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RESUMO

A presenca de microrganismos multidroga-resistentes (MDR) vem crescendo e se
tornando um grande problema de saude publica global, motivando a procura por
terapias alternativas a antibioticoterapia. Neste sentido, a terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) surge como um meétodo excepcional, sendo baseada na
excitagdo de um fotossensibilizador (FS) irradiado por luz, que por consequéncia gera
espécies reativas de oxigénio (EROS) causando a morte celular bacteriana e
impossibilitando o desenvolvimento de resisténcia. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito fotodinamico dos FSs clorofilina (CHL) e lupulo (LUP), expostos a luz
de LED, no controle antimicrobiano sobre cepas de Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus. Foram utilizadas 4 cepas ATCC, sendo elas K. pneumoniae
ATCC 700603, KPC ATCC BAA-1705, S. aureus ATCC 29213 e MRSA ATCC BAA-
1026, onde foram submetidas a condicdo experimental através do método de
microdiluicdo em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e posterior contagem de UFC/mL.
Foi evidenciada uma intensa sensibilizacdo para as cepas de S. aureus e MRSA
quando associada CHL ao LED, mostrando total inibicdo bacteriana. Para as bactérias
Gram-negativas, apesar de terem expressado potencial antimicrobiano, o efeito
fotodindmico nao foi tdo significativo. Faz-se necesséria a elaboracdo de estudos
utilizando moléculas desestabilizadoras de membranas de bactérias Gram-negativas
bem como da procura de novos métodos para o aperfeicoamento de preparacdes de
lGpulo com o objetivo de elucidar sua utilidade na terapia fotodinamica.

Palavras-Chave: aPDT, Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, MDR, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Clorofilina, Lupulo, KPC, MRSA.



ABSTRACT

The presence of multidrug-resistant microorganisms (MDR) has been growing and
becoming a major global public health problem, motivating a search for alternative
therapies for antibiotic therapy. In this sense, antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) appears as an exceptional method, based on the excitation of a photosensitizer
(PS) irradiated by light, which consequently generates reactive oxygen species (ROS)
causing bacterial cell death and making the development of resistance impossible.
This study aimed to evaluate the photodynamic effect of chlorophyllin (CHL) and hop
as PSs, exposed to LED-light, in the antimicrobial control of Klebsiella pneumoniae
and Staphylococcus aureus strains. Four ATCC strains were used, K. pneumoniae
ATCC 700603, KPC ATCC BAA-1705, S. aureus ATCC 29213 and MRSA ATCC BAA-
1026, where they were submitted to experimental condition using the BHI (Brain Heart
Infusion) broth microdilution method and subsequent CFU/mL count. An intense
sensitization was evidenced for the strains of S. aureus and MRSA when associated
with CHL, showing total bacterial inhibition. For Gram-negative bacteria, despite
having expressed antimicrobial potential, the photodynamic effect was not so
significant. It is necessary to elaborate studies using destabilizing molecules of Gram-
negative bacteria’s membranes, as well as the search for new methods for the
improvement of preparations of hop to elucidate a usefulness in photodynamic therapy.

Key words: aPDT, Antimicrobial Photodynamic Therapy, MDR, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Chlorophylline, Hop, KPC, MRSA.
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1 INTRODUCAO

A presenca de microrganismos multidroga-resistentes (MDR) vem se tornando
cada vez mais desafiadora no ambito da saude. Tendo em vista de que a crescente
resisténcia bacteriana € considerada como um problema de saude publica global,
segundo relatério Frontiers de 2017 da Organizagdo das Nagbes Unidas (ONU), é
perceptivel a preocupante dimensdo em que o comprometimento a efetividade dos
antibioticos vem proporcionando, deixando muitas vezes inviavel até mesmo o

tratamento de uma simples infec¢éo (UNEP, 2017).

Willyard (2017) cita a estimativa de que anualmente cerca de 700 mil pessoas
evoluem a oObito por motivos de infecgdo por bactérias resistentes a antibioticoterapia.
Isto € decorrente de uma série de fatores, a comecar da propria composi¢cao da parede
celular, onde por exemplo em bactérias gram-negativas ha a presenca de uma dupla
camada, o que dificulta a entrada de drogas em concentra¢cdes suficientemente altas
para mata-las. Além disso, h& a presenca de mecanismos e genes de resisténcia e
um aumento da presenca de mutacdes genéticas que elas vém desenvolvendo

(ANVISA, 2007; HONG et al., 2015).

A partir do cenério alarmante acerca da busca por opcdes terapéuticas eficazes
e a alta taxa de cepas resistentes a antibiodticos, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), no inicio de 2017, classificou bactérias resistentes como de prioridade critica,
alta e média. Desta forma, no que concerne a demanda do desenvolvimento de novos
antibioticos e meios para reduzir essa resisténcia, foram destacadas as bactérias da
familia Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos e Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (MRSA), respectivamente, como de critica e alta urgéncia frente
as infeccdes hospitalares, atualmente denominadas Infeccbes Relacionadas a

Assisténcia a Saude (IRAS) (WILLYARD, 2017; BRASIL, 1997).

Infec¢des causadas por bactérias gram-negativas e positivas, especificamente
por Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, vem apresentando uma grave
ameaca a saude de pacientes hospitalizados, sendo uma das principais causas de
IRAS, sobretudo em Centros de Terapia Intensiva (CTIs). E notavel uma ascendente

prevaléncia de resisténcia nessas bactérias em todo o mundo, principalmente no
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Brasil (SILVA et al., 2014; HONG et al., 2015; VAN DUIN; DOI, 2017; LAHKUNDI;
ZHANG, 2018). Em virtude da limitacdo na terapia atualmente disponivel, € de sumo
interesse a realizacao de estudos para melhor analisar a oferta de meios efetivos para

o0 tratamento contra estes microrganismos MDR.

Na busca pela inovagéo terapéutica e por métodos eficazes que contribuam
para saude de individuos enfermos, muito tém-se discutido a respeito da Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana, do inglés Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT)
(AMINA; KADUSKAR, 2018). E uma terapia alternativa que abrange desde as areas
clinicas oncoldgica, dermatolégica e antimicrobiana com a ideia de ser uma
intervencdo baseada em moléculas fotossensibilizadoras (FS) que geram espécies
reativas de oxigénio, onde induzem a destruicdo das células-alvo a morte celular
qguando irradiadas com luz em comprimento de onda e dose adequada (HAMBLIN;

HASAN, 2004; PEREZ et al., 2018; HU et al., 2018; DE SANTI et al., 2018).

Apesar de serem desenvolvidas pesquisas que avaliem a acdo fotodinamica de
variados FSs contra microrganismos, ainda hd a necessidade da elucidacdo do
potencial que substancias naturais podem ajudar na corrida contra a multirresisténcia.
Isto possibilita a formulacdo de uma futura estratégia para poder melhor controlar
bactérias MDR, por exemplo, além de diminuir gastos de saude publica. Neste sentido,
a compreensdo dos beneficios que a aPDT pode oferecer, associada a FSs como
clorofilina e lupulo, se faz de grande importancia para o combate de bactérias Gram-

negativas e positivas, como K. pneumoniae e S. aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito fotodindmico de clorofilina e lGpulo no controle antimicrobiano

sobre cepas de Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a eficacia na utilizacdo de diodo emissor de luz (LED) associada a
clorofilina e lapulo.

e Explorar quais concentra¢des de clorofilina e lUpulo séo capazes de inativar
as cepas bacterianas K. pneumoniae, KPC, S. aureus e MRSA.

e Investigar a acao antimicrobiana da fototerapia em conjunto do
fotossensibilizador clorofilina e lGpulo em cepas resistentes do tipo KPC e

MRSA, comparada as estirpes sensiveis de K. pneumoniae e S. aureus.

