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RESUMO

Staphylococcus aureus € associado a infec¢des adquiridas, considerado
um dos principais patégenos humanos, devido a sua facil disseminacdo e
resisténcia aos antibidticos. A Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)
utiliza fonte de luz em combinagdo com um fotossensibilizador (FS) para induzir
uma reacgdo fototdxica, produzindo espécies reativas de oxigénio que podem
destruir lipidios e proteinas causando a morte celular. O efeito da aPDT esta
relacionado a varias propriedades fisicas, quimicas e biolégicas especificas do
FS. Os corantes fenotiazinicos mostram elevada absorcdo na regido vermelha
do espectro eletromagnético (600-680 nm). Estudos avaliando a acdo dos FS
Azure A (AA), Azure B (AB) e Dimetil azul de metileno (DMAM) em comparagao
ao azul de metileno (AM), além de estabelecer a relagdo entre a eficacia e a
agregacdo dos compostos (metacromaticidade), podem sugerir novas
estratégias para aumentar a eficacia da aPDT. O objetivo deste estudo foi
comparar a eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana com fenotiazinicos
na reducao do crescimento in vitro de S. aureus. As unidades formadoras de
colonias foram determinadas para cada FS testado em diversas concentragdes

e também as amostras foram submetidas a tratamento aPDT (11,2 mW/cmZ,

4,7 Jicm? por 7 minutos) utilizando o sistema LED 660nm (BioLambda®,

Brasil). A avaliagdo de incorporacao foi realizada em ensaios de quantificagao
por espectrofotometria dos FS em S. aureus. Em todas as analises, os dados
foram submetidos ao ensaio ndo paramétrico de Kruskall-Wallis e a
comparacao entre as médias foi realizada por teste de Student-Newman-Keuls,
através do programa Biostat, e considerando um nivel global de significancia de
95% (0=0,05). Dentre os fenotiazinicos testados neste estudo, DMAM
apresentou o0s melhores resultados, com melhor incorporacdo celular
bacteriana contribuindo para a ligagdo celular e disperséo intracelular em S.
aureus, e eficaz agéo antimicrobiana, além de demonstrar intensa absorgéo de
luz no comprimento de onda de excitagcdo em menor faixa de concentracao,

assegurando a possibilidade de toxicidade para seres humanos.



Palavras- Chave: fotoquimioterapia; fenotiazinicos; Staphylococcus
aureus; farmacos fotossensibilizantes; Azul de Metileno.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is associated with acquired infections,
considered one of the main human pathogens, due to its easy dissemination
and resistance to antibiotics. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) uses
a light source in combination with a photosensitizer (FS) to induce a phototoxic
reaction, producing reactive oxygen species that can destroy lipids and proteins
causing cell death. The effect of aPDT is related to several physical, chemical
and biological properties specific to FS. Phenothiazine dyes show high
absorption in the red region of the electromagnetic spectrum (600—-680 nm).
Studies evaluating the action of FS Azure A (AA), Azure B (AB) and Dimethyl
methylene blue (DMAM) compared to methylene blue (AM), in addition to
establishing the relationship between the effectiveness and aggregation of
compounds (metachromaticity ), may suggest new strategies to increase the
effectiveness of aPDT. The purpose of this study was to compare the
effectiveness of antimicrobial photodynamic therapy with phenothiazines in
reducing in vitro growth of S. aureus. Colony-forming units were determined for
each FS tested in different concentrations and the samples were also submitted
to aPDT treatment (11.2mW / cm2, 4.7 J / cm2 for 7 minutes) using the 660nm
LED system (BioLambda®, Brazil ). The incorporation evaluation was
performed in quantification tests by spectrophotometry of the FS in S. aureus. In
all analyzes, the data were subjected to the Kruskall-Wallis non-parametric test
and the comparison between the means was performed by the Student-
Newman-Keuls test, through the Biostat program, and considering a global level
of significance of 95% ( a = 0.05). Among the phenothiazines tested in this
study, DMAM showed the best results, with better bacterial cell incorporation,
contributing to the cellular binding and intracellular dispersion in S. aureus, and
effective antimicrobial action, in addition to demonstrating intense light
absorption in the excitation wavelength lower concentration range, ensuring the

possibility of toxicity to humans.

Key words: photochemotherapy; phenothiazines; Staphylococcus aureus;
photosensitizing agents; Methylene Blue



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AA — Azure A
AB - Azure B
AM — Azul de Metileno

aPDT- do inglés Antimicrobial Photodynamic Therapy: Terapia Fotodinamica
antimicrobiana

AT- Azul de Toluidina
BHI — do inglés Brain Heart Infusion — Infusédo de Cérebro Coracgéo
CDls- dispositivos cardiacos

CLSM- do inglés Confocal Laser Scanning Microscopy - Microscopia Confocal
de Varredura a Laser
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DMAM — Dimetil azul de metileno
eDNA- DNA extra celular

EDTA - do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid: acido etilenodiamino tetra-
aceético

EPS- do inglés extracellular polymeric substance: substancias poliméricas
extracelulares

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio
FS — fotossensibilizante
LED - do inglés Light Emitting Diode: Diodo emissor de luz

LPS- lipopolissacarideo



MEV- Microscopia Eletrénica de Varredura

MRSA - do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: Staphylococcus

aureus resistente a meticilina

MSSA - do inglés Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus: Staphylococcus

aureus sensivel & meticilina

NADH - Dinucledtido de nicotinamida e adenina PBS - do
inglés Phosphate buffer saline: tampé&o fosfato salino pH-
potencial Hidrogenibnico

PSD - do inglés Polymicrobial Synergy and Dysbiosis: Sinergia polimicrobiana
e disbiose

SRP- do inglés Scaling and Root Planing: Raspagem e Alisamento Radicular
TNF-a- do inglés Tumor Necrose Factor -Fator de necrose tumoral alfa
TSB- do inglés Trypytic Soy Broth: Caldo de Soja Triptico

UFC - Unidade Formadora de Colbnia
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1. CONTEXTUALIZACAO
1.1 Introducéo

Bactérias que existem no meio ambiente e nas microbiotas residentes
dos organismos vivos podem produzir toxinas, que sao nocivas para as células
humanas e se um individuo ndo dispuser de uma resposta imune satisfatoria
contra elas, o resultado € a doenca infecciosa.

Doencas infecciosas representam importante causa de morbidade e
mortalidade entre seres humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento
como o Brasil. A descoberta dos antibiéticos na década de 1930 revolucionou a
medicina e mudou o tratamento dessas doencas, resultando no significativo
aumento na expectativa e na qualidade de vida da humanidade.

As infeccbes adquiridas fora do meio hospitalar sdo, de forma geral,
controladas com o uso de antibidticos. No entanto, isso ndo acontece com as
infeccbes adquiridas em ambiente hospitalar, pois muitos dos microrganismos
gue vivem nos hospitais apresentam resisténcia microbiana. Portanto, desde
gue a antibioticoterapia fora introduzida, a resisténcia microbiana também

evoluiu muito rapidamente.1

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um agente etioldgico importante
associado a infec¢des adquiridas, tanto na comunidade como em hospitais, e que
se tornou um paradigma das infecgcOes bacterianas. Considerado um dos
principais patégenos humanos, destaca-se por incidéncia em casos de infec¢des

tanto em individuos imunocomprometidos quanto em saudaveis, devido a sua facil

disseminacéo intra-hospitalar associada a resisténcia aos antibiéticos.

A utilizacdo de luz e corantes para a inativagdo de microrganismos tem
sido proposta na pratica clinica, devido a resisténcia bacteriana aos
antibidticos. Como até o momento ndo existem evidéncias de resisténcia
microbiana a Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy),
esta modalidade terapéutica tem sido uma alternativa antimicrobiana bastante

promissora e é o tema escolhido para esse trabalho.
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1.2. Staphylococcus aureus

1.2.1 Aspectos microbiologicos

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, juntamente
como 0s géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Atualmente, o
género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo 17 delas, comumente

isoladas de amostras bioldgicas humanas.3™

S. aureus € espécie bacteriana de grande interesse bioldgico por estar

by

relacionada a etiologia de infeccbes nosocomiais e comunitarias.®® Essa
espécie foi descrita pela primeira vez em 1880, em amostra de exsudato
purulento de abscessos cirlrgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e

continua considerado um dos microrganismos mais comumente isolado nas
infeccBes piogénicas de humanos.”10

A espécie foi denominada S. aureus devido a pigmentacdo das coldnias
cor amarelo-ouro. A coloracdo dessas colbnias varia desde o acinzentado até o
amarelo-ouro, em que a pigmentacdo aumenta com o tempo de incubacéo

prolongado, ndo chegando a ser formada nos casos de crescimento em
condi¢cBes anaerodbicas, ou na cultura em caldo.!?

S&do cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 a 1,5
um de diametro, iméveis, nao-esporulados e geralmente ndo-encapsulados.
Essa bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados,
aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com aspecto

semelhante a um cacho de uvas ), devido a sua diviséo celular, que ocorre em

trés ou mais planos, como ilustra a Figura 1 (A e B).3_5

Figura 1. A. Representacdo do arranjo estafilococo em aspecto de cachos
(https://br.images.search.yahoo.com/images/view;_ylt=AwrJ3s8AxCtdHOMAVE316Q}t,


https://br.images.search.yahoo.com/images/view%3B_ylt%3DAwrJ3s8AxCtdHOMAVE316Qt
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acesso em 10/07/2019). B. Representacao esquematica da divisdo em trés planos na
formacao do arranjo estafilocdcico.

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar
simples, pH = 7, a temperatura 6tima de 37°C. As coldnias formadas em placa,
apos 18-24 horas de incubacdo, apresentam-se arredondadas, lisas e
brilhantes (Figura 2B).

Atualmente é um dos microrganismos mais comuns nas infeccdes
purulentas em todo o mundo. Esta bactéria € frequentemente encontrada na
pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis, sendo o proprio ser humano

seu principal reservat6rio.®—° Apesar de integrantes da microbiota do corpo,

sdo microrganismos causadores de diversas patologias e um dos géneros mais
estudados pela microbiologia. S. aureus detém importancia por se relacionarem
a infeccBes hospitalares e alimentares, causando desde uma simples infeccéo
(espinha, furinculos e celulites) até infeccdes graves (pneumonia, meningite,
endocardite, sindrome do choque toxico, gangrena Fournier, septicemia e

outras) 6-9

Ry ' 10 um
———

Figura 2. Aspectos microbiologicos da morfologia de Staphylococcus aureus. A.
Coloracdo de Gram e observacao em microscopia 6ptica com 6leo de imersao
(aumento de 1000x) de S. aureus demonstrando bactérias gram-positivas agrupadas
em cachos ou aglomerados de células arredondadas (cocos). B. Aspecto de cor
amarelo-ouro das Unidades Formadoras de Colbnias de S. aureus em agar BHI.
(https:/lwww.laboratuvar.com/images/Staphylococcus-Aureus-Koaglaz-Pozitif-
Staphylococ.jpg, acesso em 10/07/2019).


http://www.laboratuvar.com/images/Staphylococcus-Aureus-Koaglaz-Pozitif-
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A parede celular dos estafilococos (Figura 3) € constituida por camada
frouxa de polissacarideos que protege as bactérias ao inibir a quimiotaxia e
fagocitose, facilita a aderéncia a materiais sintéticos e é rica em peptideoglicanos
que conferem maior rigidez & parede. E um microrganismo que tem a capacidade
de se adaptar rapidamente a diferentes ambientes, muitas vezes hostis devido ao

pH, umidade, pressao osmotica ou deficiéncia de nutrientes.®12

dcido bpolecdico  acklo tecdico

preteoghicanos

espaco
pernplasmice

membrana
plasmética

fosfolipidecs

Gram positivo

Figura 3. Representacdo da parede celular de S. aureus: rigida e espessa;
resistente a antimicrobianos e imunidade por polissacarideos que inibem a quimiotaxia
e fagocitose. (https://williamenatashabioifes.files.wordpress.com/2011/04/gram-
positivol.jpg?w=584, acesso em 02/07/2020).

