A absorcdo bacteriana € promovida pela fibronectina que atua como uma
molécula de ponte entre a integrina a5B1 na superficie celular e as proteina
fibronectina bacterianas (DZIEWANOWSKA et al., 1999; FOWLER et al., 2000; NAIR
et al., 2003; SINHA et al., 1999), ativando a familia de tirosina quinases Src e
estimulando a internalizagdo da bactéria pelo ‘mecanismo de ziper' (AGERER et al.,
2005; FOWLER et al., 2003; LOWY et al., 1988). As bactérias internalizadas podem
ficar em vacuolos endossomais ou sédo desviadas da via endossomal para
autofagossomos, dependendo do tipo celular invadido e/ou da cepa S. aureus
(SCHNAITH et al., 2007). Quando a bactéria escapa para o citoplasma, mata a célula
hospedeira através da inducdo de apoptose (BAYLES et al., 1998; DA SILVA et al.,
2004; JONAS et al., 1994; MENZIES; KOURTEVA, 1998; NUZZO et al., 2000).

1.4.Catalase

Catalase (EC 1.11.1.6) (CAT) € uma enzima tetramérica com varios grupos heme
na estrutura e peso molecular por volta 225 — 270 kDa. Tem como funcédo a
decomposicdo da H202 em agua e oxigénio pela transferéncia de dois elétrons (FITA;
ROSSMANN, 1985; NADLER; GOLDBERG; HOCHMAN, 1986), acreditando-se a ela
uma composicdo no segundo nivel de defesa contra EROs (SEPASI TEHRANI;
MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018).

A CAT ocorre em quase todos os organismos aerobios, e foi uma das primeiras
enzimas isolada com alto estado de pureza (FITA; ROSSMANN, 1985). Bactérias

expressam dois tipos de CAT, as monofuncionais e as catalase-peroxidase, sendo
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essa Ultima exclusivas de bactérias e alguns fungos (NADLER; GOLDBERG,;
HOCHMAN, 1986).

Das bactérias CAT positivas, podemos citar S. aureus, Mycoplasma
pneumoniae, Pseudomonas aeruguniosa, Campylobacter fetus, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes. Entretanto, de maio a agosto de 2002, no Brasil, foram
isolado 11 cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), CAT negativo e
susceptiveis somente a vancomicina e linezolida de quatro paciente da unidade
intensiva de tratamento (UTI) (DEL’ALAMO et al., 2007), o que demonstra a

capacidade de adaptacdo e motivo de preocupacdo com essa bactéria.

Pensando-se na atividade realizada pela CAT de transformar o H202 em
produtos menos toxicos e que o H202 € um dos componentes resultantes da TFDa,
foi teorizado se a atividade antioxidante da CAT n&o diminui a efetividade da TFDa e,
além disso, se a inibicdo dessa enzima néo levaria a uma diminuicdo da degradacéao
do H202, fazendo com que se tenha um maior efeito citotoxico da TFDa. Para a

inibicdo enzimatica da catalase foi utilizado o 3-amino-1,2,4-triazol.

1.5.3-amino-1,2,4-triazol (3-AT)

Os triazébis sdo substancias hetero-aromaticas que apresentando seis elétrons
do subnivel p, sendo que aqueles que ndo apresentam substituintes no atomo de
nitrogénio podem se apresentar como trés estruturas tautoméricas (MELO et al.,
2006).

O 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) (Figura 6) faz parte da classe dos triazéis e tem
como funcgao a inibicdo da atividade da catalase pela ligagéo covalente ao centro ativo
da forma tetramérica ativa contendo grupos heme (CHANG; SCHROEDER, 1972;
MARGOLIASH; NOVOGRODSKY, 1958; MARGOLIASH; NOVOGRODSKY;
SCHEJTER, 1960; MELO et al., 2006; SUN et al., 2018; UEDA et al., 2003).
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Figura 6. Estrutura molecular do 3-amino-1,2,4-triazol

NH>
N
QN,N

H

A figura demostra a estrutura molecular do 3-amino-1,2,4-triazol. Fonte: KAUR et al., 2016.

A busca na literatura por estudos que aplicavam o 3-AT em bactérias ndo gerou
resultados. Entretanto, o 3-AT € bastante aplicado em linhagens celulares devido a

sua capacidade de supressao da catalase.

Além da capacidade de supressao da catalase, acredita-se que o 3-AT consiga
realizar uma leve e temporaria supresséo da atividade da peroxidase, levando-se a
crer que o composto ndo possua toxicidade e, possivelmente, ndo cause reacdes
adversas (HEIM; APPLEMAN; PYFROM, 1956).

Na literatura € possivel encontrar muitos relatos do uso do 3-AT em ensaios de
guantificacdo da catalase, todos usando amostra de tecido animal ou humano
(BANERJEE et al., 2018; MILTON, 2001; SINGH; SINGH, 2019; VAN ONSELEN;
DOWNING, 2019), e no combate ao cancer (CARRAHER JR et al., 2019; SUN et al.,
2018), mas pouca aplicacdo em microrganismos.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a acdo antimicrobiana da TFD mediada por Azul de metileno e por
Curcumina na presenca do inibidor de catalase sobre S. aureus ATCC® 25923™ em

fase planctonica.
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2.2.0bjetivos especificos

¢ Investigar existéncia de concentracdes bactericida minima (CBM) e inibitéria minima
(CIM) do inibidor de catalase sobre suspensao de S. aureus;

e Otimizar o tempo de pré-incubacéo dos FSs e do inibidor de catalase para inativacao

das enzimas;

e Avaliar viabilidade bacteriana por contagem de unidades formadores de col6nias
(UFC/mL) de cada modalidade terapéutica.

e Comparar a eficacia da terapia combinada em dois comprimentos de onda (460 e

660 nm)

3. MATERIAL E METODOS

Na fase experimental deste estudo foram utilizados os materiais de consumo,

instrumental e equipamentos listados nos proximos tépicos.

3.1.Materiais de Consumo e Instrumento
e 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e Azul de metileno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e Cepa padrdo de S. aureus (ATCC 25923) (Fiocruz, Manguinhos, RJ, Brasil)
e Cloreto de Sodio P.A. (Neon, Suzano, SP, Brasil)
e Curcumina (Laboratério de Quimica Bioorganica, Departamento de Quimica,
Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, SP, Brasil)
e Dimetilsulfoxido (DMSO), pureza = 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e Meio de cultura caldo Trypctic Soy Broth (TSB - Kasvi, Curitiba, PR, Brasil)
e Meio de cultura Trypctic Soy Agar (TSA - Kasvi, Curitiba, PR, Brasil)
e Sacarose P.A. (Synth, Diadema, SP, Brasil)
e Meio de cultura Mueller Hinton Agar (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil)

e Meio de cultura Mueller Hinton Broth (HiMedia Laboratories, Mumbai, india)

3.2.Equipamentos

e Aparelho de luz LED, 450 nm (IrradLED® — biopdi, Sdo Carlos, SP, Brasil)
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e Aparelho de luz LED, 660 nm (IrradLED® — biopdi, S&o Carlos, SP, Brasil)
e Espectrofotdbmetro (Biotek, Winooski, VT, USA)
e Synergy H1M (Synergy H1 Multi-Mode Reader, Biotek, Winooski, VT, USA

3.3.Preparo do in6culo
3.3.1. Primeira fase

Foi realizado um screening avaliando diferentes concentracdo da CUR e do AM
para definicdo de parametros subletais.

A cepa padrdo de S. aureus (ATCC® 25923™) sensivel a meticilina foi semeada
via método de esgotamento em TSA e incubada a 37°C em estufa de aerobiose por
24 horas. Apoés esse periodo, com auxilio de alca estéril, de 5 a 7 colbnias foram
inoculadas em 5 mL de caldo TSB, com posterior incubacédo a 37°C em estufa de
aerobiose por 18 horas.

Desse indculo foi feita uma diluicdo 1:10 em caldo TSB, a qual foi incubada a
37°C em estufa de aerobiose por 4 horas, sendo feita a medida da densidade Optica
em 630nm (D.O.s30nm) espectrofotometro. Para tal medida foi utilizado 100 yL do
indculo e a D.O.s30nm ajustada entre 0,08 e 0,1, o equivalente ao tubo 0,5 na escala
turbidimétrica de McFarland. Por fim, foi feito uma diluicdo 1:100 em caldo TSB.

3.3.2. Segunda fase

Foi feito uma otimizacdo dos tempos de inibicdo utilizando os parametros
definidos na etapa anterior. Essa fase se inicia contém todos os passos da primeira
fase, até o ajuste da D.O.ssonm € Segue com 0S passos especificos da terapia
combinada.

