RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 03/06/2025.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ACAO ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LANTERNA
ULTRAVIOLETA E RIBOFLAVINA CONTRA
MICRORGANISMOS PATOGENICOS DA CORNEA CANINA

Lais Fernanda Sargi

Médica Veterinaria

2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ACAO ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LANTERNA
ULTRAVIOLETA E RIBOFLAVINA CONTRA
MICRORGANISMOS PATOGENICOS DA CORNEA CANINA

Discente: Lais Fernanda Sargi
Orientadora: Profa. Dra. Paola Castro Moraes

Coorientadora: Profa. Dra. Marita Vedovelli Cardozo

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - UNESP, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Cirurgia

Veterinaria.

2024



Sargi, Lais Fernanda
S243a Agiio antibacteriana in vitro de lanterna ultravioleta e riboflavina
contra microrganismos patogénicos da comea canina / Lais Fernanda
Sargi. -- Jaboticabal, 2024
9p. il

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Veterinanas, Jaboticabal
Orientadora: Paola Castro Moraes

Coonentadora: Marta Vedovelli Cardozo

1. Oftalmologia Veterindria. 2. Cirurgia de cornea. 3. Riboflavina.
4. Anti-infecciosos. 5. Fototerapia. 1. Titulo.

Sistema de geraglo automética de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo auto{a).



Campus de Jaboticabal

unesp,%- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘ﬁ

CERTIFICADO DE APROVAGCAD

TITULO DA TESE:  AGAQ ANTIBACTERIAMA IN VITRO DE LANTERNA ULTRAVIOLETA E RIBOFLAVINA
CONTRA MICRORGANISMOS PATOGENICOS DA CORNEA CAMINA

AUTORA: LAIS FERNANDA SARGI
ORIENTADORA: PAOLA CASTRO MORAES
COORIENTADORA: MARITA VEDOVELLI CARDOZO

Aprowada coma parte das exigénoias para obtengiio do Titulo de Doutora em Cirurgia Veterinaria, pela
Comissfo Examinadara;
sl mrerde ainamada dgasEnin

AT WAL LR Rl 20
goulyr mememsos
Wby e oer b vala M g e

Frofa, Dra. MARITA VEDOVELLI CARDOZO (Participagas Virlual)
Depatamento de Patologia Repraducan e Saude Unica f FCAY UNESP Jaboticabal

e s el e Bisfada by ey

FEEMATA MRES, MLl i S0
LAM3 DR1D5 30 3 H 33 a0
e 7, B il I8 g

Frofa. Dra. REMATA MARLA MONGAD DA SILVA (Paricpagac Virnual)
Departamento de Clinlca e Clrurgia Veterinaria / Centro Universitdrio de Exceléncia (UNEX) - Faira de
Santana’BA,

Dauror smra oo dpubrat e

ub.a L RN T MR
'g:': = et B LHTHI 110240000

Vel g beapac | realld w mlgos ke

Frafa. Ora. LILIAN CRISTIMA MAKING (Parficipagan Wirtual)
Departamento de Recursos Pesqueiros & Aquicultera f FCAVR UNESP Registro
Prosrania nu s digRaEene

erPiqe o i rpaaslickes b g

Frofa. Dra, CARCLINE PETERS PIGATTO DE NARDI (Fartcipagae Virual)
ﬁniam’:‘naﬁm g;llicmhlnlngla & Saide Animal ! Instituto Fedaral de Educagio, Ciéncla @ Tecnologia de Sdo0
ulo - Makso/

Dacurman soia o dng b

AHMELNE TAPLE CAMPLES | DEck RaMTOon
LT T ———
il mn B s b

Profa. Dra, ANMELISE CARLA CAMPLESI DOS SANTOS {Participacas Virlual)
Departameanto de Clinica & Cirurgla Velefindda | FCAV UNESP Jabalicabal