1.2.2. Dishiose

Um dos principais requisitos para uma comunidade potencialmente
patogénica surgir envolve a capacidade de certas espécies, denominadas
"patdgenos - chave", modularem a resposta do hospedeiro, diminuindo a
vigilancia imunoldgica e equilibrio da homeostase, levando a disbiose. Os
"patdgenos - chave" também aumentam a viruléncia de toda a comunidade

microbiana através de uma comunicacao interativa com agentes patogénicos

acessc')rios.l?’_15

Outras acfes importantes para a patogenicidade dependem da expresséo

de diversas moléculas (adesinas, receptores cognatos, enzimas proteoliticas),


https://williamenatashabioifes.files.wordpress.com/2011/04/gram-positivo1.jpg?w=584
https://williamenatashabioifes.files.wordpress.com/2011/04/gram-positivo1.jpg?w=584
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gue em combinacdo atuam como fatores de viruléncia para sustentar
nutricionalmente uma comunidade microbiana heterotipica, compativel e proé-
inflamatoria que induz uma resposta nédo-resolutiva e destrutiva. Com base nos
conceitos fundamentais subjacentes da patogénese, isto € sinergia

polimicrobiana e disbiose, este modelo € denominado PSD (do inglés

Polymicrobial Synergy and Dysbiosis).15_17

|18

Pereira et a relataram a interferéncia no sinergismo da microbiota

bacteriana local por meio da inativacdo fotodinamica e FS azul de metileno
(AM) amostras de feridas na Gangrena de Fournier. FG (do inglés Fournier’s
Gangrene) € uma doenca infecciosa polimicrobiana que ocasiona necrose
fasciitis na regido genital, perineo e regido perianal. O mecanismo de agéo
patogénico sinérgico das espécies Clostridium perfringens, S. aureus e
Escherichia coli tem sido relacionado a maior velocidade de disseminacdo do
processo infeccioso.

1.2.3. Viruléncia

S. aureus é patdégeno humano oportunista, com capacidade de escapar
dos mecanismos de defesa imunologicos e causar uma variedade de
infeccbes. As infecgbes por S. aureus podem resultar em processo altamente
dindmico com ampla disseminacédo, variando de lesdes superficiais da pele,
passando por abscessos profundos até sepse com risco de vida.

Muitos fatores potencialmente virulentos Sao expressos por esse
patégeno: (1) proteinas de superficie que promovem a colonizagcédo de tecidos
do hospedeiro; (2) fatores de superficie que inibem a atividade fagocitica
(capsula, proteina A); (3) propriedades bioquimicas que realcam sua
sobrevivéncia nos fagécitos (como a producédo de catalase); (4) protecao contra
resposta imune (proteina A, coagulase); (5) toxinas prejudiciais a membrana
promovendo lise de membranas de células eucariontes (hemolisinas,

leucotoxinas, leucocidinas); (6) exotoxinas que provocam danos aos tecidos do

hospedeiro, (7) resisténcia inerente e adquirida aos agentes antimicrobianos.

A diversidade patogénica do S. aureus desafia a compreensdo dos
mecanismos infecciosos deste microrganismo na resposta imunoldgica. Na
invasao infecciosa, a reacdo imune € iniciada por macrofagos e a liberacao de

citocinas para convocar neutrofilos. Fibrose também ocorre, assim como a morte
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de muitas das células imunes que conduzem aos abcessos purulentos. S.
aureus também pode escapar regularmente dos locais de infeccéo locais e se
disseminar ainda mais. Se entrar na corrente sanguinea, pode levar a sepse,

bem como a invasédo de outros O6rgdos, onde outras infec¢des locais também

podem ocorrer.?0

A capacidade de formar um biofilme € considerada um fator de
viruléncia, uma vez que a producao de poli-N-acetil-glucosamina de superficie
esta associada a estagios iniciais de colonizacdo e contribui para a evasao do

sistema imunolégico e aumento da resisténcia a fagocitose e antibioticos,

causando bacteremia e infecgbes persistentes.21’22

Em comparacdo com as bactérias planctonicas, as bactérias produtoras de
biofilme tém um fendtipo diferente e sua expresséo génica, bem como a sintese de
proteinas, sdo notavelmente diferentes. Além disso, a espessura de um biofilme

pode variar de uma camada celular muito fina e Unica a uma estrutura macica e

multidimensional coberta com um meio polimérico viscoso.%3

A matriz extracelular pode ser composta de &gua, polissacarideos,
células microbianas e outros produtos extracelulares que podem afetar sua
integridade e estabilidade estrutural. Além disso, o0 DNA extracelular (eDNA)
parece ser um dos componentes cruciais do biofilme que desempenha um
papel fundamental na adesédo do biofilme, transferéncia de genes e sobrevida
adicional. Por exemplo, como uma molécula anidnica, pode ligar peptideos
antimicrobianos (AMPs) produzidos pelo sistema imunolégico ou outros
antibidticos catidnicos, como os aminoglicosideos. Para S. aureus , o0 eDNA foi
considerado um dos principais componentes estruturais do biofilme e

provavelmente desempenha um papel fundamental na sua formacgédo e

viruléncia in vivo.23_29

Curiosamente, a presenca de eDNA ndo é acidental. Alguns estudos
indicam que ele pode ser secretado por células metabolicamente ativas ou pode
ser obtido usando autdlise controlada. S. aureus mostra uma capacidade Unica de
formar um biofilme na superficie de dispositivos protéticos. Quando esses
dispositivos sdo implantados no sistema endovascular, eles sdo cobertos pelas
proteinas hospedeiras, como fibrina, fibronectina, fibrinogénio e colageno. Além

disso, S. aureus adere a sua superficie inicialmente por meio de interacdes
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eletrostaticas, forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio com ligacdo
posteriormente mais estavel devido as proteinas bacterianas da familia

MSCRAMM (componentes da superficie microbiana que reconhecem

moléculas da matriz adesiva). 23-30

A proteina A é uma MSCRAMM responsavel pela ligacédo a fibronectina
FnBPA que permite que o S. aureus se ligue a uma superficie coberta por
fibronectina de dispositivos externos e promove a adesdo as células e tecidos
da mucosa. O primeiro grupo de infeccdes relacionadas a formacao de biofilme
em proteses sdo infec¢cdes por dispositivos cardiacos (CDIs) que séo
comumente associadas ao implante de marcapassos permanentes (PPMs) ou
desfibriladores cardioversores implantaveis. As infec¢cbes por cateteres
intravasculares, que sdo uma causa comum de sepse e terapia antimicrobiana

intravascular prolongada, sdo outro grupo importante de infeccBes

caracteristicas da invasao estafilocc')cica.23_30

Barat31, avaliou biofilmes de S. aureus resistente a meticilina (MRSA)

por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM), microscopia eletronica
de varredura (MEV) e por densidade Optica multimodo Synergy 2 (comprimento
de onda de 490 nm e 0,1% Safranina) o crescimento bacteriano in vivo em
amostras obtidas de tubo endotraqueal (ETT) da intubacdo em porcos e
comparou ao desenvolvimento in vitro da mesma cepa em placas de
microtitulacdo e meio nutriente de caldo de soja triptico (TSB) 0,25% glicose,
em ambiente laboratorial. Este estudo demonstrou que a intubacéo
endotragueal aumentou significativamente a capacidade de uma cepa de
MRSA em formar biofilmes, e n&o por influéncia do tratamento sistémico
recebido durante a intubacdo. Esse achado € de relevancia clinica, porque um
fraco produtor de biofilme in vitro pode se tornar um forte produtor de biofilme in
vivo. Foi notavel que essa capacidade tenha revertido significativamente para o
nivel basal apds varios dias de passagem da placa de cultura, sugerindo que o
microambiente dentro de um ETT aprimora a formacéo de biofilme. Assim, o
fendtipo de biofilme in vitro em placas de microtitulacdo n&o representa

obrigatoriamente o fendtipo de biofilme in vivo de uma cepa especifica.
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1.2.4. Resisténcia aos Antibioticos

Considera-se que ha trés condicdes para que um antibacteriano iniba ou
elimine uma bactéria: I) a existéncia de um alvo, Il) o antibacteriano deve ter a
capacidade de atingir o alvo e Ill) ndo pode ser inativado antes de atingi-lo. As
bactérias podem ser classificadas como sensiveis ou resistentes a antibioticos.
Em geral classificam-se como resistentes as bactérias que crescem in vitro,
nas concentracdes em que o antibidtico atinge no sangue quando
administrados nas recomendacdes de uso clinico. A resisténcia pode ser

natural ou adquirida. O antimicrobiano ndo induz a resisténcia, mas seleciona

as bactérias mais resistentes existentes em uma populagéo.32

A aquisicdo de resisténcia microbiana aos antibiéticos pode ocorrer
através de mutacbes e a aquisicdo de plasmideos R por diferentes
mecanismos quimicos, podendo também produzir enzimas que modificam a
parte ativa da molécula do antibacteriano, tornando-o praticamente inativo, ou
ainda, sintetizar novas enzimas que nao sofrem a acéo do antibacteriano e que
possuem a mesma atividade metabolica das enzimas que séo inativadas pelo
mesmo. Mecanismos como a diminuicdo da permeabilidade da célula
bacteriana, alteracdes de moléculas onde se aderem os antibacterianos, e

expulsdo do antibacteriano do interior da célula também conferem resisténcia

as drogas antimicrobianas. 33

A aquisicdo de resisténcia por uma bactéria sensivel é decorrente de
uma alteracdo genética que se expressa bioquimicamente. As alteracdes
genéticas podem ser originadas de mutacdes cromossbémicas, pela aquisicao
de plasmideos de resisténcia ou por transposons. A resisténcia mediada por
mutacdes € geralmente simples, isto é, atinge apenas um antibacteriano,
porque dificilmente uma bactéria sofre muta¢des simultaneas para dois ou mais
antibacterianos. A mediada por plasmideos de resisténcia pode ser simples,
mas na maioria das vezes € multipla, tornando as bactérias resistentes a dois
ou mais antibioticos. Isto se deve a presenca de genes de resisténcia, para
diferentes antibacterianos, em um sO plasmideo. Pode-se ter também a
presenca de dois ou mais plasmideos de resisténcia diferentes numa mesma

bactéria. Tanto a resisténcia cromossdmica como a extracromossémica podem

ser transferidas de uma bactéria para outra. 34
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Alguns mecanismos quimicos que podem tornar as bactérias resistentes:
producdo de enzimas que codificam a molécula do antibacteriano tornando-o
inativo; diminuicdo da permeabilidade a entrada de antibacterianos; alteracéo

do alvo: sintese de novas enzimas que nao sofrem acdo do antibacteriano;

expulsdo do antimicrobiano da bactéria.3®

A descoberta de antimicrobianos peptidicos oferece uma oOtima
oportunidade para combater microrganismos patogénicos. A aquisicdo de
resisténcia para antimicrobianos peptidicos em amostras susceptiveis € mais
lenta e menos comum quando comparado com outros agentes antimicrobianos.
As cargas positivas e a habilidade para adotar uma estrutura anfipatica sdo as
propriedades que realgam a afinidade dos peptideos com os fosfolipidios
carregados negativamente da superficie da membrana das bactérias. Os
peptideos interferem com a integridade da membrana e assim podem afetar
seus alvos citoplasmaticos. Em vertebrados, antimicrobianos peptidicos séo

sintetizados e secretados por ceélulas fagociticas e células epiteliais e

contribuem para a resposta imune inata. 1

O aumento dos problemas relacionados a microrganismos resistentes é
particularmente importante quando existe alteracdo na resposta imune, como
consequéncia de terapias imunossupressoras ou uma sindrome de

imunodeficiéncia. A capacidade do S. aureus em desenvolver resisténcia a

antibiéticos é bastante relatada na literatura.36-3°

Infeccbes mais graves associadas a S. aureus incluem bacteremia,
pneumonia, endocardite, infeccdes 0sseas e articulares, e sindrome do choque
toxico. S. aureus também pode ser responsavel por surtos de intoxicacao
alimentar. Para estes casos, 0 uso de antibidticos € a terapia de eleicdo
convencional. 2849 No entanto, o uso desses agentes pode se tornar ineficaz

pelo desenvolvimento de resisténcia no organismo alvo.39-41

A vancomicina e antibioticos glicopeptidicos sdo opcbes efetivas no
tratamento de infec¢des por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). Muitas
infeccbes hospitalares sdo provocadas por S. aureus e eles sdo capazes de
adquirir resisténcia a uma variedade de antibiéticos. Alguns sao resistentes a
guase todos antibidticos uUteis clinicamente com excegdo da vancomicina, mas

ja existem relatos de amostras de S. aureus vancomicina-resistentes. A
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resisténcia a meticilina se difunde com rapidez, pois as bactérias se multiplicam
rapidamente e levam consigo tal caracteristica.