Para os testes de terapia combinada (TC) primeiro com a adi¢cdo do 3-AT e
depois adi¢cao do FS foram preparados trés indculos, (1) contendo somente TSB e S.
aureus em uma diluicdo 1:100, (2) contendo TSB e S. aureus a 1:100 e 3-AT 20 yg/mL
diluido em salina estéril e (3) contendo TSB e S. aureus a 1:200 e 3-AT 10 yg/mL
diluido em salina estéril.

Para os testes de TC primeiro com a adicdo da CUR e depois adi¢cdo do 3-AT

foram feitas duas diluicdes do in6culo em TSB (1:50 e 1:100).
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Os in6culos foram deixados em contato com o 3-AT por 10, 20, 30 e 40 minutos.

3.4.Fotossensibilizadores e fontes de luz

Os fotossensibilizadores utilizados neste estudo foram Azul de Metileno (AM) e
Curcumina (CUR). As concentradas avaliadas dos FS foram 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e
200pg/mL (RONQUI et al., 2016). As solugcbes de FS foram feitas em microtubos
envoltos em papel aluminio para impedir a exposi¢cédo do FS a luz durante o preparo
do experimento

O AM foi obtido da empresa Sigma (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA) e solubilizada em salina estéril. O tempo de pré-incubacgéo do in6culo com as
solugdes do FS foi de 10 minutos, em temperatura ambiente e no escuro. A fluéncias
de luz empregada no ensaio foi 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) (RAPACKA-ZDONCZYK
et al., 2019).

A CUR foi sintetizada pelo grupo de pesquisa do Dr. Kleber Thiago de Oliveira,
professor do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos — SP
(UESCar). A CUR foi inicialmente solubilizada em DMSO 100%, seguido de diluicao
em sacarose 1% até que a o DMSO fosse diluido a 1% e a sacarose a 0,5%. O tempo
de pré-incubacéo do indculo com as solugdes do FS foi de 30 minutos, em temperatura
ambiente e no escuro (GERALDE et al., 2013). A fluéncia de luz empregada para a
realizacdo dos ensaios foi 25 J/cm? (55 mW/cm?) (DE ANNUNZIO et al., 2018).

Devidos aos respectivos espectros de absorcao, a fonte de luz utilizada para
irradiar o AM foi um sistema LED vermelho no comprimento de onda de 660nm e para
a CUR foi um sistema LED azul no comprimento de onda de 450nm. O modo de
irradiacdo empregado foi o fracionado, ou seja, a cada 60 segundos a irradiacéao

cessava durante 30 segundos.

3.5.Espectro de absorcéo de luz dos fotossensibilizadores e inibidores

Uma aliquota de 100 uL das solucdes de AM, CUR ou 3-AT foi adicionada em
um poco da placa de 96 pocos e uma aliquota de 100 uL do branco foi adicionada a

um poco diferente, tendo a leitura realizada logo em seguida.
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3.6.Fotodegradacéo dos fotossensibilizadores

O teste visa avaliar o decaimento da absorbancia do FS de acordo com o tempo
de irradiagdo. Para isso uma aliquota de 100 pL das solu¢cdes de AM ou CUR foi
adicionada em um poco da placa de 96 pocos e uma aliquota de 100 uL do branco foi
adicionada a um poco diferente. As aliquotas foram submetidas a 1/3, 2/3 e o tempo
total de irradiacdo dos parametros utilizados para cada FS e a leitura do espectro de
absorc¢éo de luz foi realizada logo em seguida.

A porcentagem de fotodegradacédo dos FSs foi calculada de acordo com SAEED
et al (2015) pela equacéo |I.

Ao
A

A
% Fotodegradacao = (. )x100 )

0

Onde “Ao” representa a absorbancia da solugéo sem irradiagéo e “A” representa

a absorbancia da solucao apos a irradiacéo total.

3.7.Avaliacdo das Concentracdes Inibitéria Minima e Bactericida Minima do

inibidor 3-AT sobre S. aureus

3.7.1. Concentracdes Inibitéria Minima (CIM)

O ensaio foi feito de acordo com de acordo com as diretrizes documento M07-
A9 do Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2012).

O método de crescimento bacteriano utilizado foi o descrito na sec¢éo 8.2.2 do
documento M07-A9, que indica que trés a cinco colbnias bem isoladas e de mesmas
morfologias devem ser selecionadas de uma cultura em agar sélido e inoculadas com
swab estéril em 4 a 5 mL de TSB. O indculo foi incubado até D.O.s30nm 0,08 - 0,1 (0
equivalente a 0,5 McFarland) e diluido a 1:100 em TSB.

O teste foi realizado em microdiluicdo na placa de 96 pocos. Nos pocos testes
foram adicionados 100 puL de caldo Mueller-Hinton (MH), 100 pL de 3-AT no dobro da
concentracédo testada e 10 uL de in6culo bacteriano, no pogo de controle negativo foi
adicionado 110 pL de caldo MH e 100 pL de 3-AT no dobro da concentragao testada;

no poco de controle positivo foram adicionados 200 uL de caldo MH e 10 pL de inéculo
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bacteriano. As placas foram incubadas a 35°C por 16-20h e as absorbancias foram
medidas em espectrofotdmetro,

As concentracOes de 3-AT testadas variaram de 10 a 60 pL/mL.

A porcentagem de inibic&o foi calculada de acordo com GUDINA et al. (2010)

pela equacao Il

A
% Inibicio = (1 — (A—C))xwo an)
0

Onde “Ac” representa a médias das absorbancias do teste menos a média das
absorbéncias do controle negativo e “A¢” a médias das absorbancias do controle

positivo.

3.7.2. Concentracfes Bactericida Minima (CBM)

O ensaio de CBM foi uma continuacéo do ensaio de MIC, uma vez que 0S po¢os
resultantes da incubacao a 35°C por 16 - 20h foram diluidos em TSB e plaqueados
em TSA. As placas foram incubadas a 37°C por 24h e foi feita a contagem de colbénias

apos o periodo.

3.8.Terapia Fotodinamica

A placa de 96 pocos foi irradiada de forma que a luz cobrisse toda a extenséo
dos pocos. O formato de feixe gerado por este sistema permite uma irradiagéo pontual
pelo spot uniformemente circular formado. De acordo com a poténcia de cada LED,
com as dimensdes do campo de irradiacdo e com o tempo de exposi¢ao da luz, foi
entdo definida a fluéncia (densidades de energia ou fluéncia de luz) empregada. O

calculo da fluéncia de luz foi feito pela equacéo lll.

Fluéncia de luz (#) =1 <%) . t(seg) (1)

Onde “I" representa a taxa de fluéncia de luz e “t” o tempo de irradiagao
Como forma de evitar qualquer tipo de interferéncia durante a irradiacéo, cada

placa recebeu apenar um tipo de tratamento.
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3.9.Testes de susceptibilidade bacteriana frente a TFD

Apos o preparo do indculo bacteriano, foram realizados os devidos tratamentos
requeridos para cada grupo experimental avaliado, resultando em um volume final de
100 pL em cada pogo da placa de 96 pogos e nas diluicdes, tanto das solu¢des quanto
do in6culo, em 50%, fazendo com que se tenha uma concentragao final de células em
aproximadamente 5x10’.

Terminado os tratamentos, as suspensodes bacterianas foram diluidas de forma
seriada na base 10 até que a concentracdo fosse aproximadamente 104 células/mL.
Um volume de 4 uL de cada suspensao foi semeado em triplicata em placa com meio
TSA e incubado a 37°C por 24 horas, contando as coldnias formadas apés o periodo.

A contagem de colbnias foi transformada em unidade formadoras de col6nias

(UFC)/mL pela equacéo IV.

Numero de colonias x 10™ (IV)

q

UFC/mL=

Onde n representa o valor absoluto da diluicdo e g a quantidade pipetada em mL

a ser semeada na placa contendo o meio sélido.