17



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESISTENCIA BACTERIANA

Com a descoberta da penicilina, em 1928, e o seu desenvolvimento como
agente terapéutico, em 1942, observou-se uma reducao significativa das infeccdes
estreptococicas dos pacientes hospitalizados (OLIVEIRA et al., 1998). Porém, na
década de 50 houve um aumento da incidéncia de IRAS devido ao surgimento de
cepas de Staphylococcus resistentes a penicilina, causando surtos de infecgcdes com
altas taxas de mortalidade (CHAMBERS, 1988).

No inicio da ultima década muito foi questionado sobre a definicdo de bactéria
multirresistente, tendo em vista das variadas classificacdes e descricfes citadas na
literatura biomédica a respeito dos diferentes microrganismos MDR encontrados
(MAGIORAKOS et al.,, 2012). Procurando por uma terminologia internacional
padronizada, especialistas levantaram tamanha necessidade dessa iniciativa,
indicando o impacto que essas definicdes poderiam refletir em dados de vigilancia
epidemioldgica na saude publica e na confiabilidade destes (TAPSALL et al., 2009).
Magiorakos et al. (2012) além de contextualizarem o cenario, citando outros conceitos
diferentes de resisténcia microbiana como Extensivamente Droga-resistente (EDR) e
Pandroga-resistente (PDR), pontuam a definicho de MDR como a nao-
susceptibilidade a pelo menos um agente em trés ou mais categorias de
antimicrobianos as quais as bactérias sao habitualmente sensiveis. A multirresisténcia
bacteriana constitui o fator basico que gera contratempos a eficacia futura dos novos
antimicrobianos e que justifica a investigacdo e producdo de novas drogas. No
entanto, a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos ndo conseguem
conter a resisténcia bacteriana, porque esta eclode com muito mais agilidade e
eficacia (SANTOS, 2004).

O surgimento da resisténcia antimicrobiana é, geralmente, relacionado como
uma consequéncia natural da “pressao seletiva” resultante do uso apropriado ou néo
de antibidticos. Esta pressao seletiva pode resultar na produgéo de cepas previamente
suscetiveis que adquiriram resisténcia ap0s contato com alguma droga, como no caso
de Enterococcus em relagdo a vancomicina, caracterizando a resisténcia adquirida
(de SOUZA, 2013). Pode também ser o resultado da emergéncia de cepas

naturalmente resistentes a determinados antibioticos, como a Stenotrophomonas
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maltophilia em relacdo ao imipenem induzido por uma resisténcia intrinseca
(POSSEBON, 2003). Por outro lado, alteracdes imunolégicas ou estruturais
relacionadas ao hospedeiro, embora dificeis de serem determinadas, também podem
contribuir para uma boa instalacdo e desenvolvimento de resisténcia microbiana.
Sabe-se que a resisténcia adquirida é considerada, epidemiologicamente, mais
importante do que a resisténcia natural. Isto porque ela ocorre por mutacdo ou
aquisicdo de material genético de resisténcia, veiculados por plasmideos ou
transposons, nas quais sdo claramente associados a pressao seletiva e na possivel
disseminacao destes genes. Alteracdes simples em poucos pares de bases também
podem afetar a estrutura cromossémica ou genes controladores, levando a resisténcia
bacteriana (DEL FIOL et al., 2000).

3.2 RESISTENCIA BACTERIANA EM GRAM NEGATIVOS

Entre os principais microrganismos causadores de infeccdes hospitalares e que
apresentam mecanismos relevantes de resisténcia a antimicrobianos podem-se
destacar os bacilos Gram negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, como
€ 0 caso de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e da Serratia marcescens
(QUEENAN; BUSH, 2007).

Trata-se de uma classe de microrganismos frequentemente associados a
infeccdes do trato urinario, gastrointestinal e peritonite, sendo alguns também
responsaveis por casos de meningites, pneumonia e sepses desenvolvidas por
pacientes hospitalizados (QUEENAN; BUSH, 2007; CHANG et al., 2003).

Na atualidade, os patdbgenos gram-negativos, majoritariamente representados
pela familia das Enterobactérias, sdo responsaveis por cerca de 30% de todas as
infecgbes adquiridas em hospitais (WEINER-LASTINGER et al., 2019). Entre 2015 e
2017, com base em dados obtidos através do CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) 17,5% de E. coli, 8,8% de Klebsiella spp. e 8% de Pseudomonas
aeruginosa foram identificadas como multirresistentes em adultos hospitalizados.
Desta forma, a partir da crescente incidéncia dos variados mecanismos de resisténcia,
de acordo com estudos clinicos, o indice de mortalidade relacionado as infeccdes
ocasionadas por Enterobactérias MDR oscila entre 19% e 72% (TUMBARELLO et al.,
2012; QUERESHI et al., 2012; ZARKOTOU et al., 2011; DAIKOS et al., 2014; HIRSCH
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et al., 2010; BORER et al., 2009).

Estes patdégenos sdo capazes de apresentar diversos mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos, sendo um dos principais a produgdo de enzimas
capazes de degradar diferentes classes de farmacos. Entre as enzimas secretadas
por K. pneumoniae, por exemplo, destacam-se a ampC, capaz de hidrolisar
penicilinas, cefalosporinas até terceira geragcdo e monobactamicos e podendo ser
expressa a nivel cromossomal ou plasmidial; as betalactamases de espectro
estendido (ESBL), responsaveis pela resisténcia deste microrganismo a penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos; e as carbapenemases (MARTINEZ-MARTINEZ et
al., 1999).

A produgéo de carbapenemases na familia Enterobacteriaceae vem tomando
proporcdes globais na ultima década. No ultimo relatério publicado pelo CDC, em
2019, as CRE (do inglés, Carbapenem Resistant Enterobacteriaceae), juntamente
com Clostridioides (Clostridium) difficile e Neisseria Gonorrhoeae MDR, foram
destacadas como uma ameaca urgente, para as quais medidas imediatas de
controle devem ser tomadas (CDC, 2019).

Dentre os principais genes codificadores de carbapenemases, conforme a
classificacdo de Ambler (Figura 1), categorizada na classe A a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) destaca-se como a principal representante,
sendo atualmente a carbapenemase mais encontrada em Enterobacteriaceae
(RAPP et al., 2012). Carbapenemases pertencentes a classe B, as metalo-
betalactamases (MBLs) também apresentam ampla disseminacdo mundial
sobretudo na familia Enterobacteriaceae, sendo representadas principalmente pela
VIM (Verona imipenemase), IMP (Imipenemase), NDM (New Delhi metalo-
betalactamase) e SPM (S&o Paulo metalo-betalactamase) (CAMARGO et al., 2011,
SCHEFFER et al., 2010; POIREL et al., 2010; BUSHNELL et al., 2013). Por fim, as
OXA carbapenemases, pertencentes a classe D de Ambler, vem sendo
encontradas com uma frequéncia ascendente em enterobactérias, sendo
representadas majoritariamente pelas enzimas OXA-48-like (WALTHER-
RASMUSSEN et al., 2006; HIGGINS et al., 2010; POIREL et al.,, 2010). O
conhecimento acerca das carbapenemases é essencial, pois possibilita a analise
epidemiologica das cepas analisadas e resulta num maior conhecimento aplicavel

ao controle dos hospitais e pacientes envolvidos.
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Figura 1. Classificagdo de Ambler.