Um plasmideo associado com a resisténcia a vancomicina foi detectado
em Enterococcus faecalis que pode ser transferido ao S. aureus no laboratorio.
Existem evidéncias que esta transferéncia pode ocorrer naturalmente (por
exemplo, no trato gastrointestinal). Além disso, a resisténcia do S. aureus aos

antisépticos e aos desinfetantes, tais como compostos de amoénia quaternaria,

pode ajudar na sua sobrevivéncia no ambiente hospitalar.lg’42

Atualmente, embora existam algumas terapias alternativas eficazes no
tratamento de infeccbes mediadas por microrganismos resistentes, a busca
continua por novas terapias € imperativa. A atividade de foto-inativacao tem

sido estudada contra varias bactérias patogénicas incluindo cepas de MRSA.°

A utilizacao de luz e corantes para a inativacdo de microrganismos tem
sido proposta na pratica clinica, devido a resisténcia bacteriana aos
antibioticos. Nesta revisdo de literatura ndo foram encontradas evidéncias de
resisténcia microbiana a PDT até o momento, esta modalidade terapéutica tem

sido uma alternativa antimicrobiana bastante promissora.

1.3. Terapiafotodinamica (PDT)

A PDT é uma modalidade de tratamento clinico com potencial aplicacéo

na eliminacdo de células indesejadas, incluindo microrganismos.17’43‘46 A

PDT age por meio da combinacéo de luz e um agente fotossensibilizante (FS)
na presenca de oxigénio.“?”45

O FS é excitado por meio da exposicdo a luz de comprimento de onda
adequado, em que exista maxima absorcéo pelo FS (Figura 4). Duas vias de
mecanismos oxidativos sdo responsaveis pela inativacdo das células-alvo. O
mecanismo do tipo | envolve a geracdo de radicais livres como os radicais
hidroxila e o anion radical superoxido. A via do tipo Il envolve a geracédo de
oxigénio no estado singleto. As vias do tipo | e do tipo Il ocorrem
simultaneamente, no entanto, a relagdo entre estas duas vias depende dos

tipos de FS empregado e também do microambiente em que o mesmo esta

inserido.*”*® Desta forma, radicais livres e oxigénio singlete sdo as moléculas



28

produzidas por meio deste processo que promovem o efeito citotoxico da PDT,

causando a oxidacdo de proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, levando a
44-46

perda de funcéo de organelas celulares, resultando na morte celular.

Radicais

LUz o livres

A apropriado

combinagdo +

FS

Destruigdo do
microrganismo

Oxigénio
Singlete

Figura 4. Representacdo esquematica da acdo da PDT por meio da
combinacao de luz e um agente fotossensibilizante na presenca de oxigénio,
produzindo radicais livres e oxigénio singlete e promovendo efeito citotoxico
como a destruicdo de microrganismos.

Em 1933, o fisico polonés Aleksander Jablonski propés um diagrama de
nivel de energia na tentativa de descrever a luminescéncia, fenémeno tipico de
compostos organicos. O diagrama de Jablonski é uma representacdo mais

complexa dos processos fotofisicos envolvidos na PDT, incluindo transi¢cdes

vibronicas™®.
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Figura 5. Diagrama de  Jablonski (http:/infinito-e-diverso-
els.blogspot.com/2011/11/diagrama-de-jablonski.html. Acesso em 22/11/2019).
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A absor¢do de um quantum de luz conduz a uma transi¢cdo de um estado
fundamental singlete a um estado excitado singlete (Figura 5). Existe um estado
triplete de energia um pouco menor que a do estado excitado singlete. Na
excitacdo eletrénica, um elétron de uma ligacdo por par de elétrons € excitado a
um estado de maior energia. Se o elétron excitado tiver um spin antiparalelo ao de
seu companheiro, o estado excitado sera um singlete, porém, se o spin do elétron
excitado for paralelo ao seu companheiro, o estado serd um triplete.

Logo ap6s a absor¢do da luz, uma série de eventos extremamente
rapidos ocorre antes que qualquer reagdo fotoquimica ou emissdo de radiacdo
luminescente possa ocorrer. Um deles, chamado de conversao interna € uma
transicao ndo radiativa (sem emissdo de luz) entre dois estados eletronicos de
mesma multiplicidade de spin. Ela ocorre, por exemplo, logo apés a absorcao
da luz e obtencédo de estados excitados singletes (S1, S2, S3), havendo uma
transferéncia de energia rapida, sem emissdo de luz, ao estado singlete

excitado de mais baixa energia, isto €, uma relaxacéo vibracional para o nivel

vibracional mais baixo do estado eletrbnico final.49

A partir do estado singlete, o FS pode emitir fétons retornando ao estado
fundamental, processo chamado de fluorescéncia. Deve ser enfatizado que,
apesar de algumas excecodes, a emissdo de fluorescéncia ocorre a partir de S1
e suas caracteristicas (exceto polarizacdo) ndo dependem do comprimento de
onda de excitacdo (considerando que somente exista uma espécie no estado
fundamental). O maximo de emissdo de fluorescéncia é localizado em
comprimentos de onda maiores (energia mais baixa) que o maximo de

absorcdo, por causa da perda de energia no estado excitado devido a

relaxacao vibracional (chamado de deslocamento Stokes.).50'51

Existe o cruzamento intersistemas no qual parte da energia absorvida é
liberada, sem emissao de luz, de modo que o FS atinge o estado triplete.E’O'52

A partir do estado triplete, cujo tempo de vida € maior em comparacao
ao estado singlete, o FS pode perder energia por processos nao radiativos ,
radiativos (fosforescéncia) ou participar ad formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS- do inglés- Reactive Oxygen Species) por 2 mecanismos
distintos: transferéncia de elétrons, formando radicais livres, conhecida por

reacdo do tipo I; ou transferéncia de energia ao oxigénio molecular gerando o
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oxigénio singlete- reacdo tipo Il. A ocorréncia das reacdes tipo | ou tipo Il
depende de diversos fatores, incluindo caracteristicas fisico- quimicas do FS e

0 microambiente em que o0 FS esta inserido que afeta seu estado de

agregacéao, a quantidade de oxigénio e outros substratos presentes.43

Inicialmente, o uso da PDT foi limitado para aplicacbes em lesdes
neoplasicas e ndo neoplasicas e, tem demonstrado ser uma alternativa no
tratamento de infec¢cdes microbianas locais. A PDT tem como vantagem a
diminuicdo do uso de antimicrobianos, preservando assim a utilizacdo destes

para infeccdes generalizadas ou septicemia, além de reduzir o aparecimento

de novas cepas de microrganismos resistentes.”>

aPDT tem sido proposto como uma abordagem alternativa para a
inativacdo de microrganismos. O efeito terapéutico da aPDT esta relacionado a
varias propriedades fisicas, quimicas e biologicas especificas do FS. Um FS
ideal deve ser quimicamente puro, possuir alta estabilidade foto e térmica,
acumular-se seletivamente no tecido-alvo, ter um curto intervalo de tempo entre
a administracdo e o acumulo maximo no tecido, e ser rapidamente eliminado
do corpo ap6s o tratamento. Além disso, a absorcdo maxima do FS deve
corresponder a janela optica (600-800nm) e ter um alto coeficiente de extincdo

molar. Nesta faixa éptica, a penetracdo da luz no tecido mole é bastante alta e

a energia do estado tripleto é suficiente para produzir oxigénio singlete.&54

Além disso, o FS deve ter toxicidade escura minima e ser citotoxico
apenas na presenca de luz em um comprimento de onda definido. Também é
importante que o FS administrado ao paciente tenha natureza anfilitica. Isso

garante que o transporte no sistema circulatorio ocorra sem agregagédo e com

penetracdo efetiva através da camada lipidica da membrana celular.®>=°7

Os FS usados na aPDT sdo distribuidos em varios compartimentos
intracelulares havendo dano localizado nos sitios de geracdo de oxigénio
singlete, mas também produzem radicais que podem migrar para longe do local
de forma(;éo.58’59 Os FS difundem-se nos lipidios da membrana plasmaética,

induzindo a danos em cada local pois pode atingir a membrana e / ou

atravessa-la e atingir alvos intracelulares.>®

Huang et al, relataram que FS neutros, aniénicos e catiénicos

efetivamente destroem bactérias Gram-positivas, mas apenas 0s cationicos
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podem fotoinativar bactérias Gram-negativas. No caso de FS catibnicos, a
carga positiva permite que haja ligacdo a membrana celular bacteriana
carregada negativamente e, em alguns casos, penetre nas células microbianas

devido a natureza porosa da parede celular.9 Dentre os FS cationicos, 0s

corantes fenotiazinicos tem apresentado potencial para aplicacdo na aPDT.

1.3.1 Corantes fenotiazinicos

Fotossensibilizantes fenotiazinicos sdo compostos que apresentam
estrutura molecular composta por um esqueleto triciclico com grupos laterais

auxocrdmicos, carregam uma unica carga positiva (Figura 6) e exibem alto
rendimento quéantico de oxigénio singlete (® =O,5).6l’62

Os compostos fenotiazinicos sdo comercializados na forma de sais
sendo que o cromoforo é catidnico, o que facilita a sua interacdo com bactérias.

Os FS catidnicos se ligam as bactérias devido a interacdes eletrostaticas, uma

vez que existe um potencial negativo na superficie celular.%3
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Figura 6. Estrutura molecular de alguns corantes fenotiazinicos. Azul de
metileno, Azul de O-Toluidina, Dimetil azul de metileno, Azure A , Azure B. 64:65

Bactérias possuem superficie celular com carga negativa que atua como

um eletro-atrativo para FS cationicos, sendo este bem vinculado e absorvido por
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bactérias. Sob condicdes fisioldgicas, 1,9 dimetil azul de metileno (DMAM) tende a
existir de forma catiénica e essa natureza carregada positivamente favoreceria o
direcionamento e a ligagdo da membrana, enquanto sua anfifilicidade estrutural

favorece o particionamento e o acumulo da membrana.®®°%73 0 bMAM liga-se

fortemente ao 4cido teicoico da parede celular bacteriana.