3.10.Grupos experimentais avaliados

3.10.1. Primeira etapa

Nessa etapa foi realizado um screening avaliando diferentes concentracao do
FS e fluéncias de luz utilizado CUR e AM para definicdo de parametros subletais.

e Grupo Controle de Crescimento (CC)

Neste grupo ndo foi aplicado nenhum tratamento. Aliquotas de 50 uL da
suspensao celular de S. aureus foram transferidas para um dos pocos de uma placa
de titulag&o de 96 pocos. A seguir o mesmo volume de caldo TSB estéril foi transferido
para 0 pogo e a amostra permaneceu em repouso sem ser exposta a luz durante os

tempos de incubacéo desejados.
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eGrupo Luz (L+FS-)

Neste grupo foi avaliado se a aplicacdo da luz na auséncia do FS poderia
apresentar efeitos toxicos para S. aureus. Dessa forma, aliquotas de 50 pL da
suspensao bacteriana foram transferidas para um dos pocos de uma placa de 96
pocos. A seguir, aliquotas de 50 yL de caldo TSB foram transferidas para o poco,
sendo mantida durante o tempo de pré-irradiacdo determinado no escuro e

posteriormente irradiado com as fluéncias de luz desejadas.

e Grupo Fotossensibilizador (L-FS+)

Para avaliagdo da toxicidade no escuro do FS sobre a suspensao celular,
aliquotas de 50 uL da suspensao celular de S. aureus e 50 pyL do FS no dobro da
concentracdo desejada foram transferidas para pocos de uma placa de 96 pocos e

mantidas no escuro pelo tempo de pré-irradiacdo e irradiacéo.

e Grupo Terapia Fotodinamica (L+FS+)

Tal grupo visou avaliar a agédo da TFDa mediada pelos FS sobre a suspensao
de S. aureus. 50uL da suspensao bacteriana e 50 uL do FS no dobro da concentracéo
desejada foram adicionadas aos poc¢os e, ap0s o tempo de pré-incubacao de cada
FS, a placa foi irradiada.

eGrupo controle de veiculo com DMSO 1% e sacarose 0,5% no
escuro (CV DMSO+ SAC+ L-)

Exclusivo para a CUR, o grupo visou avaliar se 0 DMSO a 1% e a sacarose a
0,5% (concentracdes finais dos solventes durante 0s ensaios) apresentaram
toxicidade no escuro para S. aureus. Os ensaios foram realizados adicionando 50 uL
de caldo TSB contendo o DMSO a 2% e sacarose a 1% e 50 uyL da suspensao
bacteriana em um poco de placa de 96 pogos e posteriormente foi adicionado ao

mesmo po¢o e mantido no escuro pelos tempos de pré-incubacgdo e irradiagao.
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e Grupo controle de veiculo com DMSO 1% (CV DMSO+ L+)

Tal grupo foi aplicado somente para a CUR e avaliou se o DMSO a 1% e a
sacarose a 0,5% (concentracdes finais dos solventes durante 0s ensaios)
apresentaram toxicidade para S. aureus. Os ensaios foram realizados adicionando 50
ML de caldo TSB contendo o DMSO a 2% e sacarose a 1% e 50 yL da suspenséo
bacteriana em um poco de placa de 96 pocgos e posteriormente foi adicionado ao
mesmo poc¢o, mantida no escuro pelo tempo de pré-incubacéo, seguido de irradiacéao

da placa.

3.10.2. Segunda etapa

Nessa etapa foi feito uma otimizacdo dos tempos de inibicdo utilizando os
parametros definidos na etapa anterior. As avaliacbes desta etapa utilizaram o0s
mesmos grupos de estudos, com a adi¢cao de dois grupos de Terapia Fotodinamica
Combinada.

e Grupo Controle de Crescimento (CC)

Neste grupo nao foi aplicado nenhum tratamento. Aliquotas de 50 pL do in6culo
(1) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:100) foram transferidas para um dos po¢os de uma
placa de 96 pocos. A seguir o mesmo volume de caldo TSB estéril foi transferido para
0 POGO e a amostra permaneceu em repouso sem ser exposta a luz durante os tempos

de incubacao desejados.

eGrupo Luz (L+FS-)

Neste grupo foi avaliado se a aplicagdo da luz na auséncia do FS poderia
apresentar efeitos toxicos para S. aureus. Dessa forma, aliquotas de 50 yL do in6culo
(1) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:100) foram transferidas para um dos poc¢os de uma
placa de 96 pocgos. A seguir, aliquotas de 50 uL de caldo TSB foram transferidas para
0 poco, sendo mantida durante o tempo de pré-irradiacdo determinado no escuro e

posteriormente irradiado com as fluéncias de luz desejadas.

e Grupo Fotossensibilizador (L-FS+)



35

Para avaliacdo da toxicidade no escuro do FS sobre a suspensao celular,
aliquotas de 50 uL do in6culo (1) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:100) e 50 yL do FS
no dobro da concentracdo desejada foram transferidas para pogos de uma placa de
96 pocos e mantidas no escuro pelo tempo de pré-irradiagcéo e irradiagao.

e Grupo Terapia Fotodinamica (L+FS+)

Tal grupo visou avaliar a acdo da TFDa mediada pelos FS sobre a suspensao
de S. aureus. 50 uL do in6culo (1) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:100) e 50 yL do FS
no dobro da concentracdo desejada foram adicionadas aos pocos e, apos o tempo de

pré-incubacéo de cada FS, a placa foi irradiada.

eGrupo controle de veiculo com DMSO 1% e sacarose 0,5% no
escuro (CV DMSO+ SAC+ L-)

Exclusivo para a CUR, o grupo visou avaliar se 0 DMSO a 1% e a sacarose a
0,5% (concentracdes finais dos solventes durante 0s ensaios) apresentaram
toxicidade no escuro para S. aureus. Os ensaios foram realizados adicionando 50 uL
de caldo TSB contendo o DMSO a 2% e sacarose a 1% e 50 pL do in6culo (1) (TSB
e S. aureus em diluigdo 1:100) em um poco de placa de 96 pocos e posteriormente foi
adicionado ao mesmo poco e mantido no escuro pelos tempos de pré-incubacéo e

irradiacao.

eGrupo controle de veiculo com DMSO 1% e sacarose 0,5% (CV
DMSO+ SAC+ L+)

Tal grupo foi aplicado somente para a CUR e avaliou se 0 DMSO a 1% e a
sacarose a 0,5% (concentracdes finais dos solventes durante 0s ensaios)
apresentaram toxicidade para S. aureus. Os ensaios foram realizados adicionando 50
ML de caldo TSB contendo o DMSO a 2% e sacarose a 1% e 50 pL do in6culo (1)
(TSB e S. aureus em diluicdo 1:100) em um poco de placa de 96 pocgos e
posteriormente foi adicionado ao mesmo poco, mantida no escuro pelo tempo de pré-

incubacao, seguido de irradiacéo da placa.
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e Grupo Inibidor no escuro (I+L-)

Esse grupo possuia o objetivo de avaliar a toxicidade no escuro do 3-AT sobre
0 S. aureus. Aliquotas de 100 pL do in6culo (3) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:200 e
3-AT 10 pg/mL) foram adicionadas em pocos de placa de 96 pocos, que foi mantido

no escuro pelos tempos de pré-incubacéo e irradiacéo.

e Grupo Inibidor (I+ L+)

O grupo avaliou a toxicidade pos irradiacdo do 3-AT sobre o S. aureus.
Aliquotas de 100 uL do in6culo (3) (TSB e S. aureus em diluicdo 1:200 e 3-AT 10
png/mL) foram adicionadas em pocos de placa de 96 pocos, que foi mantida no escuro

pelo tempo de pré-incubacéo, seguido de irradiacao da placa.

e Grupo Inibidor e FS no escuro (L-FS+I+)

Tal grupo avaliou se o inibidor e 0 FS possuiam toxicidade no escuro. Em um
poco da placa de 96 pocos foi adicionado 50 pyL do in6culo (2) (TSB e S. aureus a
1:100 e 3-AT 20 pg/mL) e 50 uL do FS, sendo mantida no escuro pelo tempo de pré-
incubacéao e irradiacao.

e Grupo Terapia Fotodindmica Combinada (L+FS+I+)

O grupo avaliou a acdo da TDFa mediada por AM e CUR na presenca de 3-AT.
Em um poco da placa de 96 pocos foi adicionado 50 uL do indculo (2) (TSB e S. aureus
a 1:100 e 3-AT 20 pg/mL), mantida no escuro pelo tempo de pré-incubacao e, em

seguida, irradiada.
3.11. Analise estatistica
Para comparar os valores das variaveis continuas entre os grupos foi utilizado

teste de Analise de Variancia (one-way ANOVA ou two-way ANOVA), com pés-teste

de Tukey. As andlises foram realizadas através do software Graph Pad Prism® Version
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5.01 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). O nivel de significancia adotado
para os testes estatisticos foi de 95%, ou seja, p < 0.05. O Coeficiente de Variacéo

maximo aceitavel dos ensaios foi estipulado em 25%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Espectro de absorc¢do de luz dos fotossensibilizadores e inibidor de

catalase

O espectro de absor¢céo UV-Vis de 400 a 800 nm do AM (Figura 7) demonstrou

picos de absorbancia na regido de 600 nm e de 660 nm.

Figura 7. Espectro de absorcéo de luz do Azul de metileno em TSB.
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O gréfico representa o espectro de absorbancia do Azul de metileno (6,25 — 100 yg/mL) em TSB, de
400 a 800 nm. Fonte: Autoria propria, 2021.