Jabaoticabal, 03 de dezembro de 2024



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Lais Fernanda Sargi, nascida no Municipio de Jaboticabal, Sdo Paulo, no dia
vinte e seis do més de novembro de 1993. Ingressou no curso de Medicina Veterinaria
na Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana em 2012. Realizou estagios na
area de clinica cirargica de pequenos animais durante a graduacgéo na instituicdo de
origem, na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” no Campus de
Jaboticabal, SP e Botucatu, SP. Obteve o titulo de Médica Veterinaria em 2016. Entre
os anos de 2017 e 2018, em nivel de especializacdo lato sensu, participou do
Programa de Aprimoramento Profissional em Medicina Veterinéria da Universidade de
Franca (UNIFRAN), Sdo Paulo, especializando-se na area de Clinica Cirdrgica de
Pequenos Animais. Mestre pelo Programa de P6s-Graduacédo em Cirurgia Veterinaria
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, FCAV - Campus de
Jaboticabal, em 2021. Atualmente € aluna regular do Programa de Pd4s-graduacédo
Strictu Sensu em Cirurgia Veterinaria, nivel doutorado, na Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, FCAV - Campus de Jaboticabal, sob orientacdo da

Profa. Dra. Paola Castro Moraes com énfase em oftalmologia de pequenos animais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiro a vida, que me presenteou por ter chegado até aqui, por ter
me dado os pais, Edna Maria Curci e Jairo Sargi e meu padrasto Luis Beraldo; os trés
sempre estdo dispostos a me apoiar em todos 0s meus passos. Agradeco ao meu
noivo Victor Mattos, por estar presente, me ouvindo e me apoiando, obrigado pelo
carinho e companheirismo. Em lembranca a minha avé que mesmo néo estando aqui
hoje, a carrego sempre comigo.

Agradeco a professora Paola Castro Moraes, minha orientadora que esteve
sempre presente agindo e buscando a melhor forma de resolver tudo, obrigado pela
ajuda.

Agradeco a professora Marita Vedovelli Cardozo, pela coorientacédo e por me
acolher nessa jornada e nao medir esforcos para que as coisas dessem certo.

Agradeco ao Romério, por me acolher no Laboratério de Microbiologia
Veterinaria e me ensinar pacientemente os caminhos a seguir e ser meu braco direito
na execucao do presente trabalho.

Agradeco a equipe de atendimento de oftalmologia veterinaria do Hospital
Veterinario "Governador Laudo Natel" (HV) - Unesp - Campus de Jaboticabal
especialmente ao professor Ivan, a Cinthya, a Pamella e a Larissa que sempre
estiveram presentes em todos os momentos, e além de colegas de trabalho se
tornaram meus amigos, obrigada pela amizade. E por ultimo, e ndo menos importante,
a Gabriela Madruga que esteve comigo em todos os momentos de angustia e de
aflicdo, sempre me encorajando a explorar o assunto da minha tese de doutorado.

Agradeco a CAPES. O presente trabalho foi realizado com apoio da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil. Codigo de

financiamento 01.



EPIGRAFE

“Cré em ti mesmo, age e veras os resultados. Quando te esforcas, a vida também se
esforca para te ajudar.”

Chico Xavier


https://www.pensador.com/autor/chico_xavier/

SUMARIO
Péagina
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS .......cccecvevveueenenn i
11 11V i
AB ST RA CT ..ot e ettt bt e et e e e e e e e e e e e e e ettt aaaaa e s [
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e an e e e %
CAPITULO 1. CoNSIiderag8es GEIAIS ..... ..cccceveeeueereeiereeeeeeeteeieeeeeee e steeseeee e ene s 1
1. INTRODUGAOD ..ottt 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 2
V2 Y A g =Y (o] 4 o1 F= W0 F= W o0 1 T PP 2
2.2. Cicatrizac8o da da COMEA........ccoeeieeiieiiiiiiie e 4
2.3. Ceratites ulcerativas € "melting” COrNean0 .............c.uvviieeieeeeeieriiiiiieeeeeean, 6
2.4, " CroSS-INKING™ ...cooiiiiiiiiiiiiie e 9
T O L= N | I Y 1 S 10
4, REFERENCIAS .....coiiiiiitetit ettt 10

CAPITULO 2. Efficacy of the combination of ultraviolet-A light and riboflavin in
reducing microorganisms isolated from canine corneas: An in vitro