Em quimica organica o coeficiente de particdo (Log P) ou coeficiente de
distribuicdo € a razdo entre a concentracdo de um composto nas duas fases de
uma mistura imissivel (composto organico/agua) no equilibrio, portanto, esses
coeficientes sdo a medida da diferenga de solubilidade de um composto em dois
solventes (hidrofébico/hidrofilico). Logo, o coeficiente de particdo mede o grau de
lipofilicidade ou hidrofilicidade de um soluto. As diferencas na eficacia da PDT

podem estar relacionadas as propriedades dos FS. Uma delas € a caracteristica de

lipo, hidro ou anfifilicidade, determinada por meio do coeficiente de parti(;éo.69

Quanto maior o coeficiente de particdo P, hd maior permeabilidade e
acumulo de moléculas do FS em regifes hidrofébicas da membrana celular. E
necessario portanto, o conhecimento do comportamento dos FS em diferentes
substratos pois, este comportamento, esta intimamente ligado com o

coeficiente de particdo. Este conhecimento deve estar centrado principalmente

em solucdo aquosa e nos diversos lipidios presentes em meios biolégicos.69

Os corantes AM, Azure A (AA) e Azure B (AB) séo hidrofilicos (log P<1).
Em sistemas biolégicos, o AM é reduzido a leuco-AM pelas coenzimas NADH e
FADH, portanto sujeito a reducdo metabdlica. Sabe-se que os FS podem ser
reduzidos a forma leuco por enzimas mitocondriais. A forma incolor de leuco
forma ndo é fotoquimicamente ativa e pode afetar a fototoxicidade total.
Entretanto, em concentracbes mais altas, o AM pode se localizar nas

mitocbndrias e o efeito da PDT pode ser alcancado através de danos

Iisoss()micos.Gz'66

Os derivados do AM como DMAM e 1-metil azul de metileno sé&o lipofilicos.
Além disso, os metilados tém acédo toxica sobre as células na auséncia de luz.
Uma maior dosimetria, em funcdo do aumento da taxa de fluéncia, potencializa a
fototoxicidade do AM, mas possui pouco efeito nos seus derivados metilados. Os

derivados metilados apresentam-se nas suas formas oxidadas
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(catibnicas) por tempo maior que o AM e, conseglentemente, tém altas
concentracdes de formas fotoativas.8/ 69
Apesar dos FS fenotiazinicos possuirem similar estrutura, eles tém

~

apresentado comportamentos distintos quanto a citotoxicidade. Francisco et

al.’® avaliaram em seu estudo a eficacia fotodinamica dos FS AM, AA e AB (

1,1, 6,3, 1,8 mmol, respectivamente) em células tumorais (ICs0) no escuro e

sob irradiacdo (tempo de irradiacdo de 40 minutos com uma irradiancia de 2,9

2

mW cm®, exposicao radiante de 7 J cm2). Os dados de citotoxicidade e

fototoxicidade demonstraram que o aumento nas concentracdes de FS foi
diretamente relacionado a reducédo no numero de células viaveis. AB foi 0 mais
citotbxico em ambos ensaios (escuro e irradiacdo). A fototoxicidade de AM e
AB foi semelhante, enquanto o AA mostrou ser menos fototoxico.

Além da variagcdo da eficacia entre as moléculas, a eficiéncia

fotodindmica também varia entre diferentes microrganismos.72 A aPDT tem
demonstrado ser mais eficaz na inativacdo de espécies Gram-positivas em
comparacao com Gram-negativas. A susceptibilidade diferencial surge devido a

diferencas estruturais da parede celular desses dois grupos.84’86 A parede

celular das bactérias Gram positivas possui poros de peptideoglicanos e acidos
lipoteicGicos que possibilitam a passagem dos FS, dando assim amplo acesso
a membrana citoplasmatica. Por outro lado, no caso das Gram negativas, a
membrana externa funciona como uma barreira adicional, evitando ou

dificultando a entrada de FS, preservando a parede celular, o espaco

interplasmatico e a membrana citoplasméttica.84

Agregacédo ou Metacromaticidade

Metacromaticidade é a mudanca da absorcdo maxima do corante para
menores comprimentos de onda (“blue shift”). Em situagdes como aumento da
concentracdo, presenca de polimeros anibnicos ou sais inorganicos, seus
espectros de absor¢cdo mudam devido a interacfes eletrostaticas e hidrofébicas

entre as moléculas de corante e as moléculas adjacentes. Esta interacdo resulta

na agregacao do corante que, em alguns casos, fica restrita & dimerizagélo.?l'72

A adicao de fenotiazinicos a uma suspensao contendo bactérias, leva a
agregacao do corante através da formacao de dimeros ligados a biopolimeros
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presentes na superficie bacteriana.'1+7?

A dimerizacdo pode ser visualizada por espectrofotometria, verificando
o efeito metacromatico que ocorre devido a interacédo de corantes como AM e
AT com LPS. Desta forma, ha um declinio do pico de absorcdo maxima com
aumento do pico de absorcdo caracteristico de dimeros em menores
comprimentos de onda (Figura 7). Como a mudanca nos picos de absorcéo
ocorre em direcdo a menores comprimentos de onda, este efeito é conhecido

como hipsocromico. No efeito batocromico, a mudanga ocorre para maiores

comprimentos de onda.”?3

|73

Usacheva et al.”” reportam maior efeito metacromatico para o AT do

gue para 0 AM e, de acordo com esses autores, o efeito dos dimeros pode ser
mais relevante para a acdo fotodindmica do que o de espécies monomeéricas,
apesar, das propriedades fotofisicas e fotoquimicas das moléculas serem
analisadas usualmente nas formas ndo agregadas. Segundo os autores, o AT
nao sO apresentou maior efeito metacromatico como também maior eficiéncia
fotodindmica, o que levou a hipotese da interacdo com LPS da membrana ser
importante fator para obtencao da inativacdo de microrganismos.

Azul de Metileno 250ug/mi em édgus deionizada

Azul de Metileno 20pug/mil em dgua deionizads,
40 Azul de Metileno 10pug/mil em dgua deionizada,

Absorbancia (u.8.)
:
e
L
N

Absorbancia (u.8.)

T T T v Y T T T T
1680 240 W00 wo 420 480 540 600 660 720

Comprmento de onda (nm)

Figura 7. Espectros de absorcao de solucdo de AM em agua deionizada nas
concentracoes de 250ug/mL (eixo da esquerda), 20 e 10 ug/mL (eixo direito)72

Francisco et al.”! avaliaram as relacbes dimero / monémero (D / M) dos
fenotiazinicos AM, AA e AB. Observaram que quanto maior a concentracéo
avaliada, maior o valor de D / M, independentemente do FS e do meio utilizado.
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Além disso, a agregacdo em PBS e soro fisiologico foi superior & agregacédo em
agua. Esse efeito ocorreu devido a presenca de eletrolitos, uma vez que a
agregacao foi maior naquelas solugbes com maior concentracdo ionica. A
presenca de grupos metil na periferia do cromoéforo reduziu a tendéncia dos FS
se agregarem devido efeito estérico. Portanto, AM com 4 grupos metil
periféricos apresentaram a menor tendéncia de agregacdo; AB, com 3 grupos
metila apresentaram agregacao intermediaria e AA, que possui apenas 2
grupos metil periféricos, apresentou maior tendéncia de agregagcdo entre 0s

compostos estudados.

Nunez’? discute em seu estudo, que varios fatores interferem na

eficiéncia da terapia fotodinAmica, os resultados obtidos em relacdo a morte de
microrganismos ndo foram completamente homogéneos. Usualmente, a eficiéncia
dos FS (rendimento quantico para estado tripleto, tempo de vida dos estados
excitados, potencial redox) € avaliada com base nas propriedades fotofisicas e
fotoquimicas de suas espécies monomeéricas. A participacao de dimeros de AM em
processo fotodindmico foi recentemente demonstrada contra varias espécies
microbianas. Nos casos em que lasers sdo empregados para a ativacdo do
corante, o comprimento de onda de sele¢éo para ativacao do corante
€ sempre o da banda correspondente a espécies monoméricas, independente
da concentracdo empregada, do tipo de solvente e do substrato utilizado. Este
fato impediria a participacdo direta das espécies agregadas no processo
fotodinamico.

Por outro lado, alterando-se o comprimento de onda da fonte de
irradiacao, é possivel verificar o efeito dos agregados na eficacia para a
inativacao microbiana. Na presenca de maior quantidade de agregados, a

irradiacao de dimeros produz efeito igual a irradiacdo de monémeros o que

comprova o envolvimento no processo de sensibilizagz?lo.14

CoIIina74, em seu estudo avaliou a acao dos corantes fenotiazinicos AA, AB

e DMAM em diferentes meios (dgua, tampéo fosfato salino - PBS, solucdo
fisiolégica - 0,90% NacCl, uréia 1,00 mol / L e dodecil de sédio sulfato 0,25% - SDS,
a 20,00 mg / L para AA e AB e a 0,50 mg / L para DMAM) que modulam a
agregacdo. A cultura plancténica de C. albicans foi tratada com FS em diferentes
concentracdes (0-100,00 mg / L), tanto no escuro (5 min) quanto irradiado (640
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+ 12 nm LED durante 30 min, 2,60 mW /cm2). A razao de captacéo celular e o

dimero com os mondmeros foram determinadas por espectrofotometria. A
razdo dimero para monémero (D / M) foi um parametro simples para avaliar o
estado de agregacéo dos FS e foi determinado pela razdo entre a absorbancia
no comprimento de onda da absor¢cdo maxima do dimero e mondémero de cada
FS. Todos os FS mostraram uma relacdo entre o0 meio e a agregacado. A
agregacao de AM foi menos influenciada pelo meio, uma vez que os valores D /
M variou de 0,29 no SDS a 0,48 na solucao fisiolégica. AA e AB apresentou
comportamento semelhante, apresentando valores D / M de 0,6 no SDS a 1,1
na solucdo fisiologica e 0,5 em SDS a 1,0 na solugdo fisioldgica,
respectivamente. DMAM teve a agregacdo principalmente influenciada pelo
meio, apresentando um valor D / M tao baixo (0,29) em SDS e tao alto (2,3) na
solucéo fisiolégica. Para todos os compostos estudados, os menores valores D
/ M ocorreram no SDS, e 0 mais alta na solucéo fisiolégica.

Conforme descrito anteriormente, o oxigénio singleto, € considerado de

fundamental importdncia no processo de fotossensibilizagéo.11’50 A

fotogquimica de monémeros de AM apresenta predominancia para formacao de
oxigénio singleto; j& os dimeros apresentam maior rendimento para reacdes do

tipo I, envolvendo transferéncias eletrbnicas importantes para 0 processo

fotodinamico.

1.3.2 Fontes de Irradiacao

Uma vez que, o comprimento de onda de absorcdo maxima para 0s
compostos fenotiazinicos, se altera devido a presenca de agregados, as fontes

de irradiacdo podem apresentar papel fundamental no processo

fotodinamico.43:62

|_66

No estudo de Francisco et a o LED vermelho foi utilizado nos

comprimentos de onda entre 629 e 649 nm, permitindo seu uso com os FS AM,

SAA e AB que tém absor¢ao dentro desta faixa. Os monémeros AM
apresentaram maxima de absor¢céo a 664 nm, AA a 630 nm e AB a 644 nm, em
solugéo aquosa, verificando que a gama de comprimentos de onda cobertos
pelo LED foi suficiente para excitar os FS utilizados.
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Chan e Lai’® reportaram o efeito de diferentes comprimentos de onda

(A= 632,8nm, A=665nm e A=830nm) utilizando fontes laser para erradicagcéao de
patdgenos periodontais utilizando AM. Nesse estudo, os melhores resultados
foram para um laser com A=665nm, 0 que seria de se esperar uma vez que
este comprimento de onda corresponde ao comprimento de onda de absorcao
maxima do AM. O fato do laser em A=830nm ter produzido algum efeito pode
estar relacionado a presenca de bactérias que possuem pigmentos negros,
como a Prevotella intermedia e a Porphyromonas gingivalis, uma vez que o AM
nao absorve luz neste comprimento de onda, ndo causando efeito fotoquimico.