Acredita-se que a natureza planar da molécula de AM possibilita a agregacéo
tanto na formula de mondémeros quanto de dimeros, a depender do meio e da
concentracdo que a solucéo se encontra. O tipo de agregacdo ¢ demonstrado nos
picos de absorcao, sendo que o da regido de 600 nm é resultado de agregados de
dimeros e o da regido de 660 nm é resultado de agregados de monémeros (DA
COLLINA et al., 2018; TORTAMANO et al., 2020).
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A alteracdo de propor¢cdo de mondmeros e dimeros leva a diminuicdo
significativa da producédo de 'Oz (DEAN et al., 2016) e alteracdo da eficiéncia da

TFDa, por consequéncia.

Em relacédo a CUR, o espectro de absorcao de luz de 300 a 800 nm (figura 8)
demonstrou pico maximo de absorcao de luz em 460 nm para as solucdes utilizadas
no estudo. E possivel encontrar diferencas espectrais na literatura, pois ja foi
confirmado que a natureza do solvente utilizado na solugcdo de CUR afeta o espectro
de absorcao, mesmo que levemente (BONG, 2000; CHIGNELL et al., 1994).

Figura 8. Espectro de absorgéo de luz da Curcumina em TSB.
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O grafico representa o espectro de absorbancia da Curcumina (6,25 — 25 ug/mL) em TSB, de 300 a
800 nm. Fonte: Autoria propria, 2021.

Outra possivel alteracéo espectral € o aparecimento de bandas dos produtos
de fotodegradacéo, como vanilina e acido ferulico, que afetam o efeito bioldgico da
CUR, pois esses produtos nao demonstraram atividade biolégica até o momento
(KHURANA; HO, 1988).

A andlise do espectral de absor¢ao de luz de 300 a 800 nm do 3-AT 10 pug/mL

(figura 9) ndo apresentou bandas de absorcao de luz.
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Figura 9. Espectro de absor¢do de luz do 3-AT em TSB
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O gréfico representa o espectro de absorbancia do 3-AT (10 ug/mL) em TSB, de 300 a 500 nm. Fonte:
Autoria prépria, 2021.

4.2.Fotodegradacgao dos fotossensibilizadores

Fotodegradacdo € um processo de decomposicdo de um composto pela
presenca da energia do foton. O processo comega quando o elétron da camada de
valéncia é excitado, saltando desse nivel e criando um buraco que pode interagir com
0 um solvente, normalmente agua, para formar radicais OH", que sao fortes agentes
oxidantes. Os elétrons excitados reagirdo com oxigénio no ambiente e produzirao Oz™
, que atua como um agente redutor. Os radicais podem continuar a reagir e formar
compostos  organicos alvo devido as  suas propriedades ativas
(KHOLIMATUSSA’DIAH; DYAH ASTUTI; APSARI, 2020).

A fotodegradacao nao implica necessariamente em uma eficacia ou atividade
fotodindmica mais baixa. Na verdade, devido aos mecanismos oxidativos da
fototransformacgéo, pode ser possivel fazer uma correlacdo diretamente proporcional
a atividade fotodinamica e a fotodegradacédo do FS: a geracéo de radicais livres ou
102 da fotoreacdo determina a atividade fotodinamica, bem como a degradacéo do FS
(FERREIRA et al., 2008).

Nas figuras 10, 11, 12, 13 e 14 estdo demostrados os resultados obtidos do

teste de fotodegradacdo do AM (6,25 — 100 pg/mL). Em “A” esta representado o
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pY

espectro de absorgéo de luz das solugdes submetidas a irradiacdo, em “B” esta
representado o espectro de absorcdo de luz das solu¢cdes mantidas no escuro pelo
mesmo tempo que as solugdes em “A” foram irradiadas; ja o grafico “C” representa a
comparacao das absorbancias no pico de absor¢do méxima (660 nm) para cada
tempo de irradiacdo, com avaliacdo estatistica via one-way ANOVA com pos teste de

Tukey.

Figura 10. Espectros de absorcéo de luz da fotodegradagédo do Azul de metileno (6,25 ug/mL)
dissolvida salina, com e sem irradiacéo por LED vermelho
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Na figura esté representada os espectros de absor¢édo de luz de 400 a 800 nm da fotodegradacéo do
Azul de Metileno a 6,25 pg/mL solubilizado em salina nos tempos de 0 a 900 segundos, ap6s irradiacéo
a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O gréafico C representa a comparacio
entre as absorbancias em 660 nm dos gréaficos A e B. O asterisco representa a diferenca estatistica
entre a absorbancia no escuro e apés irradiagéo (pos teste de Tukey). *p<0,05. Fonte: Autoria prépria,
2022.




41

Figura 11. Espectros de absor¢ao de luz da fotodegradagéo do Azul de metileno (12,5 ug/mL)
dissolvida salina, com e sem irradiagdo por LED vermelho
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Na figura esté representada os espectros de absor¢édo de luz de 400 a 800 nm da fotodegradacéo do
Azul de Metileno a 12,5 pg/mL solubilizado em salina nos tempos de 0 a 900 segundos, apos irradiagéo
a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O grafico C representa a comparagio
entre as absorbancias em 660 nm dos gréaficos A e B. O asterisco representa a diferenca estatistica
entre a absorbancia no escuro e apds irradiacéo (pos teste de Tukey). **p<0,01. Fonte: Autoria propria,
2022.
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Figura 12. Espectros de absorgéo de luz da fotodegradacdo do Azul de metileno (25 ug/mL)
dissolvida salina, com e sem irradia¢éo por LED vermelho
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Na figura esta representada os espectros de absor¢éo de luz de 400 a 800 nm da fotodegradagédo do
Azul de Metileno a 25 pg/mL solubilizado em salina nos tempos de 0 a 900 segundos, apés irradiacéo
a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) (grafico A) e no escuro (grafico B). O gréafico C representa a comparagdo
entre as absorbancias em 660 nm dos graficos A e B. O asterisco representa a diferenca estatistica
entre a absorbancia no escuro e apds irradiacéo (pds teste de Tukey). **p<0,01. Fonte: Autoria prépria,
2022.




43

Figura 13. Espectros de absorgéo de luz da fotodegradagédo do Azul de metileno (50 pg/mL)
dissolvida salina, com e sem irradiacéo por LED vermelho
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Na figura esté representada os espectros de absor¢édo de luz de 400 a 800 nm da fotodegradacéo do
Azul de Metileno a 50 pg/mL solubilizado em salina nos tempos de 0 a 900 segundos, apoés irradiacao
a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O gréafico C representa a comparagdo
entre as absorbancias em 660 nm dos gréaficos A e B. O asterisco representa a diferenca estatistica
entre a absorbancia no escuro e apds irradiacéo (pos teste de Tukey). **p<0,01. Fonte: Autoria propria,
2022.
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Figura 14. Espectros de absorgéo de luz da fotodegradagao do Azul de metileno (100 pg/mL)
dissolvida salina, com e sem irradia¢éo por LED vermelho
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Na figura estéo representados os espectros de absor¢do de luz de 400 a 800 nm da fotodegradacgéo do Azul
de Metileno a 100 pg/mL solubilizado em salina nos tempos de 0 a 900 segundos, ap6s irradiacdo a 65,66
Jlcm? (79,96 mW/cm?) (gréfico A) e no escuro (grafico B). O grafico C representa a comparacdo entre as
absorbancias em 660 nm dos graficos A e B. Ns representa que ndo houve diferenca estatistica entre a
absorbancia no escuro e apés irradiacédo (pos teste de Tukey). Fonte: Autoria prépria, 2022.
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Na tabela 1 estdo demonstrados os niveis de significancia obtidos da diferenca da

absorbéancia no escuro e apos irradiagcdo, em 660nm, obtidos apds a aplicacdo de pos

teste de Tukey.

Tabela 1. Nivel de significAncia da diferenca da absorbdncia em 660 nm no escuro e apoés irradiacéao
na fotodegradacédo do Azul de Metileno

Azul de metileno (ug/mL) Nivel de significancia (p)

6,25 0,0111
12,5 0,0032
25 0,0031
50 0,0091
100 ns

A tabela representa a diferenca estatistica pos teste de Tukey entre a absorbancia em 660 nm da
fotodegradagdo do Azul de Metileno (6,25 — 100 pg/mL) solubilizado em salina, no escuro e apos
irradiacédo a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?). Fonte: Autoria propria, 2022.

A avaliacédo da taxa de fotodegradacéo permite estimar a fluéncia de luz que
pode ser usada para TFDa sem uma diminuicdo significativa da eficiéncia devido a
fotodegradacao do FS (TIGANOVA et al., 2022). Na tabela 2 estdo expostas as taxas

de fotodegradacédo do AM ap0és a irradiacao.