AmpC MBL KPC ESBL

o C-Ambler * B- Ambler * A- Ambler *A, D - Ambler

Fonte: AMBLER, 1980.

3.3 RESISTENCIA BACTERIANA EM GRAM POSITIVOS

As bactérias gram-positivas compreendem 7 das 18 ameacas urgentes, graves
ou relevantes a resisténcia a medicamentos descritas pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos EUA em 2019. Infec¢cbes causadas por bactérias
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), enterococos resistentes
a vancomicina (VRE) e Clostridioides difficile estdo entre as infec¢des resistentes a
multiplas drogas mais comuns na américa, por exemplo. Juntos estima-se que esses
microrganismos causem aproximadamente 400.000 casos de infeccdo em pacientes
hospitalizados e cerca de 17.000 mortes nos Estados Unidos, a um custo de bilhdes
de ddlares a cada ano (CDC, 2019).

Conforme Ueno e Jorge (2006) a espécie mais comum associada a doencas
humanas é o Staphylococcus aureus, notoriamente o mais virulento dentro do género.
Uma vez que essas bactérias se estabelecem nos tecidos mais profundos, sua
multiplicacdo pode causar necrose e eventual formacao de abscesso. S. aureus esta
presente em uma ampla gama de infeccdes geralmente envolvendo cateteres
permanentes e dispositivos protéticos assim como em infeccbes de pele, tecidos
moles, ossos e articulagbes (TONG et al., 2015). Além disso, S. aureus € uma das
principais causas de bacteremia em paises desenvolvidos, frequentemente associado
a infecgbes metastaticas como endocardite infecciosa, artrite séptica e osteomielite,
podendo muitas vezes levar a complicacbes como sepse e choque séptico (TONG et
al., 2015; LAKHUNDI; ZHANG, 2018; WEINER-LESTINGER et al., 2019).

Embora aincidéncia de bacteremia por MRSA tenha diminuido na ultima
década (TONG et al., 2015), essa bactéria resistente ainda permanece associada aos
piores resultados clinicos em comparagdo com o0 S. aureus sensivel a meticilina (VAN

HAL et al., 2012). Atualmente, a maioria das cepas de Staphylococcus spp. isoladas
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de pacientes hospitalizados é resistente a penicilina e a muitos outros antibiéticos, no
gue resulta a um aumento do tempo de internacéo hospitalar e nos custos associados
a assisténcia médica (ANTONANZAS; LOZANO, 2015; LAKHUNDI; ZHANG,
2018). Foi o0 uso clinico de oxacilina que levou ao aparecimento da bactéria S.
aureus resistente a meticilina.

Além disso, a literatura relata que no decorrer dos ultimos anos isolados do tipo
MRSA, que até entdo eram exclusivos de IRAS, foram responséveis por um gradativo
aumento de infec¢des também entre a comunidade (CA-MRSA); casos estes que
envolviam individuos sem qualquer interacdo direta ou indireta com a assisténcia a
salude que justificasse algum fator de risco para tal aquisicio (HEROLD;
IMMERGLUCK; MARANAN, et al., 1998).

Lahkundi e Zhang (2018) citam o mecanismo de resisténcia de MRSA,
mencionando a alteracdo das transpeptidases na parede celular, chamadas proteinas
de ligacdo a penicilina (PBPs), que perdem a afinidade para todos os agentes [3-
lactamicos, exceto a ceftarolina. Estas proteinas alteradas (PBP2a) sédo codificadas
por um gene adquirido, 0 mecA, onde esse material genético é transportado em um
elemento movel designado por cromossomo  staphylococcal cassette
cromosome mec (SCCmec) (HARTMAN; TOMASZ, 1984; MATSUHASHI et al., 1986;
HIRAMATSU et al.,, 1992). Portanto, o surgimento de cepas de estafilococos
resistentes a meticilina é devido a aquisi¢céo e insercao desses elementos genéticos
madveis nos cromossomos de cepas suscetiveis. Essa aquisicdo de resisténcia
antimicrobiana apresentou e ainda se demonstra como um desafio ao mundo médico

em termos de tratamento e controle de infeccfes estafilocdcicas.

3.4 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (aPDT)

A aPDT vem sendo considerada um método promissor de abordagem para
erradicar microrganismos patogénicos resistentes como bactérias Gram-negativas e
positivas, leveduras e fungos, apresentando muitas vantagens sobre a terapia
antibiodtica tradicional (SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013).

Tavares et al. (2010) mencionam esta terapia ser baseada na
fotossensibilizacdo de células com compostos exdégenos referidos como
fotossensibilizadores (FS). O FS ideal deve possuir baixos niveis de toxicidade no

escuro e capacidade de absorver luz visivel (400-800 nm) suficiente para que ocorra
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alguma reacéo celular, como também necessita de um alto rendimento de excitacao
eletrbnica de oxigénio em estado singleto e tripleto (SHARMA; CHIANG; HAMBLIN,
2011).

As moléculas fotossensibilizadoras sao excepcionais em termos de capacidade
de transferir para um estado tripleto o elétron ativado que saltou para um orbital mais
energético em um estado singleto ao obter energia proveniente da luz (VALENZUELA-
VALDERRAMA; GONZALEZ; PALAVECINO, 2019). Conforme demonstrado na
Figura 2, o FS no estado tripleto recupera seu estado basal por um dos dois tipos de
efeitos fotodindmicos; doando um elétron (Tipo 1), para o oxigénio soluvel, produzindo
o radical superoxido (OHe-), ou transferindo a energia (Tipo Il) para um oxigénio
molecular tripleto, ativando-o para o estado instavel de oxigénio singleto (*O2)
(FOOTE, 1968; VALENZUELA-VALDERRAMA; GONZALEZ; PALAVECINO, 2019).

Figura 2. Mecanismo da terapia fotodinamica.

Parasitas

Bactéria
Gram-negativa ‘

Bactéria Gram-positiva

Fonte: Adaptado de SHARMA; CHIANG; HAMBLIN, 2011.

Através do diagrama de Jablonski é possivel compreender como uma molécula (FS)
em estado fundamental singleto reage quando € excitado pela absorcéo de luz ofertada
pelos fétons, aumentando seu nivel de energia. Consequentemente, é observada a possivel
cascata de eventos (tipo | e Il) gerada através da interagdo da molécula com o ambiente.