Além do espectro de emissdo da fonte de irradiacdo os parametros de
irradiacdo utilizados variam largamente entre os estudos. Wainwright et al.?

utilizaram caixa de luz Exal com uma saida de comprimento de onda de 350 ”* 800
nm e 1,7 mW/cm por uma hora para excitacdo de compostos fenotiazinicos (AM,
DMAM e novo AM), a fluéncia foi mensurada por Medidor de luz Skye SKP

200 (Skye Instruments Ltd). Souza et al.”® utlizaram laser de 30mW, com
comprimento de onda de A=685nm, para ativacdo de AM durante 5 minutos.
Em ambos estudos, uma resposta satisfatoria foi reportada.

1.4. aPDT e FS fenotiazinicos: Estado da Arte

O AM tem conhecida acgdo antimicrobiana desde a Segunda Guerra
Mundial, sendo associado a PDT em varios estudos.®% "8 para a aplicacao

clinica da aPDT, os compostos fenotiazinicos, mais especificamente o AM e o AT,
tém se apresentado como bons agentes fotossensibilizantes. Caracteristicas como
seus comprimentos de onda de absor¢cdo maxima ( A=660nm e A=630nm,
respectivamente), sua disponibilidade e baixo custo, e sua baixa toxicidade, uma
vez que, estes compostos sdo utilizados na area médica para uma série de

finalidades terapéuticas em concentragdes muito superiores aquelas utilizadas em

PDT, fazem desses compostos propostas bastante interessantes.’ 879

Wainwright et al. demonstraram o efeito da aPDT com os corantes
fenotiazinicos AM, DMAM, AB, AT e novo azul de metileno (nAM) em cepas

patogénicas de S. aureus, sendo quatro resistentes a meticilina. A aplicacdo do

tratamento fotodinamico foi realizada a uma irradiancia de 1,75 mW/cmZ,

exposicao radiante de 6,3 J/cmz, 60 min de irradiacao, utilizando o equipamento
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Skye SKP 200 light meter (Skye Instruments® Ltd) de comprimento de onda
350-800nm. Relataram como resultado elevada atividade antibacteriana em
suspensao e em maior eficacia do que a flucloxacilina analoga a meticilina.
Para o AM, o DMAM e o nAM, a atividade bactericida foi 4 vezes maior. Além

disso, o DMAM e o nAM foram ativos contra cepas epidémicas de S. aureus

resistentes a meticilina em concentracdes menores que a da vancomicina.®

O uso da aPDT no estudo de Pereira et al.'® teve como objetivo avaliar,

in vitro, a internalizagéo do AM e sua atividade fotodinamica frente a uma cepa
clinica e ATCC de Pseudomonas aeruginosa e S. aureus. As cepas foram
incubadas com AM nas concentragdes de 100, 300 e 500 pg / ml e irradiadas

com LED (£ 660 nm) na fluéncia de 10 e 25 J / cm2. A internalizacdo AM foi

avaliada usando um microscépio confocal (Zeiss LSM 700), para capturar o AM
e 0 DAPI (para coloracdo de DNA). Foi possivel observar que o AM foi
internalizado pelas células bacterianas, em todas as concentracfes testadas. A
contagem de CFU / ml demonstrou significativa redugao (p < 0,01) na média de
5,0 logs em comparagdo com o grupo controle para as duas espécies em todas
as concentragcdes. Em conclusdo, as cepas testadas foram capazes de
internalizar o AM. aPDT com AM foi capaz de diminuir o crescimento das cepas
testadas in vitro.

| 73 testou a eficacia antimicrobiana da aPDT

O estudo de Monteiro et a
associada ao uso de composto fenotiazinico em cultura plancténica de S.
aureus. O composto de corantes AM e AT foi utilizado na proporcdo 1:1 e nas
concentragcbes 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pug/ mL. A fonte de luz foi Laser
(660nm), irradiada por 5 minutos para cada exposi¢ao radiante (2,4; 4,8; 7,2;
9,6 e 12 J/cmz). O resultado deste experimento foi de inibicdo >99,9% de
crescimento da bactéria S. aureus quando houve a associacdo das fenotiazinas
a 50 e 100 pg/mL e fluéncia de 12 Jicm?. Os autores concluiram que a aPDT
atinge maior eficacia quando da combinagdo de concentragbes de FS
fenotiazinicos e exposicao radiante especificos.

A acdo do AM em biofilmes de S. aureus e Escherichia coli cultivados em

amostras de resina acrilica e submetidos a terapia fotodinamica usando laser de

diodo de 660 nm, exposicao radiante de 20J/cm? e concentracdes variando de
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37,5 a 3000 uM. Os melhores resultados foram obtidos com concentragdes de

aproximadamente 300 uM de AM, com redugdes microbianas de 0,8-1,0 Ioglo.80

Briggs et a8t investigou a eficacia da concentragéo de AM na inibicdo do

crescimento de S. aureus sensivel a meticilina (MSSA), S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii. aPDT foi aplicada em cultura plancténica e apos a

formacéao de biofilme em discos de titanio polido e hidroxiapatita. Os resultados
mostraram que os estafilococos foram erradicados na menor concentracéo de AM

0,1 mM. Em P. aeruginosa e A. baumannii, 0 aumento da concentragdo de AM

aumentou o efeito bactericida. Os resultados mostraram também que na poténcia

de laser = 35 J / cm? e uma exposicao radiante de 35 mW / cm2, houve

erradicagcao de S. epidermidis, P. aeruginosa cultivada em um biofilme mostrou-se
menos sensivel a aPDT quando comparada a estafilococos, e uma superficie
revestida com hidroxiapatita reduziu a eficacia da aPDT bacteriana nestes

ensaios experimentais.

I.54 avaliou a eficacia do PDT com AM e AT na

erradicacdo de biofilmes de S. aureus em combinacdo com o antibiético

linezolida. No experimento, a concentragdo de corante utilizada foi de 5, 50 e
500 pg/ml. Para o corante AM, foi utilizado Laser de diodo de 35 mW

O estudo de Kashef et a

(Lasotronic®-SWitzerIand) com comprimento de onda de 660 nm e taxa de

2

fluéncia 91 mW / cm®, e para amostras incubadas com o corante AT, foi

utilizado um laser de diodo de 10 mW (MUSTANG®- Russia), com comprimento
de onda de 630 nm e taxa de fluéncia de 26 mW / cm?. Os biofilmes foram
irradiados por 10 min e submetidos exposicao radiante: 54.6 Jiem? para AM e

15.6 J/cmz, para AT. A atividade bactericida (redugédo de =3 logiona contagem
de células viaveis) nao foi alcancada com AM / AT com PDT ou tratamento
antibidtico sozinho. Quando o tratamento antibiético foi combinado com AT e
PDT, uma maior reducdo na contagem viavel foi observada.

O efeito da terapia fotodindmica em S. aureus e Candida albicans em
biofilme in vitro foi estudada por TUNCCANSZ, com os FS rosa bengala, AM e

riboflavina sob LED e UVA. A combinagdo mais eficaz foi LED vermelho
(5minutos; 0,77 mW; 233 mJ/cm2; 300 mW) + AM (25ug/mL) contra os
estafilococos e biofilmes candidais.
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No estudo de Gualdesi57, AB e o Azure B monoiodado foram avaliados
contra S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) nas concentracdes de 5 uM e 15 uM, respectivamente. Em

seguida, as suspensodes de AB e ABI foram irradiadas a 8,4 mW / cm 2 por 30 e

15 min, com uma dose total de 15,1 J/cm 26 7,6 J/icm 2, respectivamente. As
amostras foram irradiadas a uma distancia de 5 cm com uma lampada

Parathom ® (OSRAM 5-W). Azure B monoiodado mostrou melhores

propriedades quimicas e fotoquimicas em comparagdo com AB e exibiu boa
atividade antibacteriana contra MSSA e MRSA.

Pinheiro et aI83, avaliaram a eficacia do DMAM associado ao uso de laser

(660 nm), LED (632 = 2 nm) ou uma luz polarizada multiespectral (400 - 2000 nm)
usando diferentes densidades de energia em E. faecalis (Laser e LED) e em S.
aureus (luz polarizada) in vitro. Para isso, foram utilizados 300 ng/mL de DMAM

para 0os ensaios com S. aureus, e 3,32 ng / ml para os ensaios com E. faecalis. As

2

densidades de energia aplicadas foram de 5 J/ cm © em luz polarizada e de 18 J /

cm 2 para Laser / LED. Foram utilizados cinco minutos de tempo de pré-incubacao.

Os resultados mostraram uma reducdo de 99,97% na contagem de UFC de S.
aureus e de 99,99999998% de E. faecalis (usando as duas fontes de luz). Este
estudo concluiu que aPDT realizada com DMAM associado a laser, LED ou luz
polarizada foi eficaz na reducdo, in vitro, da contagem de aerobios e bactérias
gram-positivas anaerdbias e aerotolerantes.

|59

Sampaio et al””, avaliaram a eficacia antimicrobiana do uso de 3,32 ng /

mL de 1,9-dimetilmetileno azul (DMAM) como FS associado ao uso de Laser
(A660 nm) ou LED (A632 £ 2 nm) usando diferentes densidades de energia (6, 12

el8J/ cm2) em E. faecalis in vitro. Em diferentes condi¢gbes experimentais, 14

grupos de estudo, em triplicata, foram usados para comparar a eficacia do aPDT
realizado tanto com laser e LED usando diferentes densidades de energia
associadas ao DMAM. O método do numero mais provavel (MPN) foi usado para

a andlise quantitativa. A eficacia antimicrobiana fotodindmica foi diretamente

2

proporcional a densidade de energia utilizada, chegando a 18 J/cm®, Reducédo

de 99,999998% das contagens de E. faecalis usando ambas as fontes de luz. Os

ensaios experimentais deste estudo mostraram que o uso de 3,32 ng / mL de

DMAM associado ao uso de 18 J / cm? de luz LED (A632 + 2
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nm) reduziu >7 log na contagem em cultura planctonica de E. faecalis. Os
resultados deste estudo mostraram que a concentragédo de 3,32 ng / mL de
DMAM era segura e 500 vezes abaixo da concentragao estabelecida como
toxica. Isso € clinicamente relevante, pois, idealmente, o fotosensibilizador
utilizado em aPDT deve ser eficaz na menor concentracdo possivel, além de
potencializar seus efeitos por irradiacdo de luz. Os autores concluiram que o
uso exclusivo de uma fonte de luz com diferentes densidades de energia nédo
foi capaz de afetar significativamente a morte de bactérias. No entanto, foi

demonstrado que € possivel reduzir a contagem bacteriana por irradiacdo da

Monteiro et al72, avaliaram os efeitos de inativacdo fotodinamica de

DMAM em nanoconcentragbes (0, 25, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000
ng/mL). e associado a AuNPs (nanoparticulas de Ouro) com LED vermelho
(A630 nm £ 20 nm, 125 mW, 12 J / cm? 192 s) em ensaios in vitro de
suspensdo de S. aureus. De acordo com os resultados, a inativacao
fotodinamica de S. aureus nos grupos DMAM+ LED e DMAM-AuUNPs + LED,
mostraram similar reducdo significativa da carga microbiana, (p <0,0001)
guando comparado ao grupo Controle. A reducdo decimal (RD) de esses
grupos eram 99,96% e 99,994%, respectivamente. A conclusdo deste trabalho
relatou que a inativacdo fotodinamica foi pouco aumentada usando DMMB-
AuNPs em S. aureus. A acdo do fotossensibilizador utilizado isoladamente
nao apresentou reducdo significativa na populacdo de S. aureus quando
comparado ao grupo controle, pois a concentragcdo usada neste estudo (300
ng / mL) estava abaixo da IC 50 (340,5 ng / mL).