Tabela 2. Taxa de Fotodegradacéo do Azul de Metileno
Azul de metileno (ug/mL) Taxa de Fotodegradacéo (%)

6,25 98
12,5 66
25 84
50 83
100 45

A tabela representa as taxas de fotodegradacédo do Azul de Metileno (6,25 — 100 pg/mL) solubilizado
em salina apds irradiacdo a 65,66 J/cm? (79,96 mW/cm?) por LED vermelho (660 nm). Fonte: Autoria
prépria, 2022.

O ensaio de fotodegradacdo do AM demonstrou que 0 a concentragcdo mais
baixa testada (6,25 pg/mL) fotodegradou quase completamente (98%), nao
demonstrando pico de absor¢céo no segundo tempo de irradiacdo testado.

Nas outras concentracdes testadas (12,5 — 100 pg/mL) € possivel notar os
picos caracteristicos do AM durante todo o tempo de irradiagcdo, com diminuicdo da

absorbéancia de acordo com o tempo.
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Sabe-se que a cor de AM depende de seus grupos cromoforicos e auxocromo.
O grupo cromoforo de AM é o sistema conjugado N-S no heterociclo aromatico central,
enguanto o0 grupo auxocromo é grupos contendo N com elétrons de par solitario no
anel de benzeno (YANG et al., 2017) e esse anel benzeno substituido aparece como
pico de absorcao de luz no espectro UV-Vis na regido de 292 e 245 nm (MONDAL;
REYES; PAL, 2017).

Picos na regido de absorcdo mais intenso em torno de 664 nm estao associado
a mondmeros de AM, com um pico em cerca de 660 nm atribuido ao dimero
(MONDAL; REYES; PAL, 2017). Conforme a concentragao do FS foi aumentando, foi
possivel observar que o pico maximo de absorbancia na regido de 600 nm aumentou
proporcionalmente com concentragcéo, o que indica agregacédo do AM, possivelmente
devido a alta concentracao de FS.

Durante a irradiagcdo, o pico na regido de 600 nm tendeu a diminuir
drasticamente. Tais resultados também foram obtidos por Lin et al., 2018 e Sampaio
et al., 2020.

Além disso, a taxa de fotodegradacg&o se tornou menor conforme o aumento da
concentracdo, assim como a diferenca das absorbancias no escuro e apos irradiacao,
demonstrando que o impacto dessa se tornou menor conforme a concentracéo de AM
foi aumentando.

Com isso, pode-se concluir que as concentracdes que suportam a irradiacao
pelos parametros utilizados sao 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL, sendo possiveis candidatos
ao teste de TFDa.

Em relacdo ao outro FS utilizado nesse estudo, as figuras 15, 16 e 17
demostram os resultados da fotodegradacdo da CUR (6,25 — 25 pg/mL). Como nos
gréficos ja apresentados, o grafico “A” demonstra o espectro de absorgéo de luz das
solucdes submetidas a irradiacéo, o gréfico “B” representa o espectro de absor¢éo de
luz das solugbes mantidas no escuro pelo mesmo tempo que as solu¢cdes em “A”
foram irradiadas e o grafico “C” representa a comparagao das absorbancias no pico
de absorcdo maxima (460 nm) para cada tempo de irradiacdo, com avaliacao

estatistica via pos teste de Tukey.
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Figura 15. Espectros de absor¢ao de luz da fotodegradagédo da Curcumina (6,25 pg/mL) dissolvida
em DMSO 1% e sacarose 0,5%, com e sem irradiacdo por LED azul
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Na figura estdo representados os espectros de absorcdo de luz de 300 a 800 nm da fotodegradacgéo da
Curcumina a 6,25 pg/mL solubilizada em DMSO 1% e sacarose 0,5% nos tempos de 0 a 454 segundos,
apos irradiacdo a 25 J/icm? (55 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O gréafico C representa a
comparacao entre as absorbancias em 460 nm dos graficos A e B. Ns representa que ndo houve diferenca
estatistica entre a absorbancia no escuro e ap0s irradiacao (p0s teste de Tukey). Fonte: Autoria propria,
2022.
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Figura 16. Espectros de absor¢ao de luz da fotodegradagéo da Curcumina (12,5 pg/mL) dissolvida
em DMSO 1% e sacarose 0,5%, com e sem irradiagdo por LED azul
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Na figura estdo representados os espectros de absor¢céo de luz de 300 a 800 nm da fotodegradacdo da
Curcumina a 12,5 pg/mL solubilizada em DMSO 1% e sacarose 0,5% nos tempos de 0 a 454 segundos,
apos irradiacdo a 25 J/cm? (55 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O gréafico C representa a
comparacgéao entre as absorbancias em 460 nm dos graficos A e B. Ns representa que ndo houve diferenca
estatistica entre a absorbancia no escuro e apés irradiacdo (poés teste de Tukey). Fonte: Autoria prépria,
2022.
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Figura 17. Espectros de absorcéo de luz da fotodegradacao da Curcumina (25 pg/mL) dissolvida em
DMSO 1% e sacarose 0,5%, com e sem irradiacdo por LED azul
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Na figura estdo representados os espectros de absor¢éo de luz de 300 a 800 nm da fotodegradacéo
da Curcumina a 25 pg/mL solubilizada em DMSO 1% e sacarose 0,5% nos tempos de 0 a 454
segundos, apos irradiagdo a 25 J/cm? (55 mW/cm?) (gréafico A) e no escuro (grafico B). O gréfico C
representa a comparagao entre as absorbancias em 460 nm dos gréficos A e B. Ns representa que ndo
houve diferenca estatistica entre a absorbancia no escuro e apds irradiacéo (pos teste de Tukey).
Fonte: Autoria prépria, 2022.
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Na tabela 3 estdo expostas as taxas de fotodegradacédo da CUR no escuro e

apos a irradiacao.

Tabela 3 Taxa de Degradacéo da Curcumina no escuro e apos irradiacdo

Taxa de Degradacéao (%)

Curcumina
(ug/mL) Irradiac&o Escuro
6,25 73 24
12,5 74 34
25 70 30

A tabela representa as taxas de degradacéo da Curcumina (6,25 — 25 pg/mL) dissolvida em DMSO 1%
e sacarose 0,5%, no escuro e apds irradiacdo a 25 J/cm? (55 mW/cm?) por LED azul (460 nm). Fonte:
Autoria propria, 2022.

Na cinética da fotodegradacao foi possivel notar deslocamento a esquerda do
pico maximo de absor¢ao de luz conforme o tempo de irradiacdo. Tal fato também foi
notado por Sampaio et al. (2020), que avaliou que o pico deslocou de 440 nm para
380 nm apos irradiacdo fracionada ou continua. Os autores acreditam que tal fato
ocorra devido a formacédo de produtos de fotodegradacdo da CUR que absorvem luz
em comprimentos de onda mais curtos (SAMPAIO et al., 2020)

Os graficos “C” das trés ultimas figuras ndo apresentaram diferenca estatistica
na absorbancia apés irradiacédo e no escuro. A taxa de degradacdo demonstrou que
as trés concentracdes avaliadas obtiveram aproximadamente a mesma degradacéo
no escuro (aproximadamente 30%) e apos irradiacdo (aproximadamente 70%).

Tais dados levam a crer que a CUR néo possui grande estabilidade e passa pelo
processo de degradacdo no escuro, possivelmente devido a mesma estar em um meio
predominantemente hidrico e estar susceptivel a fragmentacao molecular por hidrélise
(MONDAL; GHOSH; MOULIK, 2016).

Apesar da aparente falta de estabilidade, as trés concentracdes avaliadas
suportaram 0s parametros de irradiacdo estabelecidos e demonstraram pico de
absorcdo de luz caracteristico de CUR, podendo-se concluir que as trés

concentracfes sdo viaveis para serem testadas na TFDa.
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4.3.Avaliacéo das Concentrac¢des Inibitoria Minima e Bactericida Minima do

inibidor 3-AT sobre S. aureus

Concentragdes inibitérias Minimas (MIC) sao consideradas “padrao ouro” para
determinacao de susceptibilidade microbiana a antimicrobianos, fazendo com que tal
caracteristica possa ser usada na avaliacdo de outros métodos de susceptibilidade
(ANDREWS, 2001).

Ja4 a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) pode ser definida como a
concentracédo mais baixa do antimicrobiano que vai impedir o crescimento de mais de
99,9% da populagao original do organismo depois de uma subcultura em meio livre
de antibiético (ANDREWS, 2001; PETRUS et al., 2011).

Na literatura ndo foram encontrados resultados de MIC e CBM para o 3-AT, mas
sim para moléculas derivadas. Exemplos sdo derivados de 1,2,4-triazol, como 3-(5-
acylamino triazolyl)- naphthyridones e 3-(5-benzylidineamino triazolyl)-naphthyridones
contra Bacillus subtilis (MOHAMED et al., 2018), derivados de 1,2,4-triazole-3-tiona
contra MRSA, S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, B. cereus, M. luteus, E. coli, P.
mirabilis, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae e Haemophilus parainfluenzae
(KOSIKOWSKA et al., 2016; PLECH et al., 2013) e derivados de 1,2,4-triazol contra
MRSA (PLECH et al., 2015a, 2015b).

