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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 acao fundamentado na ativacado 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
alteragcOes 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 ndo apresentou MIC e CBM para as concentragfes
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 antibidticos 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 fenbmeno
natural como resposta a pressdo seletiva exercida pelo uso de antibiéticos. Essa
pressao seletiva tem sofrido uma expanséo acelerada devido a utiliza¢do 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
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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 | hd producédo 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 lipoperoxidagdo. 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 acéo das reacges 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 |) ou de forma direta (reacéo do tipo Il), com formacao 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 sdo: 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 é 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¢des fisiolégicas. 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 diferenca 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,
infeccdes 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, enterocitos 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 sado 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
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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. CONCLUSOES

Tendo em vista os dados apresentados, € possivel concluir o 3-AT promoveu
reducdo do crescimento bacteriano, ndo 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, 0 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.
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Também é possivel concluir que a terapia combinada mediada tanto por AM quanto
por CUR tem grande potencial de aplicacdo em estudos mais complexos, podendo

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