Basicamente, é um processo que utiliza agentes sensiveis a luz e a fonte de
luz propriamente dita, onde a reacdo geralmente acontece em um ambiente rico em
oxigénio. Neste mecanismo ocorre a absor¢do da energia em comprimento de onda
especifico dos fotons pelo FS, e subsequentemente a transferéncia para as moléculas

de oxigénio circundantes para produzir as formas ativadas de OHe- ou 'Oz (FOOTE,
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1968). Em consequéncia, espécies reativas de oxigénio (EROS) e radicais livres sao
formados. Essas moléculas oxidativas podem entdo danificar e causar estresse em
macromoléculas bacterianas como proteinas, lipidios e &cidos nucléicos resultando
em morte celular (GHORBANI et al., 2018).

E evidente tamanha vantagem desta terapia sobre os antibi6ticos, conforme
mencionado por LIU et al. (2015). Citam desde a sua forte aderéncia inter FS-célula
bem como a auséncia da toxicidade fora da regiédo irradiada e a nao selecao de cepas
resistentes e mutantes assim como intervalo de tempo muito curto para o possivel
desenvolvimento da resisténcia, ao contrario do que pode ocorrer com O0S
antimicrobianos.

O tipo de FS na aPDT é um determinante importante em relacdo ao seu
possivel resultado, sendo classificados com base em sua estrutura e origem
quimica. Podem ser utilizados como FSs alguns pigmentos naturais (por exemplo
curcumina e hipericina) e estruturas de tetra-pirrol, como ftalocianinas e porfirinas,
assim como também outra op¢ao seriam 0s corantes sintéticos, como azul de metileno
e azul de toluidina (GHORBANI et al., 2018).

3.5 CLOROFILINA

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina,
tendo como atomo central o Mg (magnésio). Esse composto € uma estrutura
macrociclica assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol
(STREIT et al., 2005). Inserido dentro da classe de moléculas organicas das porfirinas,
o grupo dos “pigmentos da vida” devido a sua abundéancia na natureza, encontra-se o

derivado da clorofila hidréfilo, a clorofilina (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica clorofilina.

Fonte: Richter et al., 2019.
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Como resultado de suas propriedades de absorcéo, as porfirinas podem ser
fotoativadas na faixa de comprimento de onda azul (banda Soret, ~ 410 nm) ou
vermelha (banda Q, ~ 630-660 nm) tendo sua absorgéo na faixa de 450 nm (banda B
~ 400-450nm) (SILVA, 2016; HASENLEITNER; PLAETZER, 2020).

A clorofilina possui um rendimento quéantico de oxigénio singleto de ® A = 0.3
(FIEDOR et al., 1993) e foi demonstrado sua destruicao efetiva contra parasitas de
peixes, caracOis e larvas de mosquito in vitro e in situ (ERZINGER et al., 2011;
WOHLLEBE, S. et al., 2009). Na luz, ela exerce fortes propriedades fotodinamicas
sem a formacgdo de subprodutos toxicos, assim como sofre reacbes nas quais as
células-alvo sdo destruidas, por exemplo, por meio da geracdo de EROS
(CHATURVEDI; SINGH; SINGH, 2019).

Vantagens como alta excitacdo energética, alta taxa de producédo de EROS e
facil modificacdo quimica tornam as porfirinas em um dos FSs mais utilizados. Como
outros FSs, a presenca de carga catibnica € um fator muito importante na aPDT
(GHORBANI et al., 2018; ALVES, 2014). Da mesma forma que possuem fortes
propriedades fotodindmicas na luz e atuando como um FS atéxico, a procura e
abordagem a respeito da terapia utilizando este derivado vem sendo muito propicia
para um controle bacteriano eficiente, livre dos antimicrobianos classicos (LUKSIENE
et al., 2010; LUKSIENE; PASKEVICIUTE, 2011; APONIENE; LUKSIENE, 2015;
RICHTER et al., 2019).

Em um estudo recente de Richter et al. (2019) foi determinado o efeito da
clorofilina solivel em agua na inativacdo de cepas de bactérias Gram-positivos e
Gram-negativos. Apesar de ter demonstrado maiores efeitos somente nas Gram-
positivas, surpreendentemente, foi descoberto que a clorofilina afeta o crescimento de
bactérias também na auséncia de luz, o que indica um segundo mecanismo de acao
independente da luminosidade e desperta ainda mais o interesse cientifico nesse FS
(RICHTER et al., 2019).

3.6 LUPULO

O ltpulo (Humulus lupulus L.), pertencente a familia Cannabaceae, ordem
Rosales, é considerado uma planta dioica, ou seja, possui dois sexos aos quais se

distinguem pelo tamanho da flor e da planta (HORNSEY, 1999). Nas flores femininas
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ha a presenca de uma estrutura morfolégica denominada cone (Figura 4), cujas
pétalas contém glandulas de lupulina. Esta glandula € constituida por uma resina rica
em a-acidos nas concentracdes de 2,0 - 16% (Figura 5), B-&cidos nas concentracdes
de 1,5 - 9,5% (Figura 6), 6leos essenciais em 0,2 — 3% e polifendis, bem como outras
substancias que variam em suas propor¢cdes de acordo com os tipos diferentes da
planta (RUCKLE; SENN, 2006; SILVA; FARIA, 2008).

Conforme Silva e Faria (2008), os acidos presentes no ldpulo além de
contribuirem para o amargor, aroma e sabor da cerveja, também possuem atividade
antimicrobiana, onde interferem no transporte de metabdlitos na membrana

bacteriana e modificam o pH intracelular, consequentemente levando a morte da

célula por meio de insuficiéncia nutricional.

Figura 4. Corte transversal da flor fémea de lapulo.

Eixo central

Glandula lupulinica
Contendo resina e 6leos essenciais

- m -
Bracted s

Fonte: http://meninalupulina.blogspot.com/.

O extrato de Humulus lupulus é utilizado na indUstria como agente
bacteriostatico, técnica utilizada na fabricacdo de cerveja devido a inibicdo do
crescimento de espécies bacterianas contaminantes no processo de fermentacéo,
além de potencializar as condi¢des fermentativas para as leveduras (RUCKLE; SENN,
2006). Sabe-se que a lupulona (a-acido), humulona (B-acido), isohumulona e acido
humulinico ja mostraram alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas
como Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Micrococus sp.,
Bacillus sp. e Pediococcus sp. (SHIMWELL, 1937; CHIN et al.,, 1949; TEUBER;

26



SCHMALRECK, 1973; SAKAMOTO; KONINGS, 2003).

Uma analise da combinacdo de lupulona e xanthohumol, juntamente a
antibiéticos como sulfato de polimixina B, ciprofloxacino e tobramicina foi testada in
vitro tanto em bactérias Gram-negativas quanto positivas, tendo uma coacao muito
promissora para ambos 0s tipos de microrganismos, apesar dos resultados terem sido

mais significativos as Gram-positivas (NATARAJAN et al., 2008).

Figura 5. Estrutura quimica dos principais a-acidos do lapulo.

Adhumulone Adprehumulone Cohumulone
\
Humulone Poshumulone Prehumulone

Fonte: Erzinger et al., 2020.

Figura 6. Estrutura quimica dos principais 3-acidos do lupulo.