Com isso, surgiu a necessidade de realizar tais testes para o 3-AT em si, visando
encontrar uma concentragdo que possua 0 minimo de reducdo bacteriana e ndo
apresente morte bacteriana. A tabela 4 mostra os dados de porcentagem de inibigao
do crescimento bacteriana ap0s 24 horas na presenca do 3-AT (10 — 60 pg/mL), de

acordo com o protocolo da CLSI (2012).

Tabela 4. Porcentagem de reducéo do crescimento bacteriano na presenca do 3-AT

3-AT (ug/mL) % Inibicao
10 23,02
20 24,72
30 29,61
40 34,6
50 37,98
60 32,27

A tabela representa a porcentagem de reducéo de crescimento bacteriano devido a presenca do 3-
AT (10 — 60 pg/mL). Fonte: Autoria prépria, 2021.
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Foi possivel fazer uma correlagdo diretamente proporcional entre a
concentracdo de 3-AT e a porcentagem de reducdo do crescimento da suspenséao
bacteriana, pois a inibicdo do crescimento bacteriano aumentou de acordo com a
concentracdo do inibidor. O inibidor ndo apresentou CIM ndo concentracdes
avaliadas.

Na figura 18 esta demonstrado o resultado da avaliacdo da toxicidade do 3-AT

na suspensao bacteriana apés 24 horas de contato com o 3-AT.

Figura 18. Avaliacdo da toxicidade do 3-AT na suspensao bacteriana de S. aureus apés 24 horas de
contato.
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O gréfico representa a avaliagao da toxicidade em 24 horas do 3-AT (10 - 60 pyg/mL) solubilizado em
salina, em que as colunas representam os valores médios de logio entre 0s grupos controle de
crescimento (CC) e as concentracdes testadas de 3-AT. As barras representam o desvio-padréo (n=3).
Ns (ndo significativo) representa diferenca estatistica entre os grupos e o controle de crescimento (one-
way ANOVA com pés teste de Tukey). Fonte: Autoria propria, 2021.

E possivel notar no grafico que ndo houve alteragBes significativas no Logio
UFC/mL em relagédo ao controle, demonstrando que o inibidor da catalase n&o levou

a morte bacteriana. O inibidor ndo apresentou CBM nas apresentacdes avaliadas.

Em resumo, a somatoria dos resultados dos testes de CIM e CBM nos leva a
crer que, sob suspensdo bacteriana de S. aureus, o 3-AT é capaz de reduzir o

crescimento bacteriano e ndo levar a morte bacteriana.
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4.4.Testes de susceptibilidade bacteriana frente a TFD
4.4.1. Primeira etapa

Por definicdo, um FS deve possuir baixa toxicidade no escuro (CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; YOON; LI; SHIM, 2013), ou seja, ndo deve possuir
atividade antimicrobiana quando ndo € exposto a irradiacdo. Com isso em mente,
foram avaliados a toxicidade no escuro e a reducdo bacteriana apés TFDa mediada
pelos dois FSs utilizados nesse estudo, visando encontrar os parametros ideais de
TFDa para avaliagéo do sinergismo com o inibidor de catalase.

A figura 19 demonstra os graficos de avaliacdo da toxicidade no escuro e apds
irradiacdo de 65,66 J/cm? (72,96 mW/cm?) em fonte de luz de 660nm, com tempo de
pré-incubacao igual a 10 minutos e irradiacéo por 15 minutos do AM. Foi demonstrado
gue no escuro nao houve reducao significativa do nimero de unidades formadoras de
colonia (UFC)/mL, podendo inferir que, sem ser ativado por irradiagdo, o FS nao

demonstrou atividade bactericida.

Figura 19. Avaliagdo da toxicidade do Azul de metileno na auséncia e apoés irradiacao.
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Os gréficos representam a avaliagéo da toxicidade no escuro e ap0s irradiagao por LED 660 nm do Azul
de metileno (6,25 - 100 pg/mL) solubilizado em salina, em que os circulos representam os valores médios
de logio entre os grupos controle de crescimento (CC) e Azul de metileno 6,25 pug/mL (grafico A), 12,5 a
50 pg/mL (grafico B) e 100 e 200 pg/mL (grafico C) de trés experimentos independentes e os circulos
representam o intervalo de confianca de 95% (n=9) (one-way ANOVA). Para avalia¢édo da toxicidade no
escuro, as amostras foram deixas no escuro e em temperatura ambiente pelos tempos de pré-incubacgéo
e irradiacéo; ja para a avaliacdo apos irradiaco, a fluéncia de luz foi igual a 65,66 J/cm? (72,96 mwW/cm?)
em irradiacao por LED de 660nm, com tempo de pré-incubagéo igual a 10 minutos e irradiacéo por 900
segundos. Fonte: Autoria prépria, 2021.
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Uma vez confirmado que o AM nao possui atividade bactericida no escuro, foi
avaliado a fluéncia e a taxa de fluéncia sub-6tima a serem utilizadas nas préximas
etapas do estudo, de forma a maximizar o impacto do inibidor de catalase. Por
definicdo, uma fluéncia sub-6tima é aquela que apresenta redu¢gdo menor a 3 logio
(ALVES et al., 2009; KNAPP; MOODY, 1992; ZAGO et al., 2020).

Na tabela 5 estdo expostos a concentracfes avaliadas de AM com as
respectivas reducdes bacterianas apdés a aplicacdo de TDFa, em UFC/mL. A
concentracgéo escolhida para avaliagado da sinergia com o inibidor de catalase foi a de
50 pg/mL, por ter tido reducdo menor a 3 logio (0,51 logio UFC/mL) e nédo ser alta o

suficiente para formar agregados de AM.

Tabela 5. Redugao bacteriana péds Terapia Fotodinamica mediada por Azul de Metileno

Azul de metileno (ug/mL) Reducéo (logio UFC/mL)
6,25 0,18
12,5 0,30
25 0,24
50 0,51
100 6,72
200 6,72

A tabela representa a reducgdo bacteriana (em logio UFC/mL) apls tratamento com terapia
fotodindmica mediada por Azul de metileno (6,25 — 200 pg/mL) solubilizado em salina estéril. Fonte:
Autoria prépria, 2021.

Uma vez padronizada a TFDa mediado por AM, foi iniciado a padronizacao da
TFDa mediada por CUR. Foram avaliadas concentracdes de CUR de 6,25 a 25 pg/mL.

A figura 20 demonstra que, assim como o AM, a CUR também ndo demonstrou
reducdo significativa do nimero de UFC/mL, mostrando que a mesma nao apresenta
toxicidade no escuro; ja, ao ser exposta a irradiagcdo por LED azul (460 nm) em
fluéncia de 25 J/cm? e taxa de fluéncia de 55 mW/cm?, com tempos de pré-irradiacdo
de 30 minutos e irradiacédo de 7,5 minutos, a CUR demonstrou grande poder de

reducdo bacteriana.
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Figura 20. Avaliacdo da toxicidade da Curcumina na auséncia e presenca de irradiacao.
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O gréfico representa a avaliacdo da toxicidade no escuro e apés irradiacdo da Curcumina (6,25 - 25
pg/mL) dissolvida em DMSO 1% e sacarose 0,5% no tempo de inibigdo da catalase igual a 10 minutos.
Os circulos representam os valores médios de logio entre 0s grupos S. aureus, controle de veiculo (CV)
e curcumina de trés experimentos independentes e as barras representam o intervalo de confianca de
95% (n=9) (two-way ANOVA). Para avaliacdo no escuro, as amostras foram deixas no escuro e em
temperatura ambiente pelos tempos de inibicdo, pré-incubacéo e irradiacdo; j4 para avalicdo da
susceptibilidade bacteriana apds irradiagdo, as amostras foram deixadas no escuro pelo periodo de
inibicdo e pré-irradiacéo, sendo irradiadas apds por LED 460 nm, fluéncia de 25 J/cm? (55 mW/cm?).
Fonte: Autoria propria, 2021.

A tabela 6 expde as reducdes bacterianas apés a aplicacdo de TDFa mediada
por CUR, em UFC/mL. A concentracdo escolhida para avaliagdo de sinergismo com

0 3-AT foi a de 6,25 pg/mL, por ter tido reducéo préxima a 3 logio (3,45 logio UFC/mL).