Estudos avaliando a acao dos FS AA, AB e DMAM em comparacao ao
AM, além de estabelecer a relacdo entre a efichAcia e a agregacdo dos
compostos (metacromaticidade), podem sugerir novas estratégias para

aumentar a eficacia da aPDT.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Comparar a efichcia da terapia fotodinamica antimicrobiana com
diferentes concentracdes de fenotiazinicos (AA, AB, DMAM e AM) na reducao

do crescimento in vitro de S. aureus.

2.2. Objetivos Especificos

« Comparar a toxicidade no escuro dos corantes fenotiazinicos AA, AB,
DMAM e AM no crescimento in vitro em suspensédo de S. aureus.

« Comparar a acdo da aPDT com AA, AB, DMAM e AM no crescimento in
vitro em suspensao de S. aureus.

« Determinar a incorporacdo dos corantes fenotiazinicos AA, AB, DMAM e

AM em suspensdao de S. aureus.
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3. METODOLOGIA

A avaliacéo da eficicia da aPDT foi realizada a partir de ensaios in vitro em

S. aureus, nos quais foram testados os agentes FS AA, AB, DMAM e AMm.8.84-

86

3.1. Preparo de solucdes

3.1.1. Meios de cultura

Para preparo do meio caldo BHI (do inglés, Brain Heart Infusion) 1%
Sacarose, conforme instrucfes do fabricante, foram adicionados 37g de BHI
(K25-1400, KASVI®) para 1 Litro de agua milli-Q. Em seguida, 0,37g de

sacarose foi acrescido a solucdo. O caldo foi esterilizado em autoclave e
armazenada sob refrigeracéo (6- 10° C) até o momento de uso.

Para preparo do meio agar BHI 1% Sacarose, para 1 Litro de agua milli-

Q foram adicionados 52g de BHI (K25-1400, KASVI®), conforme instrucdes do
fabricante. Em seguida, 0,52 g de sacarose foi acrescido a solucdo. A solugéo
foi esterilizada em autoclave e dispensada em placas de petri estéreis e sob
fluxo laminar. Apés geleificacdo do meio, as placas foram acondicionadas em
filme pvc e armazenadas sob refrigeracéo (6- 10° C) até o momento de uso.

3.1.2. Outras solucbdes

Para o preparo da solugcao tampéo fosfato salino (PBS) foram utilizados:
NaCl (Cloreto de Sédio) 137 mM, KCI (Cloreto de Potassio) 2,7 mM, Na2HPOa4
(Fosfato de Sadio) 4,3 mM, agua milli-Q estéril e ajustado o pH 7,4.

Solucbes-estoque dos agentes FS (AA, AB, DMAM e AM) foram
preparadas na concentracdo de 1 mg/mL. Para isso, foram pesados 10,0 mg
de FS que foram diluidos, em capela de fluxo laminar, em 10,0 mL de agua
milli-Q estéril. As solugbes- estoque foram preparadas em fluxo laminar e
armazenadas em tubos esterilizados, sob temperatura ambiente e protegidos
da exposicéo a luz.

A partir da diluicdo das solugdes estoque dos agentes FS (AA, AB, DMAM e
AM) em agua milli-Q estéril foram preparadas solugcbes em concentracdes

menores (20, 40, 100 e 200 mg/L). Para o FS DMAM também foram preparadas
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solugdes nas concentracdes 2, 4 e 10 mg/L. As solugdes diluidas foram
preparadas em fluxo laminar e armazenadas em tubos esterilizados, sob

temperatura ambiente e protegidos da exposicao a luz.

3.2 Ensaios Bioldgicos

Cepa padréo de S. aureus NEWP 0023 (lote 6550, microrganismo viavel
padrdo estabilizado, NEWPROV) foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Biociéncias desta Instituicdo de Ensino.

Para a padronizacdo do in6culo de S. aureus utilizado neste estudo, a
viabilidade celular e potencial de crescimento em caldo de cultura BHI foi
verificada; assim como as caracteristicas especificas de formacao de col6nias
e morfologia da espécie foram comprovadas por cultura em meio agar BHI
acrescido de sacarose a 1%, coloragcdo de Gram e microscopia.

As bactérias foram colhidas em caldo BHI, ajustando a turbidez da
suspensao por escala 0,5 de Mac Farland. As bactérias foram diluidas em
3x108 unidades formadoras de colénias por mL (UFC/ mL) em caldo BHI e

essa suspensdo foi usada como indéculo nos ensaios deste estudo. A
padronizacdo deste indculo foi obtida a partir da relacdo da curva padrédo entre
a turbidez escala 0,5 de Mac Farland e o nimero de células bacterianas (3x

108 UFC/mL). O in6culo padronizado foi armazenado em tubos eppendorf FS e

mantidos sob refrigeracéo a -80° C.

3.2.1 Ensaios Bioldgicos em suspensao

3.2.1.1 Avaliacdo datoxicidade dos FS fenotiazinicos (AM, AA, AB e
DMAM) no escuro

Para esta etapa de ensaios em suspensdo, realizou-se a ativagao
microbiana a partir do descongelamento do in6culo padrédo por 90 minutos em
estufa a 37° C. A aliquota de 500 pL do inéculo padréo foi diluida em 10mL
agua milli-Q esteéril, seguida da armazenagem em estufa a 37° C durante 60

minutos para padronizar a viabilidade bacteriana na solucao (Figura 8).
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500 pL do |
ks indculo padrdo
foi diluidoem
10mL agua
Descongelamento milli-Q estéril

Incubagao a 372 C durante 60
minutos para ativagdo da
viabilidade celular

do inéculo padrdo
por 90 minutos em
estufaa 372 C

Figura 8: Representagdo esquemética da ativacdo microbiana do indculo
padréo (3x 108 UFC S. aureus /mL) em veiculo 4gua milli-Q.

Nesta etapa do estudo, foram utilizadas microplacas de poliestireno de

48 pocos de fundo chato com tampa (Sarstedt ®) e 0s ensaios realizados em
fluxo laminar. A cada poc¢o foram adicionados 200 pL de in6culo bacteriano
ajustado e 200 pL de solucédo diluida dos FS AA, AB e AM nas concentracdes
finais 20, 40, 100 e 200 mg/L, e 2,4,10 e 20 mg/L de DMAM. Como controle foi
utilizada agua milli-Q estéril. As microplacas foram incubadas a 37° C no
escuro por 5 minutos, e depois aguardaram o periodo de 7 minutos em
temperatura ambiente e no escuro.

Apbs esse periodo, uma aliquota de 20 uL de cada poco foi submetido
a diluicdo seriada (10'1 a 10'5) em 180 pL agua milli-Q estéril, utilizando
microplacas de poliestireno de 96 pocos (Sarstedt ®). O volume de 20 yL de

cada amostra diluida foi semeado em agar BHI 1% sacarose. As placas foram
8,45,87-89

incubadas a 37 °C, por 24 horas. Ap6s periodo de incubacédo das

amostras, a contagem de UFC foi obtida por quatro examinadores e o0s
resultados registrados em planilhas no Microsoft Office Excel (Microsoft

Windows®). Os ensaios ocorreram em triplicata para todas as amostras (Figura
9).
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200 pL
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AA, AB, AM A
20, 40, 100 e 200 mg/L \
Aguardar 7 minutos

no escuro e em
Temperatura ambiente
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2,4,10 e 20 mg/L

Controle- agua milli-Q

200 pL SUSPENSAO BACTERIANA INCUBAGAO 372 C, 5 MINUTOS
107 UFC/mL. NO ESCURO

20 pL de cada amostra
diluida foi semeadoem
agar BHI 1% sacarose.
As placas foram

incubadas a 37 °C, por

L ) . 24 horas.
20 pL de cada pogo foi submetido a dilui¢ao seriada

(10" a 10%) em 180 pL agua milli-Q estéril

Figura 9: In6culo bacteriano foi testado com os FS AA, AB e AM (20, 40, 100 e
200 mg/L), e DMAM (2,4,10 e 20 mg/L). Como controle foi utilizada agua milli-Q estéril.

As microplacas foram incubadas a 37° C no escuro por 5 minutos, e depois
aguardaram o periodo de 7 minutos em temperatura ambiente e no escuro. Diluicdo
seriada (10-1 a 10-5) de cada amostra foi realizada, seguida da Semeadura em placas
de meio BHI 1% sacarose.

3.2.1.2 Avaliacdo da aPDT com FS fenotiazinicos (AM, AA, AB e
DMAM) em Staphylococcus aureus

A resposta da aPDT utlizando variadas concentragbes de FS
fenotiazinicos (AM, AA, AB e DMAM) em S. aureus foi avaliada em ensaios em
suspensdo. A ativacdo microbiana ocorreu a partir do descongelamento do
inodculo padréo por 90 minutos em estufa a 37° C como demonstrado na Figura
8, a aliquota de 500 pL do in6culo padrao foi diluida em 10mL agua milli-Q
estéril, seguida da armazenagem em estufa a 37° C durante 60 minutos para
padronizar a viabilidade bacteriana na solugéo.

Microplacas de poliestireno de 48 pocos de fundo chato comtampa

(Sarstedt®) foram utilizadas e os ensaios realizados em fluxo laminar. A cada
poco foram adicionados 200 pL de inéculo bacteriano ajustado e 200 pL de

solucao diluida dos FS AA, AB e AM nas concentragfes de 20, 40, 100 e 200
mg/L, e 2,4,10 e 20 mg/L de DMAM, de forma que as concentragdes finais de
FS eram metade daquelas adicionadas. Como controle foi utilizado agua milli-Q
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estéril. As microplacas foram incubadas a 37° C no escuro por 5 minutos. O
tratamento aPDT sob a irradiancia de 11,2mW/cm2 e a exposicdo radiante de

4,7 Jicm?
Brasil). Apds esse periodo, uma aliquota de 20 pL de cada poco foi submetido

por 7 minutos, utilizando o sistema LED 660nm (BioLambda®,

a diluicdo seriada (10'1 a 10'5) em 180 pL agua milli-Q estéril, utilizando

microplacas de poliestireno de 96 pocos (Sarstedt®). O volume de 20 pL de

cada amostra diluida foi semeado em agar BHI 1% sacarose. As placas foram

incubadas a 37 °C, por 24 horas (Figura 10)_8,45,87—89

200 pL F
FS - 3

AA, AB, AM | : z

20, 40, 100 e 200 mg/L a .
DMAM \ 3 !
2,4,10 e 20 mg/L i
Controle- agua milli-Q o LED 660nm (BioLambda®)
200 L SUSPENSAO BACTERIANA INCUBACAO 372 C, 5 MINUTOS 11,2mW/cm?; 4,7 Jicm? por 7 minutos
107 UFC/mL. NO ESCURO

20 pL de cada amostra diluida foi
semeado em agar BHI 1% sacarose.
As placas foram incubadas a 37 °C,
por 24 horas.