ES3 (U o PSSP 15
1. INTRODUCTION ... 16
2. MATERIALS AND METHODS.......coiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 17

2.1. Pathogen SeleCtioNn .........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 17

2.2. Riboflavin preparation and dilution ... 18

2.3. Bacterial Suspension in Riboflavin Solution ............ccccccciiiiiiiiiiiiinnnn. 19

2.4. UVA Irradiation and EXposure TIMe.......... coceeeeieeeeiiieiiiiieeee e 19

2.5, "TIME-KIll CUIVE".....oiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20

2.6.  StatistiCal ANAIYSIS.....cccceeeiiieeeci e 20

T ] U 15 T 21
T B 11T 01 01535 [ 23
N O ] N[0 015 ] 27
5. REFERENGCES ........otttititiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e saesesasasasassssnsssnsasssnsnnnnnnns 28
APPENDIX A — Curves of Antibacterial Effect of Riboflavin Photoactivated by
UVA Light on Microorganisms of Canine Ulcerative KeratitiS.......cvevevvavnernnnns 36

APPENDIX B — “Boxplots” lllustrating the Variation in Antibacterial Activity of
Riboflavin Photoactivated on Microorganisms of Canine Ulcerative Keratitis...37



CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Ay UMVERSIOADE ESTADUAL PAULSTA

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Cenificamos que o projeto de pesquisa intitslado  “Avalingio da  efcicia
antibacterinna de uma lanterna UV assecisds a riboflaving em microrganismos
patogénicas da cdrnes camina®, prosocolo ° 22752024, sob o responsabelidade da
Prof* Dr* PAOLA CASTRO MORAES, que emvohve a produglio, manwenclo elou
utilizagdo de animais periencentes &0 Filo Chordma. sebdilo Vertebrats (excelo o
homem), para fies de pesquisa clentifica (ou emsino) - encontra-se de acordo com o3
preceisas da ki n° 11.794, de 08 de cutubro de 2008, no decreto 6,899, de 15 de julho de
2009, ¢ com &5 sormmas editvdas pelo Comselho Nocionsl de Conwole de
Experimentagdo Animal (CONCEA). e fol aprovedo pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), ds FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em rewnidio ordindria
de 17 de abeil de 2024,

Vigéneia do Projeto 01052024 & 13122004
Espétie ) Lakagon Nio se aplica
N*de asirran Niw s aplica
Peio / Idade N se aplica
Sexo N ae aplica
Origemn Nao sx aplics

Jabotcubad, 17 de abril de 2024,
'\"M oD s
* Helema Cristina Delgads Brito
Coardenadom - CEUA

Citroas Ag*ain o \wherrdras

VO30 fcesso Prsl Pasks Donsis Casmiere, a'n CEP 204500 - Jateiiatel - 57 - Dol
Tl 16 32097100 - v S unarig



ACAO ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LANTERNA ULTRAVIOLETA E
RIBOFLAVINA CONTRA MICRORGANISMOS PATOGENICOS DA CORNEA
CANINA