Tabela 6. Reducao bacteriana pés Terapia Fotodindmica mediada por Curcumina

Curcumina (pg/mL) Reducéo (logio UFC/mL)
6,25 3,45
12,5 6,21
25 6,21

A tabela representa a redugdo bacteriana (em logio UFC/mL) ap0Os tratamento com terapia
fotodindmica mediada por Curcumina (6,25 — 25 pg/mL) dissolvida em DMSO 1% e sacarose 0,5%
estéril. Fonte: Autoria prépria, 2021.

Como as concentracdes de 12,5 e 25 ug/mL levaram a reducdo bacteriana total, a

concentracéo escolhida para ser utilizada nas proximas etapas foi de 6,25 pg/mL.
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Uma vez definidos os parametros de fluéncia de luz, taxa de fluéncia de
irradiacéo e fluéncia de cada FSs, foi possivel iniciar a segunda etapa do estudo, que

avaliou a acéo sinérgica da TFDa com o inibidor de catalase.

4.4.2. Segunda etapa

Uma vez definidos os parametros ideais de irradiacéo e as concentracdes dos
FSs e do inibidor, foi possivel iniciar a segunda etapa do estudo, a qual visou avaliar
a ocorréncia de sinergismo entre o 3-AT e a TFDa. Por definicdo, sinergismo é
observado quando o efeito das substancias combinadas € maior do que soma do
efeitos individuais (BURT, 2004).

Para tanto, foi avaliado se ha sinergismo e se o tempo de inibicdo da catalase,
isso €, o tempo que o inibidor ficou em contato com a suspenséao bacteriana antes da
adicao do FS, impacta no mesmao.

A partir desse momento os grupos que que foram tratados com 3-AT e TFDa
serao referenciados por Terapia Combinada (TC).

Inicialmente foi avaliado a sinergia com a TFDa mediada por AM. Na figura 21
estdo demonstrados os graficos de avaliacdo da toxicidade no escuro do AM 50 pg/mL
e do 3-AT 10 pg/mL para os diferentes tempos de inibicdo da catalase de 10 a 40

minutos.
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Figura 21. Avaliacao da toxicidade do Azul de metileno (50 ug/mL) e do 3-AT (10 pg/mL) na auséncia
de irradiacéo.
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O gréfico representa a avaliacdo da toxicidade no escuro da terapia combinada mediada por Azul de
metileno (50 uyg/mL) solubilizado em salina nos diferentes de tempos de inibicdo da catalase em
suspensao de S. aureus, de 10 a 40 minutos. Os circulos representam os valores médios de logio entre
0s grupos controle de crescimento (CC), Azul de metileno 50 pg/mL (AM 50 pug/mL), 3-AT 10 pg/mL e
terapia combinada mediada por azul de metileno 50 ug/mL de trés experimentos independentes e as
barras representam o intervalo de confianca de 95% (n=9) (one-way ANOVA). As amostras foram
deixas no escuro e em temperatura ambiente pelos tempos de inibigdo, pré-incubacgao e irradiacéo.
Fonte: Autoria prépria, 2022.

No grafico acima estao representados os grupos controle de crescimento (CC),
AM 50 pg/mL, 3-AT 10 pg/mL e TC com tempo de inibicdo da catalase de 10 a 40
minutos. A avaliacdo estatistica via one-way ANOVA com poés teste de Tukey
demostrou que ndo houve diferenca estatistica entre o niumero de Logio de UFC/mL
entre os grupos avaliados e o grupo CC.

Tal fato demonstra que tanto o AM 50 pg/mL quanto o 3-AT 10 pg/mL néo
possuem toxicidade no escuro, corroborando com o0s resultados obtidos na
padronizacdo dos parametros de irradiacdo e nos testes de CIM e CBM,
respectivamente.

Ainda é possivel afirmar, apés avaliacdo dos grupos TC, que ambos (AM e 3-
AT), ndo possuem sinergismo no escuro e nao levam a morte bacteriana mesmo

quando estdo em contato.
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A figura 22 mostra a avaliagdo da susceptibilidade bacteriana empregando a
TFDa mediada por AM combinada com 3-AT, nos periodos de inibicdo da catalase de
10 a 40 minutos. Os grupos avaliados nas figuras séo CC, Luz, 3-AT 10 uyg/mL, TFDa

e TC com tempo de inibicdo da catalase de 10 a 40 minutos.

Figura 22. Avaliag&o susceptibilidade bacteriana em fase planctdnica em suspenséo de S. aureus
empregando a terapia fotodindmica antimicrobiana combinada mediada por Azul de metileno (50
pg/mL) e LED 660 nm com periodo de inibicdo da catalase de 10 a 40 minutos.
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O gréfico representa a avaliacdo da susceptibilidade bacteriana em fase planctdénica em suspenséo de
S. aureus ap0s Terapia Fotodindmica antimicrobiana combinada mediada por Azul de metileno (50
pg/mL) solubilizado em salina, com tempo de inibicdo da catalase igual de 10 a 40 minutos. Os circulos
representam os valores médios de logio entre 0os grupos controle de crescimento (CC), luz, 3-AT 10
pg/mL, terapia fotodinAmica antimicrobiana (TFDa) e terapia combinada (TC) de trés experimentos
independentes e as barras representam o intervalo de confianca de 95% (n=9) (one-way ANOVA). A
fluéncia de luz foi igual a 65,66 J/cm? (72,96 mW/cm?) em irradiagdo por LED de 660nm, com tempo
de pré-incubacéo de 10 e irradiacao por 900 segundos. Fonte: Autoria propria, 2022.

A avaliacao da figura demonstrou que os grupos Luz e 3-AT ndo demostraram
reducdo bacteriana significativa, ja os grupos TFDa e TC com inibicdo da catalase
igual a 10 e 20 minutos apresentaram reducao significativa quando comparada ao
grupo CC.

Entretanto, pensando na definicdo de sinergismo, foi avaliado a diferenca entre
as reducdes bacterianas dos grupos TFDa e TC e ndo houve diferenca estatistica

entre as mesmas.
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Com isso, o tempo de inibicdo da catalase de 30 minutos foi testado, visando
avaliar se ha aumento da diferenca estatistica da morte celular entre os grupos TFDa
e TC.

Com um tempo de inibicAo da catalase igual a 30 minutos a avaliacédo
estatistica demonstrou diferenca significativa entre a reducao bacteriana dos grupos
TFDa e TC, com reducéo de 0,72 Logio UFC/mL maior para o grupo TC.

Somente esse dado ja demonstrava que a TC mediada por AM ja possuia
sinergismo, contanto que a suspensao bacteriana ficasse em contato com o inibidor
no minimo 30 minutos, mas foi decidido avaliar mais um tempo de inibicao da catalase,
40 minutos.

O tempo de inibicdo da catalase igual a 40 minutos trouxe resultados
surpreendentes, com reducgdo total do Logio de UFC/mL. Na tabela 7 estéo
demonstradas as reducdes bacteriana obtidas nos diferentes tempos de inibicao

avaliados, para os grupos TFDa e TC.

Tabela 7. Reducao bacteriana pés Terapia Combinada mediada por Azul de Metileno nos diferentes
tempos de inibicdo da catalase

Tempo de Inibicdo da Reducao TFDa Reducédo TC
Catalase (minutos) (log10 UFC/mL) (log10 UFC/mL)
10 0,47 1,03
20 1,18 0,74
30 1,43 2,15
40 1,36 6,01

A tabela representa a reducéo bacteriana (em logio UFC/mL) ap6s tratamento com terapia combinada
mediada por Azul de Metileno (50 pg/mL) solubilizado em salina estéril nos diferentes tempos de
inibicdo da catalase (10 — 40 minutos) pelo 3-AT (10 pg/mL). Fonte: Autoria prépria, 2022.

E possivel ver que o tempo de inibicdo da catalase e o resultados de reducéo
bacteriana foram diretamente proporcionais, chegando ao apice em 40 minutos, que
obteve redugédo maior do que 4 vezes a obtida pelo grupo TFDa, com reducdao total do
Logio de UFC/mL

Isso confirma os resultados anteriores e mostra que a suspensao bacteriana
precisa ficar 40 minutos em contato com o 3-AT antes da adicdo do AM para a
obtencao de melhores resultados.

Além disso, a comparacéo dos resultados da TFDa e da TC mediada por AM
com periodo de inibicdo da catalase de 20 minutos demonstrou que a TC foi menos

eficiente que a TFDa.
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Uma vez concluida a parte de TC mediada por AM, iniciou-se as avaliacdes da
TC mediada por CUR com primeiro a adi¢cado do 3-AT, seguido da adicdo da CUR. A
figura 23 demonstra a avaliacdo da toxicidade no escuro e apos irradiacao por fluéncia
de 25 J/cm? (55 mW/cm?) por LED 460 nm da CUR 6,25 pug/mL e do 3-AT 10 ug/mL
no tempo de inibicdo da catalase igual a 10 minutos.