20 pL de cada pogo foi submetido a diluicao seriada
(10" a 10°) em 180 pL agua milli-Q esteéril

Figura 10: Representacdo esquematica das amostras de suspensédo bacteriana
nos veiculo agua milli-Q adicionadas aos FS AA, AB e AM nas concentracdes de 20,

40, 100 e 200 mg/L, e 2,4,10 e 20 mg/L de DMAM, incubadas no escuro a 37°C e
tratamento aPDT em LED 660nm (BioLambda®) (11,2mW/cm2; 4,7 J/cm2 por 7
minutos). Apés o tratamento fotodindmico, as amostras foram diluidas em série e
semeadas em meio agar BHI 1% sacarose.

Apos periodo de incubagdo das amostras, a contagem de UFC foi obtida
por quatro examinadores e os resultados registrados em planilhas no Microsoft

Office Excel (Microsoft Windows®). Os ensaios ocorreram em triplicata para

todas as amostras.
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3.2.1.3 Incorporacédo dos Fenotiazinicos em S. aureus

Para esta analise, solu¢cdes dos FS AM, AA, AB e DMAM a 20mg/L
foram quantificadas antes e ap0s a incubacdo por 30min em estufa com 3x108

UFC/mL. Para que a quantificacdo por espectrofotometria fosse adequada, as
solugbes dos FS receberam SDS para atingir 0,25%, para que houvesse
somente monémeros em solucéo. Desta forma, cada FS foi quantificado no seu
A maximo, sendo o AM em 664 nm, AA em 630 nm, AB em 645 nm e DMAM
em 653 nm. Para determinacdo da incorporacdo celular, apés as devidas
correcdes das diluicdes, foi utilizada a férmula:

gé (O/O) = (;5 - ¢8 100 ca

Os testes de incorporacédo dos fenotiazinicos foram realizados em triplicata.

3.3. Andlise Estatistica

Os dados foram checados quanto a sua normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e apresentaram-se né&o-normais (p<0.05). Foram
realizadas 7 andlises estatisticas: para cada corante foi realizada uma analise
estatistica distinta comparando as concentracdes e o tipo de tratamento (PDT /
escuro), totalizando 4 andlises.

Os diferentes corantes em suas concentracfes distintas foram
comparados entre si quando submetidos a um mesmo tratamento (irradiado ou
escuro), totalizando 2 analises e por fim foi realizada uma analise comparando
a incorporacao final dos corantes em uma Unica concentracao.

Em todas as andlises, os dados foram submetidos ao ensaio n&o
paramétrico de Kruskall-Wallis e a comparacdo entre as médias foi realizada
por teste de Student-Newman-Keuls, através do programa Biostat (Biostat 5.3,
Instituto Mamirauda, Para, Brasil), e considerando um nivel global de
significancia de 95% (a=0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao da toxicidade dos FS fenotiazinicos (AM, AA, AB e
DMAM) no escuro

Como pode ser observado na figura 11A, ha morte microbiana crescente
e proporcional ao aumento da concentracdo do corante AA, porém ocorre
reducdo de apenas 1,0 Logio UFC/mL, aproximadamente na maior
concentracdo avaliada. No tratamento no escuro as concentracdes de 0 e 10
mg/L apresentaram estatisticamente os maiores valores, e as concentragdes
de 50 e 100mg/L os menores valores, a concentracdo de 20 mg/L foi
significantemente diferente apenas da concentracao de 10 mg/L.

Por outro lado, em todas as diluicbes do AB foi verificado o crescimento
microbiano semelhante ao Controle em todas as concentracdes testadas (7,0 a
7,1 Logio UFC/mL), isto é, auséncia de toxicidade no escuro (Figura 11 B).

Da mesma forma, para o AM (Figura 11C) em todas as diluicdes
testadas nao foi verificada acdo antimicrobiana significante em relacdo ao
grupo Controle (sem FS).

Por fim, DMAM apresentou toxicidade no escuro, havendo morte
microbiana crescente e proporcional ao aumento da concentragdo do corante,
sendo necesséario avaliar em uma faixa de concentracdo bem menor que a
utilizada para os demais FS. A 10mg/L de DMAM foi observada completa
erradicacdo microbiana (Figura 11 D). Todas as concentracdes testadas
apresentaram numero similar de UFC, exceto a concentragdo de 5 mg/L que foi
estatisticamente menor.

Para todos os corantes, as concentracbes de Omg/L(Controle) foram
estatisticamente semelhantes entre si. Todas as concentracdes avaliadas dos
corantes AM e AB foram estatisticamente iguais entre si e iguais as
concentracbes de Omg/L de DMAM e 0 e 10mg/L de AA, representando 0s
maiores valores estatisticos. A concentragdo de 10 mg/L do corante DMAM
apresentou contagem nula de UFC, sendo estatisticamente igual apenas as
concentracbes de 5 mg/L do corante DMAM e 100 mg/L do corante AA, 0s
quais representam 0s menores valores. As concentracbes de 1 mg/L do
corante DMAM e de 20 e 50 mg/L de AA apresentaram resultados

intermediarios aos demais e semelhantes entre si (anexo tabela 5).
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Figura 11. Avaliacdo da toxicidade dos FS no escuro em suspensdo de S| aureus no veiculo dgua milli-Q, por 30 minutos no

escuro (auséncia

de terapia fotodindmica), n=9. O inOculo bacteriano isento de 3

igente FS foi considerado Controle (CT). A) AA: as

concentra¢des de 0 e 10 mg/L apresentaram estatisticamente os maiores valores, e as concentracbes de 50 e 100mg/L os menores
valores, a concentracdo de 20 mg/L foi significantemente diferente apenas da concentracdo de 10 mg/L.; B) AB: todas as concentracdes
apresentaram numero similar de UFC; C) AM: em todas as concentra¢des avaliadas nado foi verificada acao antimicrobiana significante
em relacdo ao grupo Controle; D) DMAM: todas as concentragdes apresentaram numero similar de UFC, exceto a concentragdo de 5
mg/L que foi estatisticamente menor.
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4.2. Avaliacdo da aPDT com FS fenotiazinicos (AM, AA, AB e DMAM) em S. aureus

A Figura 12A, mostra morte microbiana total apenas para a menor concentracdo testada do corante AA, nao
verificando relacdo proporcional entre a concentracédo de AA e reducao microbiana.

O FS AB apresentou completa inativacdo bacteriana em 10 e 20 mg/L (Fig.12B) enquanto causou reducao de
aproximadamente 1,0 Logio UFC/mL nas maiores concentracdes avaliadas (50 e 100 mg/L), sendo estatisticamente
semelhantes.

O AM apresentou uma relacdo direta entre a concentracdo e reducdo microbiana, havendo auséncia de acao
antimicrobiana a 10mg/L, pequena reducédo a 20mg/L e morte celular total nas maiores concentracdes avaliadas (Fig. 12C).
As concentragfes de 20 a 100mg/L apresentaram menores UFC gque nas concentracdes de 0 e 10mg/L.

Resultados similares, porém, em menores concentracdes, foram observados para DMAM. Intensa redu¢do microbiana
foi observada a 1 mg/L e inativagdo completa (0 log UFC/mL) a partir de 2 mg/L (Fig.12D).

Para todos os corantes as concentracfes de 0 mg/L (Controles) foram estatisticamente semelhantes entre si. Todos os
corantes apresentaram concentracdes que expressaram a menor contagem de UFC (igual a zero), para o corante AM, tal
condicdo foi observada nas concentracdes de 50 e 100 mg/L, para o corante AB e AA nas concentracdes de 10 e 20 mg/L e
para o corante DMAM nas concentracdes de 1, 2, 5 e 10 mg/L. As concentragfes de 20 mg/L do corante AM, 50 e 100 mg/L
dos corantes AB e AA, foram estatisticamente semelhantes entre si, e a concentracdo de 10 mg/L do corante AM foi
estatisticamente semelhante as concentra¢des de 20 mg/L do mesmo corante e 50 e 100 mg/L do corante AB (anexo tabela
6).
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Figura 12. Avaliacdo da aPDT em suspensao de S. aureus no veiculo agua milli-Q sob o parametro de 11,2mW/cm? 4,7 Jlcm?, por 7
minutos. n=9. O inéculo bacteriano isento de agente FS foi considerado Controle (0). A) AA: a concentracdo de 0 mg/L (Controle) foi
estatisticamente maior que todos os outros grupos, que foram semelhantes entre si; B) AB: as concentracdes de 20 a 100mg/L apresentaram
menores UFC que nas concentracdes de 0 e 10mg/L a concentracdo de Omg/L(Controle) estatisticamente apresentou o maior valor, as
concentracBes de 10 e 20mg/L apresentaram os menores valores, com nenhuma formagdo de coldnia, a concentracdes de 50 mg/L foram
similares a todas as outras, exceto ao controle e a concentracdo de 100 mg/L apresentou valor intermediario sendo estatisticamente

semelhante apenas a concentragao de 50 mg/L; C) AM: as concentra¢des de 20 a 100mg/L apresentaram menores UFC



gue nas concentracdes de 0 e 10mg/L; D) DMAM: a concentracdo de Omg/L (Controle) apresentou o maior valor e todas as demais
concentracoes foram significantemente menores que o controle e similares entre si, com 0 log UFC/mL.
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4.3. Avaliacao da eficacia dos fenotiazinicos

4.3.1. Comparacao das diferentes concentracdes do corante AA nos
tratamentos aPDT e escuro

As comparacoes das concentracdes e do tratamento aos quais 0 corante
AA foi avaliado estdo apresentadas na tabela 1. A andlise estatistica indica
diferenca significante entre os grupos (p<0,001). Nas concentracdes de 0 e 100
mg/L, as amostras em tratamento com aPDT apresentaram contagem de UFC
estatisticamente igual as amostras tratadas no escuro, has demais
concentragbes o tratamento aPDT  apresentou contagem UFC
significantemente menor que o tratamento no escuro.

Considerando os dados obtidos, a concentragdo 10 e 20 mg/L
apresentaram similar e melhor efeito em aPDT e todas as concentragdes

testadas ndo demonstraram significante toxicidade no escuro.

Tabela 1. Mediana, valores minimos e maximos do log das UFC/mL em
amostras utilizando o corante AA em diferentes concentracbes sob o
tratamento de PDT e no escuro. A0 menos uma letra igual entre 0s grupos

indica auséncia de diferencas estatistica.

Concentragao (mg/L) Log UFC/mL
PDT Escuro
0 7,0 (6,8 -7,3) 2° 7,1(6,7-7,3) 2"
1 0(0-0)Y 7,1(6,9-75)¢
2 0(0-0)Y 6,8 (6,0 —7,1) "¢
5 59 (5,4 —6,5)"Y 6,7 (6,0 —7,2) “Y¢
10 5,9 (5,6 — 6,8) ™9 6,3 (5,6 — 6,8) 9T

UFC-Unidade formadora de colbnia; aPDT — terapia fotodinamica antimicrobiana

4.3.2. Comparacgdao das diferentes concentragdes do corante AB nos
tratamentos aPDT e escuro

As comparacdes das concentracdes e do tratamento aos quais o corante
AB foi avaliado estdo apresentadas na tabela 2. A anadlise estatistica indica
diferenca significante entre os grupos (p<0,001). Em todas as concentracdes, a

amostra em tratamento com aPDT apresentou significantemente menos UFC
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gue as tratadas no escuro, exceto no grupo controle, onde ambas foram
estatisticamente iguais.

Considerando os dados obtidos, a concentragdo 10 e 20 mg/L
apresentaram similar e melhor efeito em aPDT e todas as concentragdes

testadas ndo demonstraram significante toxicidade no escuro.

Tabela 2. Mediana, valores minimos e maximos do log das UFC/mL em
amostras utilizando o corante AB em diferentes concentracdes sob o
tratamento de PDT e no escuro. A0 menos uma letra igual entre os grupos

indica auséncia de diferencas estatistica.