Adlupulone Colupulone

lupulone Poslupulone Prelupulone

Fonte: Erzinger et al., 2020.
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Estudos vem analisando a sua atividade antibiofilme, especificamente de
lupulona e xanthohumol, apresentando resultados ndo s6 capazes de penetrar o
biofilme e reduzir o nimero de células bacterianas em seu interior, como também em
suas concentracdes mais elevadas reduzir o numero de bactérias vivas a zero
(BOGDANOVA et al.,, 2018). Efeitos antibacterianos sdo notados também em
pesquisas que avaliaram a concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato de lupulo
ser inclusive maior contra microrganismos resistentes como MRSA, do que quando
utilizados antibioticos como a clindamicina (WEBER et al., 2019).

Essa planta possui uma longa histéria de uso como conservante natural na
cerveja devido a altas concentracfes de acidos amargos Unicos que inibem o
crescimento de bactérias ja em concentracdes surpreendentemente baixas (KNEZ
HRNCIC et al., 2019). Possiveis mecanismos de atividade antibacteriana destes
acidos amargos e seus derivados podem incluir o vazamento induzido da membrana
bacteriana devido ao seu carater altamente hidrofébico, especialmente da lupulona
(ROJ et al., 2015). Apesar das bem conhecidas atividades antibacterianas do IGpulo,
geralmente destinada a industria cervejeira, ainda ha uma escassa quantidade de
informacdes sobre os potenciais antimicrobianos de compostos especificos do lupulo
gue podem ser destinados a saude (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, de delineamento explicativo e rigor

cientifico in vitro.

4.2 AMOSTRAS

Foram utilizadas para o presente trabalho no intuito da verificacdo da
sensibilidade a terapia fotodindmica cepas ATCC (American Type Culture Collection)
de K. pneumoniae (ATCC 700603), K. pneumoniae KPC (ATCC BAA-1705), S. aureus
(ATCC 29213) e S. aureus MRSA (ATCC BAA-1026) cedidas pelo Laboratério
Ghanem (DASA). Todas as cepas estavam mantidas em meio de congelamento BHI

com glicerol 15% a -40°C.

4.3 SUSPENSAO BACTERIANA

A fim do preparo do inéculo bacteriano, ap6s o descongelamento da mesma, a
cepa foi reativada em tubo contendo caldo BHI e incubada a 36°C 1 por até 48 h. A
partir do caldo BHI inoculado, foi realizada a semeadura por esgotamento em placas
de Petri com agar MacConkey (Laborclin, Pinhais, Brasil) para as cepas de K.
pneumoniae e agar Sangue (Laborclin, Pinhais, Brasil) para as cepas de S. aureus,
sendo incubadas a 36°C = 1 por 24 h.

Colbnias isoladas com macro morfologia tipica da espécie foram selecionadas
e suspendidas diretamente em solucado salina estéril (NaCl a 0,85%), para obtencéo
do in6culo com turbidez conforme a escala 0,5 de McFarland (concentragéo de 1,5 x
108UFC/mL). Para isso, foi necessario medir a densidade éptica em espectrofotdémetro
onde no comprimento de onda de 625 nm, a densidade Optica de 0,08 a 0,1
corresponde ao padréo 0,5 (CLSI, 2003). Em seguida, foi realizada diluicdo em salina
estéril (1:10) a fim de se obter o in6culo em mais outras duas concentracdes

diferentes, de 1,5 x 107 e 1,5 x 10® UFC/mL conforme a necessidade do teste.

4.4 FOTOSSENSIBILIZADORES
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Para a sensibilizacdo das estirpes bacterianas foram utilizados dois

fotossensibilizadores: o derivado clorofilina e extrato de Iupulo.

4.4.1 Extracao e padronizacéo de clorofilina

A extracao de clorofilina (CHL) a partir de folhas de couve (Brassica oleracea)
foi realizada em ambiente escuro e a temperatura ambiente. Foram pesadas 221 g de
folhas de couve, que, apos adicdo de 5 g de carbonato de magnésio (MgCOgs,
Labmaster, Pinhais, Brasil) para evitar acidificacéo, foram trituradas num liquidificador
industrial, adicionando 1000 mL de etanol 96%. Em seguida, o liquido foi removido
por filtracdo com vacuo. O filtrado, ja bastante palido, foi lavado com 200 mL de etanol
até apresentar uma coloracdo amarelo claro. Conforme descrito por Kriger et al.
(2019), filtrou-se o extrato num funil de separacdo, em seguida adicionou-se éter de
petréleo (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e agitou-se a mistura. A clorofila migrou
para a fase lipofilica superior, que foi separada; apos isto foi repetido o procedimento
4 vezes (3x100 mL, 1x50 mL de éter de petréleo) até o etanol indicar a coloracao
amarelo. O éter de petréleo foi acrescentado e posteriormente adicionou-se 60 mL de
KOH metandlico 0,1 M (Dinamica, Indaiatuba, Brasil), sendo repetido este
procedimento 2 vezes, para por fim deixar o frasco em abrigo de luz sob um agitador
magnético em 4°C overnight. Nessa fase ocorre a remocgao da cauda lipofilica “fitol”
da clorofila, sendo obtida clorofilina solavel em KOH metandlico.

A concentragdo de clorofilina foi determinada espectrofotometricamente
usando a equacado descrita por Lichtenthaler e Wellburn (1983). As 221 g de couve
renderam 120 mL de solucdo de clorofilina total (clorofiina a e b) com uma
concentracéo de 456.477 pg/mL. O extrato foi armazenado em frasco ambar a 4 °C
até o uso. Para obter as concentracfes desejadas, a quantidade precisa de solucéo
da clorofilina foi colocada num Becker em uma chapa quente para evaporar o metanol.
A clorofilina em p6 restante nos frascos foi solubilizada em quantidade de agua
deionizada suficiente para obter as concentracfes necessarias de acordo com 0s
testes. Sendo assim, foram utilizados 9,9 mL de agua deionizada para a concentracéo
de 125 mg/L de clorofilina; j& para a concentragdo de 62,5 mg/L foi necessario retirar
3,3 mL do frasco contendo 125 mg/L e diluir com mais 3,3 mL de agua destilada.
Concentragcdes essas que foram utilizadas devido a resultados propicios

demonstrados durante a realizacdo de ensaios preliminares, com base em dados

30



semelhantes ja publicados (RICHTER, 2019).

4.4.2 Extracdo e padronizagao de lupulo

Para a extracdo dos a-aceto acidos presentes no lupulo foram utilizados os
meétodos descritos por Knez Hrnéi€ et al. (2019) com base em uma solucao etandlica.
Na finalidade de preparar a solucéo, foram utilizados trés tipos da planta de LPL com

suas respectivas composicdes descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das plantas utilizadas no experimento.

Tipo de lapulo Gramas %'a-_aceto % da % Tota}l qle a-aceto
acidos amostra acidos
Tradition 29,72 5,30 59,44 3,15
Magnum 25,17 11,74 50,34 591
Mittelfriih 20,26 3,49 40,52 1,41
Total 75,15 20,53 150,30 10,47

O ltpulo foi macerado em gral de porcelana contendo 100 mL de etanol PA
(Quilme). Apds este processo foi adicionado 200 mL de agua destilada e submetido a
um sistema rotaevaporador (Fisatom 802) durante 30 minutos na temperatura de 90
°C para a extracdo dos alfa-aceto acidos e retirada da fracdo alcodlica. Ap6s o
resfriamento, foi submetido a centrifugacéo por 10 min a 4°C para assim obtermos a
suspensao do extrato e coloca-la sob refrigeracdo para posterior uso da solucdo. Por
fim, o ldpulo foi submetido a uma filtracdo para que pudesse ser utilizado no

experimento por filtros Millex (Merck KgaA, Alemanha) 33mm, 0,22um de porosidade.