Figura 23. Avaliacdo da toxicidade da Curcumina (6,25 pg/mL) e do 3-AT (10 yg/mL) na auséncia e
na presenca de irradiacdo, primeiro com a adi¢do do 3-AT seguido da adi¢cdo da Curcumina
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O gréfico representa a avaliacdo da toxicidade no escuro e apo0s irradiacdo da terapia combinada
mediada por Curcumina (6,25 ug/mL) dissolvida em DMSO 1% e sacarose 0,5% no tempo de inibicao
da catalase igual a 10 minutos. Os circulos representam os valores médios de logio entre 0s grupos
controle de crescimento (CC), controle de veiculo (CV), curcumina 6,25 pg/mL, 3-AT 10 ug/mL e terapia
combinada mediada por curcumina 6,25 pg/mL de trés experimentos independentes e as barras
representam o intervalo de confianga de 95% (n=9) (two-way ANOVA). Para avaliagdo no escuro, as
amostras foram deixas no escuro e em temperatura ambiente pelos tempos de inibicéo, pré-incubagéo
e irradiacdo; j4 para avalicdo da susceptibilidade bacteriana apés irradiacdo, as amostras foram
deixadas no escuro pelo periodo de inibigdo e pré-irradiacdo, sendo irradiadas apés por LED 460 nm,
fluéncia de 25 J/cm? (55 mW/cm?). Fonte: Autoria propria, 2021.

No grafico estdo representados os S. aureus, controle de veiculo (CV), CUR
6,25 pg/mL, 3-AT 10 pg/mL e TC. Assim como na avaliagédo da toxicidade no escuro
da TC mediada por AM, os grupos avaliados ndo demonstraram diferenca significativa

em relacéo ao grupo CC.
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Os grupos CV, Luz e 3-AT 10 pg/mL ndo demonstraram redugédo bacteriana
significativa e grupo TFDa obteve reducéo proxima a 3 Logio UFC/mL, reforcando os
dados de experimentos anteriores. Ja o grupo TC, com apenas 10 minutos de tempo
de inibicdo da catalase, obteve reducéo total (6,1 Logio UFC/mL).

Surgiu, entdo, a duvida do que aconteceria caso a CUR fosse adicionada antes
do 3-AT. A figura 24 demonstra a avaliacao da toxicidade no escuro e ap0s irradiacéo
por fluéncia de 25 J/cm? (55 mW/cm?) por LED 460 nm da CUR 6,25 pg/mL e do 3-AT
10 pg/mL no tempo de inibicdo da catalase igual a 10 minutos, primeiro com a adigéo
da CUR e depois com a adi¢ao do 3-AT.

Figura 24. Avaliagao da toxicidade da Curcumina (6,25 pg/mL) e do 3-AT (10 pg/mL) na auséncia e
na presenca de irradiacé@o, primeiro com a adi¢do da Curcumina, seguido da adi¢cdo do 3-AT
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O grafico representa a avaliacdo da toxicidade no escuro e apds irradiacdo da terapia combinada
mediada por Curcumina (6,25 ug/mL) dissolvida em DMSO 1% e sacarose 0,5% no tempo de inibicdo
da catalase igual a 10 minutos. Os circulos representam os valores médios de logio entre 0s grupos
controle de crescimento (CC), controle de veiculo (CV), curcumina 6,25 pg/mL, 3-AT 10 pg/mL e terapia
combinada mediada por curcumina 6,25 ug/mL de trés experimentos independentes e as barras
representam o intervalo de confianca de 95% (n=9) (two-way ANOVA). Para avaliacdo no escuro, as
amostras foram deixas no escuro e em temperatura ambiente pelos tempos de inibicdo, pré-incubacdo
e irradiacdo; j4 para avalicdo da susceptibilidade bacteriana apés irradiacdo, as amostras foram
deixadas no escuro pelo periodo de inibicdo e pré-irradiacédo, sendo irradiadas apés por LED 460 nm,
fluéncia de 25 J/cm? (55 mW/cm?). Fonte: Autoria prépria, 2021.

E possivel observar que a figura 24 demonstrou o mesmo padr&o da figura 23,

demonstrando que, em relacédo & TC mediada por CUR, a ordem de adi¢&o do inibidor
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de catalase e da CUR néo impactou o resultado final de reducédo bacteriana total com
10 minutos de periodo de inibicdo da catalase.

A avaliacao inicial dos resultados pode parecer discrepante do obtido coma TC
mediada por AM, ja que tal tratamento precisou de 40 minutos de inibicdo para obter
0 mesmo resultado, o que leva a crer que a TC mediada por CUR é muito mais
eficiente.

Entretanto, ao analisar os tempos de pré-irradiacdo de ambos os FSs, €&
possivel chegar a outra concluséo: o tempo de pré-incubacdo do AM é de 10 minutos,
ja o da CUR é de 30 minutos.

Ao somar o tempo de inibicdo da catalase com o tempo de pré-irradiacéo para
cada FS, obtemos um periodo de pré-tratamento total de 50 minutos para o AM e de
40 minutos para a CUR. Com isso, pode-se concluir que ambos as TC possuiram
aproximadamente o mesmo tempo de pré-tratamento e, portanto, tiveram a mesma
eficécia.

Pode-se concluir também que foi necessario um tempo de pré-tratamento de
no minimo 40 minutos para obter reducéo total do Logio UFC/mL da suspenséo de S.
aureus.

Além disso, é valido comparar a eficiéncia quantica para a producédo de O:
para cada FS com a atividade da catalase.

Em geral, FS pouco hidrossoluveis, como a CUR, tendem a se agregar em
solucao, o que neutraliza o potencial fototoxico e penetracdo em células bacterianas,
gerando baixos rendimentos quanticos de 102 (KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002;
SEIDI DAMYEH et al., 2020). Com isso, podemos supor que a eficiéncia quantica
para a producéo de *O2da CUR é menor que o do AM e que uma menor produgéo de
102 necessitaria de menor atividade da catalase, sendo necessario um menor tempo
de inibicdo pelo 3-AT para extinguir essa atividade e aumentar o efeito dos poucos
102 produzidos pela CUR; o oposto também seria verdadeiro: como o AM tem maior
producéo 102, seria necessario de maior atividade catalitica para suprir a acédo dessa
ERO, fazendo com que seja necessario um maior tempo de inibicdo da catalase pelo
3-AT para neutralizar essa atividade.

A aplicacao desse estudo vai de encontro direto com o de Tomb et al. (2017),
gue demonstraram que MSSA cultivadas em exposicdo a luz violeta-azul
antimicrobiana (comprimento de onda de 405 nm; 1 mW/cm? 108 J/cm?)

demonstraram maior tolerancia a irradiacdo do que culturas cultivadas no escuro,
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sugerindo que exposicdo a luz de baixa taxa de fluéncia de 405 nm durante a cultura
pode ter agido como um estressor de baixo nivel durante o crescimento, levando ao
aumento de regulacao das respostas ao estresse oxidativo. Tal achado demonstra a
possibilidade de aumento na expresséo de enzimas protetoras, por exemplo levando
ao aumento da quantidade de catalase (TOMB et al., 2017).

Tais achados corroboram com os experimentos de Dosseli et al. (2012), que
demonstrou um aumento de catalase ap0s inativacéo fotodinamica com luz azul em
S. aureus, levando a crer que esta enzima € regulada para tentar ajudar a proteger as
bactérias contra o estresse oxidativo (DOSSELLI et al., 2012; TOMB et al., 2017).

Além disso, até o momento ndo foram encontrados relatos na literatura que
utilizem a abordagem utilizada nesse estudo. Dois artigos podem se aproximar, sendo
o primeiro demonstrando o impacto do 3-AT na catalase peroxisomal em cepas de
Candida tropicalis in vivo, mas o0 mesmo nao aplica a TFDa (UEDA et al., 2003); e o

outro usa uma estrutura derivada do 3-AT na TFDa (LIU et al., 2021).

5. CONCLUSOES

Tendo em vista os dados apresentados, € possivel concluir o 3-AT promoveu
reducdo do crescimento bacteriano, nao levou a morte bacteriana e os parametros de
fluéncia sub-letal para TFDa mediada tanto por AM quando por CUR foram
padronizados com sucesso. Quanto a TC mediada por AM e por CUR, o sinergismo
entre TFDa e 3-AT foi comprovado e, mesmo que tempo de inibicdo da catalase sejam
diferentes, ambos apresentaram aproximadamente o0 mesmo tempo de pré-

tratamento e a mesma eficacia.

Também é possivel concluir que a terapia combinada mediada tanto por AM quanto
por CUR tem grande potencial de aplicagcdo em estudos mais complexos, podendo

chegar até a ser utilizado no tratamento de infec¢gBes por S. aureus.
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