Concentragao (mg/L) Log UFC /mL
PDT Escuro
0 7,1(69-773)% 7,1(70-74)2
10 0(0-0)" 72((7,0-73)¢
20 0@-0)" 71(69-73)
50 6,1(5,5-6,7) " 71(6,8-73) "
100 6,3 (5,7 —7,1) °° 7,2(70-7,3) 2

UFC-Unidade formadora de coldnia; aPDT — terapia fotodindmica antimicrobiana

4.3.3. Comparagdo das diferentes concentragcdes do corante AM
nos tratamentos aPDT e escuro

As comparacdes das concentracdes e do tratamento aos quais o corante
AM foi avaliado estdo apresentadas na tabela 3. A andlise estatistica indica
diferenca significante entre os grupos (p<0,001). Embora nas concentracdes de
Omg/L (Controle) e 10mg/L ndo ha diferengas significantes entre os tratamentos
aPDT e escuro, nas concentracdes de 20 a 100 mg/L ha significantemente
menos UFC nas amostras irradiadas que nas tratadas no escuro.

Considerando os dados obtidos, a concentracdo 50 e 100 mg/L
apresentaram similar e melhor efeito em aPDT e todas as concentragdes
testadas ndo demonstraram significante toxicidade no escuro.

Tabela 3: Mediana, valores minimos e maximos do log das UFC/mL em
amostras utilizando o corante AM em diferentes concentragbes sob o
tratamento de PDT e no escuro. Ao menos uma letra igual entre os grupos

indica auséncia de diferencas estatistica.
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Concentracéo (mg/L) Log UFC /mL
PDT Escuro
0 7.2(6,9-7,6)2 7.1(6,8-7,7)%
10 7.1(6,8-7,5) " 7.1(6,9-73)
20 6.5 (5,7-7,0)*" 7.1(6,9-73)
50 0 (0-0)" 7,0(6,8-7,2) ¢
100 0(0-0)¢ 6,9 (6,8 — 7,2) P°

UFC - Unidade formadora de coldnia; aPDT — terapia fotodindmica antimicrobiana

4.3.4. Comparacao das diferentes concentra¢cdes do corante DMAM

nos tratamentos aPDT e escuro

As comparacdes das concentracdes e do tratamento aos quais o corante
DMAM foi avaliado estdo apresentadas na tabela 4. A analise estatistica indica
diferenca significante entre os grupos (p<0,001). Nas concentracdes de 0 e 10
mg/L, as amostras em tratamento com aPDT apresentaram UFC
estatisticamente igual as amostras tratadas no escuro, nas demais
concentracfes o tratamento no escuro apresentou significantemente mais UFC
que o grupo com tratamento aPDT.

Considerando os dados obtidos, todas as concentragdes testadas (1, 2,
5 e 10 mg/mL) apresentaram similar e melhor efeito em aPDT e somente a

concentracdo 10mg/mL demonstrou toxicidade no escuro.

Tabela 4: Mediana, valores minimos e maximos do log das UFC/mL em
amostras utilizando o corante DMAM em diferentes concentracées sob o
tratamento de PDT e no escuro. A0 menos uma letra igual entre os grupos
indica auséncia de diferencas estatistica.

Concentragao (mg/L) Log UFC/mL
PDT Escuro
0 7,2 (71-7,4)72 7,0 (6,6 —7,2)*
1 0(-0)° 6,9 (6,2 -7,2) %
2 00-0)" 6,9(6,3 —7,0) &
5 0(-0)° 6,5 (5,7 —6,8) "
10 00-0)° 0(0-0)°

UFC-Unidade formadora de colbnia; aPDT — terapia fotodinAmica antimicrobiana
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4.4 Incorporacao de Fenotiazinicos
Os dados obtidos dos testes de incorporagédo dos FS mostraram que a
incorporagdo de DMAM (86,9%) foi significantemente maior que a das amostras
AA (30,7%) e AB (42,3%), que sao similares entre si. A amostra AM apresentou

a menor incorporacao na série (8,9%), como demonstrado na Figura 13.

incorporagao
100,0
80,0
= 60,0
-1
o
[
£ 40,0
o
=
o
£ 200
0,0 ‘_
AM AA AB DMAM
-20,0

Figura 13. Quantificacdo por espectrofotometria de incorporagdo dos corantes
fenotiazinicos AM(8,9%), AA(30,7%), AB(42,3%) e DMAM(86,9%) a 20mg/L em SDS a

0,25% com 3x 108 UFC/mL. Cada FS foi quantificado no seu A maximo, sendo o AM
em 664 nm, AA em 630 nm, AB em 645 nm e DMAM em 653 nm. N=9.

5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a toxicidade no escuro de quatro FS fenotiazinicos
em variadas concentracfes. Concentracdes idénticas dos corantes também
foram testadas sob aPDT.

As fenotiazinas exibem efeitos promissores contra microrganismos em
aPTD, agindo em sistemas biol6gicos por meio da interacéo do sistema de anel
multiciclico (interagéo -1, intercalacdo no DNA) por meio da interacédo do
substituinte farmacoférico (em alguns casos de comprimento estrito) e via

lipofilica carater que permite a penetracdo através das membranas

biolégicas.83:8°

A morte microbiana crescente e proporcional ao aumento da concentracao
dos corantes AA e AB foi verificada nos ensaios no escuro, porém o mesmo fato

nao foi constatado na aPDT, no qual houve morte total microbiana apenas em

concentracdes menores (10mg/L) assim como relatado por Collina”™
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para AM em cultura de Candida albicans 81 AA e AB foram FS pouco eficientes
em aPDT para C. albicans, nas concentracdes usadas nesse estudo.

0 mostraram maior eficacia de AM em

Similarmente, Francisco e colaboradores
relacdo ao AA e AB em células Hela, efeito relacionado a metacromaticidade
(agregagao).71 A agregacdo é um parametro dependente da estrutura molecular
do FS e demonstrou ser fator determinante para a eficacia da aPDT. Gualdesi e
colaboradores mostraram a auséncia de toxicidade de AB em MSSA e MRSA,

havendo reducdo da sobrevivéncia em ambas as cepas quando associado a

exposicao a luz por 30 e 15 minutos , a 15,1 Jiem? e 7,6 J/cm2, respectivamente

com uma lampada Parathom ® (OSRAM 5- W).

Por outro lado, para AM em todas as concentra¢cdes testadas no escuro ndo
foi verificada acédo antimicrobiana significante em relacdo ao grupo controle,
enquanto nos ensaios de aPDT constatou-se a erradicacdo bacteriana nas
maiores concentracbes de AM (100 e 200 mg/L). Acredita-se que justamente
devido ao seu potencial, AM é mais estudado que outros compostos da série.

DMAM quando testado em concentracdes idénticas ao AM, demonstrou
erradicagdo microbiana mesmo no escuro. Em menores concentragdes nao ha
toxicidade no escuro e com a PDT a erradiacéo é atingida com 2 mg/L. A maior

acdao de DMAM em aPDT em relacdo aos demais fenotiazinicos foi verificada

71,81

em outros estudos em Candida albicans e também em bactérias Gram

positivas e Gram negativas.7’80’81

Avaliacao similar foi realizada no estudo de Pinheiro®3 gue utilizou 300
Mg/L de DMAM para os ensaios , in vitro, concluindo que aPDT utilizando laser,
LED ou luz polarizada foi eficaz na reducdo da contagem de aerObios e
bactérias gram-positivas, anaerdbias e aerotolerantes, incluindo S. aureus
(99,97% de reducdao).

A utilizagdo de menores concentracdes de DMAM também é constatada
no estudo de Sampaio59 gue testou concentracdes de 15 a 50.000 pg/L ou
125ng/mL do FS associado alLaser (660nm) e LED (632 £ 2nm) em diferentes

densidades de energia (6, 12 e 18 J/cmz) no crescimento de E. faecallis in

vitro. O estudo mostrou que a concentragao era segura e 500 vezes abaixo da
concentracao estabelecida como toxica.
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Desta forma, os resultados mostraram um grande potencial de acédo do
DMAM. Embora sua estrutura seja similar aos demais fenotiazinicos, algumas

propriedades podem estar relacionadas a maior acdo, principalmente em

termos de interagdo com membranas. %890

DMAM apresenta maior capacidade fotodindmica que AM devido a
amplificagéo da lipofilicidade, sendo esta propriedade considerada importante

para o fotossensibilizador de incorporacéo intracelular.83-°1

Collina’* ja havia relatado maior incorporacdo de DMAM frente aos outros
fenotiazinicos em C.albicans, sendo no minimo 3 vezes maior. No presente
estudo, em S. aureus foi verificado que a incorporacdo do DMAM se apresentou
de 2 a quase 10 vezes maior que 0s outros fenotiazinicos estudados.

O DMAM é utilizado para quantificar matrizes de biofilme de S. aureus,
visto que o DMAM forma um produto de complexacdo insolivel com
polissacarideos sulfatados na matriz do biofilme bacteriano. Estes
polissacarideos sao sintetizados pelas bactérias e podem estar diretamente
ligados a superficie da parede celular ou somente presentes como produtos
bacterianos excretados na matriz do biofilme. A quantidade de corante liberada

pela adicGio de uma solugdo de descomplexacdo € medida

espectrofotometricamente e reflete a quantidade de polissacarideos sulfatados

presentes na matriz do biofilme. 9293

Neste sentido, considera-se que DMAM pode ser considerado o melhor
FS da série, por apresentar maior incorporacdo, promover melhores resultados

guando associado a aPDT podendo ser utilizado em menores concentracoes.
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6. CONCLUSAO

A eficacia da aPDT envolve a otimizacdo de grande numero de
parametros. Obviamente, a selecdo de um FS é essencial para o sucesso da
técnica. Dentre os fenotiazinicos testados neste estudo, DMAM apresentou 0s
melhores resultados. DMAM demonstrou apresentar melhor incorporacéo
celular bacteriana contribuindo para a ligagéo celular e disperséo intracelular
em S. aureus, e eficaz acdo antimicrobiana, além de demonstrar intensa
absorcdo de luz no comprimento de onda de excitagdo em menor faixa de

concentracdo, assegurando a possibilidade de toxicidade para seres humanos.
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Anexos:

Tabela 5: Média e desvio padrédo do log das UFC/mL em amostras utilizando
guatro corantes em diferentes concentragdes sob o tratamento de PDT.

Corante Concentracao (mg/L) Log UFC/mL
AM 0 7,3(0,2)
10 7,2(0,2)
20 6,5(0,4)
50 0 (0)
100 0 (0)
AB 0 7,1(0,1)
10 0 (0)
20 0 (0)
50 6,1(0,4)
100 6,4(0,6)
DMAM 0 7,2 (0,1)
0 (0)
2 0 (0)
5 0 (0)
10 0 (0)
AA 0 7,0 (0,2)
10 0 (0)
20 0(0)
50 5,9 (0,3)

100 6,0 (0,4)
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Tabela 6: Média e desvio padréo do log das UFC/mL em amostras tratadas no
escuro utilizando quatro corantes em diferentes concentragoes.

Corante Concentracao(mg/L) Log UFC/mL
AM 0 7,2(0,3)
10 7,1(0,2)
20 7,1(0,1)
50 7,0 (0,1)
100 7,0 (0,2)
AB 0 7,2(0,1)
10 7,2(0,1)
20 7,1(0,1)
50 7,1(0,2)
100 7,2(0,1)
DMAM 0 7,0 (0,2)
6,9 (0,3)
2 6,8 (0,2)
5 6,4 (0,4)
10 0 (0)
AA 0 7,0 (0,2)
10 7,1(0,2)
20 6,8 (0,3)
50 6,6 (0,4)
100 6,2 (0,4)