4.5 FONTE DE LUZ

Uma combinacéo de 6 LEDs de 50 W (Aamasun, full spectrum growth light) foi
utilizada para iluminacdo das placas durante todo o periodo de incubagdo em uma
estufa microbioldgica adaptada. A intensidade da luz foi de 0,834 mW/cmz2, mensurada

com um espectroradidmetro modelo AS7265X (Ams AG, Premstaetten, Austria).
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Figura 7. Espectro da lampada utilizada no experimento, padronizada para 445 nm.
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4.6 ACAO FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (aPDT)

4.6.1 Microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo BHI foi realizado em placa especifica para o
experimento, contendo 96 pocos de fundo plano, esterilizados e com tampa. Com as
quatro cepas do estudo conforme citado na prepara¢do do indculo, foram utilizadas
trés suspensdes nas concentragdes de 1,5 x 108, 1,5 x 10” e 1,5 x 108 UFC/mL
conforme Tabela 2. De forma adaptada a metodologia de Miyabe (2007) nos pocos
primérios, em duplicata, foram adicionados 100uL de BHI, 100uL da suspenséao
bacteriana e 100uL do fotossensibilizador, que apds divisdo para quadruplicata

apresentaram um volume final de 150uL em cada poco.

Tabela 2. Esquema do experimento de microdiluicdo em caldo BHI.

'F\,/Illilég 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10% | 108 | 108 | 108 | 208 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 10°
B 10% | 108 | 108 | 108 | 208 | 108 | 108 | 10® | 108 | 10® | 108 | 10°
C 10” | 10" | 10" | 10" | 10" | 10" | 107 | 107 | 107 | 107 | 10" | 10’
D 107 | 10" | 107 | 107 | 207 | 10" | 10" | 107 | 10" | 107 | 10" | 107
E 10% | 106 | 108 | 10° | 10 | 10 | 105 | 10® | 106 | 10 | 10° | 10°
F 10° | 106 | 10 | 10° | 210° | 10° | 10° | 10° | 106 | 10° | 10° | 10°
G CN|CN|CN|CN|CN|]CN|CN|CN|CN|CN]CN/|CN
H CN|ICN|]CN|CN|J]CN]|J]CN]CN]|JCN]CN]J]CN]CN/|CN
Cepa A Cepa B

Cada placa contém dois microrganismos para testar em trés concentracdes de inoculacao
(108, 107, 108/mL), controles positivos (colunas 1, 2, 7, 8) e negativos (linhas G e H). Pocos
primarios encontram-se nas colunas em negrito. FSs (clorofilina e lGpulo) correspondem as
colunas coloridas, podendo ser nas concentracdes de 62,5 mg/L para clorofilina ou diluicdo
1:2 para lupulo (colunas 3, 4, 9, 10) e nas concentragfes de 125 mg/L para clorofilina ou
diluicdo 1:8 para lapulo (colunas 5, 6, 11, 12).
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Sobre os FSs foram utilizadas duas concentracdes de clorofilina, de 250 e 500
mg/L, que posteriormente a diluicdo em becker ficaram nas concentragdes finais de
trabalho de 62,5 e 125 mg/L. Ja para o ldpulo, foram utilizadas também duas
concentracdes do extrato puro, sendo elas padronizadas em diluicbes do lupulo com
salina estéril de 1:2 e 1:8. Além dos poc¢os com FS e indculo bacteriano também foram
feitos controles positivos de crescimento com bactéria e salina estéril e tubos de
controle negativo, com FS e salina estéril. Todos os pocos foram pipetados os
mesmos volumes padronizados, com excecao do controle negativo sem FS que foi
utilizado como branco e completado com 200uL de salina estéril para ajustar ao
volume final. A seguir a placa contendo as amostras foi agitada durante 5 min em

agitador orbital.

Figura 8. FSs clorofilina e lGpulo em microplacas.

Fonte: o autor (2020).

ApGs o preparo das microplacas (Figura 8), foi realizada primeiramente a leitura
no comprimento de onda de 490 nm em espectrofotobmetro leitor de microplacas
ELX800 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) para se obter a
densidade oOptica (DO) das amostras no momento da inoculacéo (tempo 0’); para o
registro dos dados de DO foi utilizado o software Biotek Gen5ELISA (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA). Em seguida as placas foram incubadas
a 36 °C + 1 por 24 h sob luz LED (Figura 9) com simultédnea incubacdo em auséncia
total de luz utilizando papel aluminio, para que fosse possivel avaliar de forma isolada
a acao antimicrobiana do Iupulo e clorofilina. No segundo dia (tempo 24’) foi realizada
segunda leitura em 490 nm para determinar o crescimento celular através da DO apos
incubacéo de 24 h com exposicdo aos FSs na presenca e auséncia de luz LED. Todos
0s procedimentos que envolviam a manipulagdo das placas contendo as amostras
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foram realizados em condi¢cdes assépticas em camara de fluxo laminar. Apos a
incubacéo das placas de microdiluicdo e segunda leitura da DO, as amostras foram
semeadas quantitativamente com alca calibrada de 1pL em placas contendo Agar
Sangue, de modo a distribuir 0 material por toda a superficie do meio de cultura,
estriando continuamente até o final da placa. Em seguida foram incubadas a 36 °C +
por 24 horas e realizada a contagem de UFC/mL.

Figura 9. Estufa microbiologica adaptada com LED.

Fonte: o autor (2020).

Os pocos de controle negativo foram utilizados como branco para as amostras.
Foi calculada a média dos valores de DO da quadruplicata do controle, em seguida
esta média foi diminuida de cada valor das amostras obtendo assim os quatro valores
reais correspondentes somente a quantidade de células bacterianas viaveis. Em
seguida, foi calculada a média das amostras e o desvio-padréo (DP), tanto no tempo
0 quanto no tempo de 24 horas. Estes dados foram analisados para verificar a
inativacdo do crescimento das células bacterianas pela clorofilina e lupulo quando
comparados ao crescimento dos tubos de controle positivo (sem FS).

4.7 DESCARTE DO MATERIAL

Todo o material descartavel utilizado nos procedimentos experimentais foi

esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos e posteriormente descartado em
lixo comum. O material ndo descartavel foi colocado de molho em solucédo de

hipoclorito de sddio ou formaldeido (Lysoform), por 24h, antes de ser lavado.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram comparados através de andlise de variancia

(ANOVA) com nivel de confianca de 95%, utilizando o software SigmaPlot versdo 12.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme citado em itens 4.1 e 4.2, foram utilizadas quatro cepas ATCC para
o estudo, sendo elas K. pneumoniae, KPC, S. aureus e MRSA, em trés
concentracdes diferentes de inéculo bacteriano (1,5 x 108, 107 e 108 UFC/mL). Todas
as amostras do experimento de microdiluicio em caldo BHI foram testadas em
quadruplicata e expostas aos FSs clorofilina e lupulo, sendo elas irradiadas por LED
durante a incubacgdo e concomitantemente na auséncia de luz para avaliar o efeito
do fotossensibilizador de forma isolada.