RESUMO - Este estudo prop0s avaliar a atividade antimicrobiana em isolados bacterianos
clinicos provenientes de cdes com ceratites ulcerativas, empregando a lanterna ultravioleta a
365nm, valor comparavel ao utilizado no PACK-CXL. Amostras de Staphylococcus
pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Streptococcus canis
foram coletadas de casos de ceratite ulcerativa canina. Solucdes de riboflavina nas
concentracdes de 0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,4% e 0,8% em Mueller-Hinton Broth (MHB)
foram preparadas, inoculadas e expostas a luz ultravioleta (365 nm) a uma distancia de 3 cm
por 15 e 30 minutos. O efeito antimicrobiano foi avaliado pelo método de curva de morte
microbiana (time-kill curve). Os dados foram transformados em logaritmo, e a normalidade e
homogeneidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A
analise estatistica incluiu o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn corrigido pelo
método de Bonferroni. Os resultados mostraram que S. pseudintermedius nao apresentou
crescimento nas concentragdes de 0,4% e 0,2% em 32 horas e nas concentragdes de 0,05%
e 0,4% em 64 horas com exposi¢éo a luz UVA. Redugdes significativas foram observadas nas
concentracdes de 0,4%, 0,2% e 0,1%, comecando 8 horas apds a exposi¢do. Para S. canis,
redugdes significativas foram observadas na concentracao de 0,4% apos 32 horas (15UVA) e
16 horas (30UVA), mas essas redugdes foram insuficientes para inibir o crescimento
bacteriano. K. pneumoniae apresentou crescimento reduzido na concentracdo de riboflavina
de 0,2%. P. aeruginosa nao apresentou resposta as concentracdes testadas. A analise
comparativa entre 15UVA e 30UVA ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre
as quatro cepas bacterianas testadas (p > 0,05). Conclui-se que a combinacgé&o de riboflavina
com radiagdo UVA apresenta um efeito antimicrobiano significativo contra S.
pseudintermedius, variando conforme a concentracdo e o tempo de exposigdo. Em
contrapartida, P. aeruginosa demonstrou resisténcia ao tratamento em todas as condi¢des
testadas. Ja os efeitos sobre K. pneumoniae e S. canis mostraram-se variaveis, indicando
uma resposta limitada, dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢ao.

Palavras-chave: céo, ceratite ulcerativa, ceratomalécia, "crosslinking"



IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTION OF ULTRAVIOLET LANTERN AND
RIBOFLAVIN AGAINST PATHOGENIC MICROORGANISMS OF CANINE
CORNEA

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the antimicrobial activity in clinical bacterial
isolates from dogs with ulcerative keratitis, using ultraviolet light at 365 nm, a value comparable
to that used in PACK-CXL. Samples of Staphylococcus pseudintermedius, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, and Streptococcus canis were collected from cases of
canine ulcerative keratitis. Riboflavin solutions at concentrations of 0.025%, 0.05%, 0.1%,
0.2%, 0.4%, and 0.8% in Mueller-Hinton Broth (MHB) were prepared, inoculated, and exposed
to ultraviolet light (365 nm) at a distance of 3 cm for 15 and 30 minutes. The antimicrobial effect
was evaluated using the time-kill curve method. The data were log-transformed, and normality
and homogeneity were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively.
Statistical analysis included the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test corrected using
the Bonferroni method. The results showed that S. pseudintermedius exhibited no growth at
concentrations of 0.4% and 0.2% after 32 hours, and at 0.05% and 0.4% after 64 hours of UVA
exposure. Significant reductions were observed at concentrations of 0.4%, 0.2%, and 0.1%,
starting 8 hours after exposure. For S. canis, significant reductions were observed at a
concentration of 0.4% after 32 hours (15UVA) and 16 hours (30UVA), but these reductions
were insufficient to inhibit bacterial growth. K. pneumoniae exhibited reduced growth at the
riboflavin concentration of 0.2%. P. aeruginosa showed no response to the tested
concentrations. Comparative analysis between 15UVA and 30UVA did not show any
statistically significant differences across the four bacterial strains tested (p > 0.05). It is
concluded that the combination of riboflavin with UVA radiation presents a significant
antimicrobial effect against S. pseudintermedius, varying with concentration and exposure
time. In contrast, P. aeruginosa demonstrated resistance to treatment under all tested
conditions. The effects on K. pneumoniae and S. canis were variable, indicating a limited
response dependent on concentration and exposure time.

Keywords: dog, ulcerative keratitis, keratomalacia, cross-linking
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CAPITULO 1. Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

Ocorréncias oculares sdo capazes de ocasionar injuria reversivel ou irreversivel
do sistema visual. Entre elas, evidencia-se a ceratite ulcerativa, quadro emergencial
gue causa dor e perda da acuidade visual dos caes. A Ulcera de cOrnea caracteriza-
se pela perda de continuidade do epitélio da cornea que resulta na exposi¢cdo do
estroma subjacente (WHITLEY; HAMOR, 2021). A ceratomalacia (“melting
corneano”) ocorre quando ha desequilibrio entre a atividade da colagenase e da
anticolagenase, processo que leva a liquefacdo do tecido estromal da cérnea, o que
resulta na destrui¢do do tecido lamelar da cérnea, normalmente associado a infecgao
bacteriana. Cé&es braquicefdlicos apresentam elevada predisposicdo ao
desenvolvimento de ceratite ulcerativa, devido a caracteristicas anatdmicas
especificas dessas racas, como macroblefaro, lagoftalmia, alteracdes palpebrais
(entrépio e ectrépio), anormalidades ciliares e deficiéncia quantitativa ou qualitativa do
filme lacrimal. Essas condi¢cdes aumentam a exposicéo e a vulnerabilidade da cérnea,
elevando o risco de les6es oculares (WHITLEY; HAMOR, 2021).

A investigacdo da microbiota bacteriana associada a Ulceras de cérnea em
cées desempenha um papel crucial na compreensao e no tratamento eficaz dessa
condi¢do clinica. Entre as bactérias frequentemente identificadas nestes casos,
destacam-se o0 Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Pseudomonas spp.
(HEWITT et al., 2020; VERDENIUS et al., 2023). A distincdo entre as caracteristicas
das bactérias gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., € as
gram-negativas, como Pseudomonas spp. e Klebsiella spp., € essencial para
direcionar abordagens terapéuticas especificas, tendo em vista as diferencas na
estrutura de suas paredes celulares e nas respostas aos tratamentos.

Em pacientes em que o tratamento clinico ndo é responsivo ou ha perda
significativa do estroma da coOrnea, a intervencao cirdrgica € necessaria, entretanto
pode resultar em cicatrizes significativas da cornea (SOONTORNVIPART et al., 2003).

Atualmente, a terapia fotodindmica nao cirargica pode ser empregada como

coadjuvante no tratamento de ceratomaléacia em cées. Este procedimento envolve a



exposicdo a luz ultravioleta (UVA) por meio de um sistema chamado "cross-linking",
combinado com a aplicacao topica de riboflavina na cérnea, promovendo a formacao
de ligacdes covalentes entre as fibras de colageno e a inativacdo de patégenos por
meio da fotossensibilizacdo da riboflavina (POT et al., 2015; SUTER et al., 2022). O
“cross-linking” de colageno na cérnea, utilizado para fortalecer sua estrutura, resulta
na morte bacteriana através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
durante a exposicdo a luz ultravioleta. A riboflavina atua como fotossensibilizador,
gerando ROS que induzem estresse oxidativo nas bactérias, causando danos
irreversiveis as células, comprometendo a integridade da membrana celular,
peroxidacao lipidica, lesées no DNA e, por fim, levando a morte bacteriana (SHARMA
et al., 2019). No entanto, devido ao elevado custo do equipamento, sua aplicacao na
oftalmologia veterinéria ainda ndo é uma realidade disseminada.

Recentemente, foi publicado estudo utilizando lanterna ultravioleta e riboflavina
para realizar “cross-linking”, como método alternativo e econémico ao aparelho. O
estudo demonstrou 6timo resultado no qual a cicatrizagdo da cérnea foi alcancada em
17 de um total de 21 olhos (LEMBO et al., 2018). Até o momento ndo ha dados
publicados sobre a eficiéncia da lanterna UVA (Nitecore Chameleon CU6®,
Guangdong, China) para as principais cepas bacterianas envolvidas nas ceratites
ulcerativas de cées. A hipotese deste estudo € sugerir um método alternativo,

econdmico e efetivo para ser utilizado no tratamento do "melting” corneano.
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5. CONCLUSION

The results indicate that the combination of riboflavin and UVA radiation can
effectively reduce the count of S. pseudintermedius, especially at concentrations
of 0.4% and 0.2% during 32 hours with 15-minute exposure, and at concentrations
of 0.05% and 0.4% during 64 hours with 30-minute exposure. However, P.
aeruginosa was resistant to the treatment, and the effects on K. pneumoniae and
S. canis were variable, with some concentrations showing significant reductions

but insufficient to
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completely inhibit bacterial growth. Further studies on the efficacy of using the
flashlight for stromal collagen effects are warranted.
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