Por meio das leituras de DO foi possivel notar tamanha diferenca na acao
fotodindmica de clorofilina entre bactérias Gram-negativas e positivas (Gréaficos 1 e
2), tendo o maior efeito nas cepas de S. aureus, que apresentaram resultados
compativeis com outros estudos (LUKSIENE et al., 2010; APONIENE; LUKSIENE,
2015; KRUGER et al., 2019; RICHTER et al., 2019). Isto ¢ justificavel pela propria
composicdo da parede celular das bactérias Gram-positivas, tendo em vista de que
apresentam somente uma camada Unica de peptideoglicano, que apesar de mais
espessa, ainda facilita a exposi¢ao desta ao FS e consequentemente a sua excitacao
guando exposta a luz. Ja para as Gram-negativas, que possuem uma membrana
externa composta por lipopolissacarideos glicolipidicos (LPS) e dispde desta barreira
como protecdo contra varias substancias hidrofébicas e grandes hidrofilicas (> 600
Da), como varios antibioticos, inclusive impedindo a acdo da clorofilina (NIKAIDO,
1994; RICHTER et al., 2019). Dados estes que ja foram confirmados por uma cepa de
E. coli com a membrana deficiente, que apds a exposicao a clorofilina apresentou ser

mais sensivel em comparacdo com a cepa selvagem (KRUGER et al., 2019).

Para as amostras testadas com lUpulo, apesar de os testes terem indicado
potencial de atividade antimicrobiana (Tabela 3), principalmente para bactérias
Grame-positivas, foi evidenciada uma contaminacgéo significativa por Saccharomyces
cerevisiae quando analisado macro e microscopicamente as morfologias das
colonias. Tal desafio pode ser compreendido quando analisada metodologia da
extracdo de lupulo e verificada a aplicabilidade da mesma, onde ficou clara a
necessidade do aperfeicoamento da técnica de extracdo de lupulo para evitar

contaminagdo, bem como da confirmacao das concentracfes de a e 3 acidos.
Os resultados de UFC/mL para todos os grupos e cepas utilizadas no experi-
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mento estédo apresentados na Tabela 3. Observa-se que obtivemos fotossensibilizacdo somente para as bactérias Gram-positivas, nao

afetando as Gram-negativas K. pneumoniae e KPC.

Tabela 3. Médias de UFC/mL obtidas nos diferentes grupos experimentais das cepas utilizadas.

CEPA CHL+LED | CHL 62,5 | CHL+LED | CHL 125 | LUP+LED | LUP 1:2 | LUP+LED | LUP 1:8
62,5 mg/L mg/L 125 mg/L mg/L 1:2 1:8
S. aureus 10°¢ 0 0 0 0 8.000 10.000 15.000 15.000
S. aureus 107 0 0 0 5.000 15.000 18.000 28.000 20.000
S. aureus 108 0 0 3.000 8.000 15.000 22.000 30.000 35.000
MRSA 10¢ 0 0 0 0 5.000 7.000 12.000 15.000
MRSA 107 0 0 2.000 0 20.000 20.000 27.000 27.000
MRSA 108 0 0 0 2.000 16.000 20.000 25.000 30.000
K. pneumoniae 10° | > 100.000 | > 100.000 | > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | > 100.000 | >100.000 | > 100.000
K. pneumoniae 10”7 | > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | > 100.000 | >100.000
K. pneumoniae 10® | > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | >100.000 | > 100.000 | >100.000 | > 100.000 | > 100.000
KPC 10° > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | > 100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | > 100.000
KPC 107 > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | > 100.000 | >100.000
KPC 108 > 100.000 | > 100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000 | >100.000

Tanto para as cepas de S. aureus quanto para MRSA testadas, a concentracao de 62,5 mg/L de CHL apresentou inibicao
total do crescimento apos a realizacédo da terapia fotodinamica; o mesmo resultado foi obtido também no escuro. Para as Gram-
positivas que foram testadas na CHL em 125 mg/L, foi perceptivel uma grande redugdo expressiva no numero de UFC/mL,
demonstrando uma inativagdo microbiana maior quando exposta ao LED. Os dados sugerem entdo que na medida em que a

concentragéo de clorofilina diminui, a sua ac¢édo fotodindmica in vitro aumenta, tendo em vista de que se o extrato de CHL utilizado
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na microdiluicdo em BHI ndo conseguir absorver a luz suficientemente para que
ocorra a fotossensibilizacéo, a terapia é falha. Este desafio € tido como fenbmeno do
sombreamento da clorofilina, por ela interferir na reacao deste FS com a luz. Quando
na presenca de muito FS, a forma em que ocorre a absorgdo de luz é alterada,
fazendo com que ela se disperse e ndo se concentre em quantidade suficiente para

gue gere estresse oxidativo.

Ainda que a aPDT néo tenha apresentado algum efeito na contagem de
UFC/mL das bactérias Gram-negativas apds a exposicédo a CHL, pela leitura da DO
obtivemos certos dados que apresentaram fotossensibilizacdo (Gréafico 1). Nas
amostras testadas com o FS + LED (A e B) foi possivel perceber uma reacao
fotodindmica maior na concentracdo de 125 mg/L, principalmente nas suspensfes
bacterianas de 1,5 x 10° UFC/mL quando comparadas ao controle positivo (0); o
mesmo ocorreu para a K. pneumoniae em 1,5 x 108 UFC/mL. Uma semelhante
resposta foi constatada em todas as amostras incubadas no escuro (C e D), porém,

com menor efeito e uma margem de DP maior do que quando testadas com luz.

Grafico 1. Efeito da clorofilina (CHL) em K. pneumoniae e KPC.

A K. pneumoniae CHL + LED B KPC CHL + LED
1,00 1,00
0,80 I _ 0,80 I I
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0 m62,5 W125 0 m62,5 m125
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A 0,40 a 0,40
0,20 i i i 0,20 I I I
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0 m62,5 m125 0 m62,5 125

Valores médios de DO e DP das cepas Gram-negativas utilizadas, de acordo com as
diferentes concentragdes padronizadas 1,5x108, 107 e 108 UFC/mL. Colunas 0 sao indicadas
como controle positivo sem FS; colunas 62,5 e 125 indicam a concentragcédo de CHL em mg/L.
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Para o grupo das bactérias Gram-positivas os resultados da microdiluicdo em
caldo BHI foram mais promissores e estdo apresentados no Grafico 2. Em
concordancia com as contagens de UFC/mL (Tabela 3), houve inibicdo total do
crescimento das bactérias S. aureus e MRSA (A e B) em CHL de 62,5 mg/L + LED,
guando comparados aos controles positivos sem CHL (0). Com relacdo aos grupos
testados sob a auséncia de luz (C e D) foi notada uma gradativa acao fotodinamica,
na medida em que ha o aumento da concentracdo de clorofilina de 62,5 para 125
mg/L, demonstrando um potencial interessante quando utilizado CHL de forma
independente ao LED. Isto significa entdo que quando as cepas foram expostas ao
LED, a clorofilina de menor concentracao (62,5 mg/L) apresentou-se mais eficiente
na aPDT por decorréncia da maior zona de fotossensibilizacdo quando excitada pela
luz. J& para a CHL de 125 mg/L quando irradiada, pela interferéncia do

sombreamento ndo conseguiu expressar o efeito esperado.

Grafico 2. Efeito da clorofilina (CHL) em S. aureus e MRSA.

A S. aureus CHL + LED B MRSA CHL + LED
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Valores médios de DO e DP das cepas Gram-positivas utilizadas, de acordo com as
diferentes concentragdes padronizadas 1,5x10¢, 107 e 108 UFC/mL. Colunas 0 sao indicadas
como controle positivo sem FS; colunas 62,5 e 125 indicam a concentragcédo de CHL em mg/L.

39



Por motivos das Gram-positivas terem sido destacadas com uma resposta
antimicrobiana melhor quando expostas a clorofilina, a cinética destas bactérias foi
utilizada para uma correlacdo das concentragdes ideais de bactéria e FS para o efeito
fotodindmico efetivo. Através do Grafico 3, foi possivel calcular a concentragéo letal
tedrica de CHL na qual apresentou resultado de 244,13 mg/L. Nas suspensdes
bacterianas de 107 e 108 devido a uma menor concentracdo de células o Gltimo ponto
apresentou um aumento de DO decorrente da alta concentracéo de clorofilina. Apesar
disto, os graficos demonstram com bastante seguranca uma inibi¢ao do crescimento,
tanto na auséncia de luz como na exposicéo ao LED, sendo que ficou evidente o efeito
fotodinamico aumentar consideravelmente a eficiéncia da inibicdo do crescimento.
Assim sendo, foi comparado somente na concentragdo celular de 108 os resultados

obtidos de inibicdo na auséncia de luz e na presenca.

Grafico 3. Correlacédo da concentracdo microbiana e clorofilina ideal para aPDT.
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Equacéo da reta Y= - 0,022x + 0,5371.

Para esta comparacdo foram utilizadas analises de variancias repetidas
utilizando o software SigmaPlot verséo 12.0. Todos os procedimentos de comparagao
multipla de pares (método Holm-Sidak) tiveram nivel de significancia geral = 0,05
sendo p menor que 0,001.

Isto posto, € nitido que o composto clorofilina apresenta um comportamento
diferenciado sendo dependente do tipo de microrganismo que este € utilizado como

FS. Kruger et al. (2019) em uma abordagem para determinar os efeitos de clorofilina
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em diferentes espécies bacterianas, apresentaram resultados similares ao do estudo.
Em seu experimento utilizaram cepas de Eschericia coli e Bacillus subtilis para
avaliacao da aPDT, indicando um achado completamente novo a respeito da reacao
fotodindmica utilizando CHL. Além da fotossensibilizagdo, B. subtilis também
mostrou uma inativacéo consideravel no escuro. Isso foi corroborado por resultados
obtidos com uma cepa de E. coli (NR698) que possuia a membrana externa
deficiente, indicando que o componente "escuro-ativo" da clorofilina ndo consegue
passar pela membrana externa de Gram-negativas.

Richter et al. (2019) propuseram um mecanismo desestabilizador da
permeabilidade da membrana externa, onde puderam avaliar que em Gram-
negativas a terapia associada ao antibiotico colistina (polimixina E) tornara bactérias
E. coli sensiveis a CHL. Um estudo recente descreveu que o sistema complemento
consegue perfurar esta barreira, através da formacéo de poros por complexos de
ataque a membrana que levam a tratabilidade de infec¢bes causadas por Gram-
negativos com antibiéticos considerados ineficazes (HEESTERBEEK et al., 2019). A
desestabilizacdo quimica pode ser alcancada com vérias classes de substancias,
tais como detergentes catidnicos, quelantes como 4acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), grande peptideos catibnicos e outros (VAARA, 1992; SPERANDIO;
HUANG; HAMBLIN, 2013).

Para evitar o problema de permeabilidade, hoje, a fotossensibilizacdo de
Gram-negativos a base de porfirina € frequentemente combinada com outros
tratamentos antimicrobianos ou desestabilizadores de membrana. Estudos utilizando
porfirinas contra patégenos como o MRSA também ja demonstraram serem muito
eficazes na inativacdo destas bactérias, 0 mesmo apontado nos resultados do grupo
B do Grafico 2 (FERRO et al., 2007). Sua atividade antimicrobiana é baseada nas
propriedades quimicas como a capacidade de transferir elétrons, catalisar a
peroxidase, reacdes de oxidase, absorcao de fotons, producdo de EROS e a quebra
dos lipidios das membranas bacterianas (STOJILJKOVIC; EVAVOLD; KUMAR,
2001). Em 2008, Maclean et al. relataram que a foto inativacdo de S. aureus é
altamente dependente da concentracdo de oxigénio. Eles afirmaram que em
concentracdes bacterianas mais altas o oxigénio pode ser consumido mais rapido do
gue é reabastecido por difusdo através da superficie da amostra e isso levaria a uma

menor fotoinativacao bacteriana.
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Acreditamos que uma investigacdo mais aprofundada da sinergia e os efeitos
que a clorofilina com diferentes permeabilizadores e em diferentes cepas se faz muito
necessaria, para assim elucidar métodos eficazes para inativacdo de bactérias
patogénicas. Portanto, a baixa demanda por pesquisas e desenvolvimento de novos
antibioticos eficazes contra bactérias MDR e sua rapida disseminacdo torna
essencial encontrar diferentes abordagens antimicrobianas. A terapia fotodindmica
pode ajudar frente a situacédo atual limitada como uma alternativa terapéutica ou
profilatica, facilitando a eliminacdo de microrganismos quando as op¢fes se esgotam

e evitando assim também a progressao da multirresisténcia.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, demonstramos que a clorofilina inibiu com sucesso o
crescimento das bactérias Gram-positivas S. aureus e MRSA (Grafico 2),
comprovando ser eficaz também na inativacdo de patdégenos resistentes a
medicamentos. O efeito da clorofilina nas células foi maior sob iluminacdo quando
expostas ao LED, confirmando a atividade fotossensibilizadora da clorofilina.
Necessario compreender efeito fotodinamico da clorofilina na auséncia de luz e como
exatamente este processo ocorre, tendo em vista de que ainda ndo ha explicacdo
para esse mecanismo. Para as bactérias Gram-negativas nao obtivemos
fotossensibilizacdo significativa quando comparados resultados da contagem de
UFC/mL aos resultados de DO. No entanto, sabe-se a influéncia que sustancias que
enfraquecem a membrana externa tem, sugerindo a necessidade de futuros testes
mediados por permeabilizadores de membrana. Foi demonstrado atividade
antimicrobiana pelo FS lapulo, porém, devido a contaminacdo do extrato faz-se
necessario uma melhor padronizacdo na extracdo e preparo dos a e (-acidos. A
associacdo do FS clorofilina ao LED € eficaz em testes in vitro, orientando a
possibilidade dessa proposta também ser avaliada em estudos in vivo, tendo em vista
de que € um composto inofensivo ao homem e que a terapia envolve uma irradiacao

atoxica as células teciduais adjacentes.
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