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RESUMO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE PORFIRINAS
CATIONICAS MESO-TETRA (PIRIDIL) CONTENDO CISPLATINA

AUTORA: Dariane Jornada Clerici
ORIENTADOR: Prof. Dr. Roberto Christ Vianna Santos

Os biofilmes sdo responsaveis por até 80% das infeccbes hospitalares resistentes aos
antimicrobianos. Grande parte dessas infeccdes esta associada ao uso de dispositivos médicos
como cateteres urinarios, e nesse contexto, estima-se que 90-100% dos pacientes que se
submetem a cateterismo de longo prazo desenvolvem bacteridria, sendo Proteus mirabilis o
microrganismo mais prevalente, apontado como responsavel por 20-45% dessas infecces.
Tendo em vista o exposto, devido a dificuldade de tratamento dos biofilmes, novas alternativas
tém sido testadas diariamente para combater infeccdes e a terapia fotodindmica antimicrobiana
€ uma estratégia emergente para o tratamento de microrganismos resistentes a antimicrobianos.
Essa terapia utiliza um fotossensibilizador e luz com comprimento de onda especifico para
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Dentre os fotossensibilizadores utilizados, as
porfirinas tém sido extensivamente avaliadas, uma vez que ja demonstraram ser eficientes
contra diversos microrganismos, alem da possibilidade de algumas, serem solGveis em agua.
Deste modo, este trabalho visou avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de porfirinas
sobre a cepa ATCC 25933 de P. mirabilis e isolados clinicos bem como os efeitos citotoxicos
e genotoxicos das mesmas em células mononucleares humanas. As porfirinas 3-H.TPyP, 4-
H>TPyP, 3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP foram avaliadas em testes de microdiluicdo em caldo
para determinar a concentracdo inibitoria minima e concentragédo bactericida minima. Também
foram realizadas curvas de viabilidade microbiana, ensaio de checkerboard, teste com
sequestradores de espécies reativas de oxigénio e ensaio de formacéo de biofilme convencional
e biofilme com cateteres. Com células mononucleares humanas foram feitos testes a fim de
determinar a citotoxicidade e gentoxicidade das porfirinas. Os resultados dos testes de
microdiluicdo demostraram eficacia maior contra P. mirabilis, quando as porfirinas foram
expostas a luz de LED branca (370 a 800 nm), o que também ocorreu quando foi realizado o
teste de curva de viabilidade microbiana nos tempos 0, 2, 6 e 12h. P. mirabilis foi considerada
forte formadora de biofilme quando se utilizou caldo Muller Hinton suplementado com 1% de
glicose. Nos ensaios de biofilme (convencional e cateter), as porfirinas obtiveram melhores
resultados quando irradiadas com luz. No ensaio de checkerboard, ambas porfirinas
apresentaram indiferenca quando testadas em associacdo. A partir dos testes de cito e
genotoxicidade realizados em células mononucleares humanas, foi possivel observar que a
porfirina 3-cis-PtTPyP na presenca de luz foi a Unica a apresentar diminuicdo da viabilidade
celular no teste de viabilidade celular. Essa mesma porfirina causou danos ao DNA quando nédo
irradiada com luz. Nenhuma das porfirinas causou aumento de Diclorofluoresceina e de nitrito
nos testes realizados. Pode-se concluir a partir dos resultados que a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana juntamente com o uso de porfirinas com cisplatina obteve resultados positivos,
podendo vir a tornar-se uma alternativa no tratamento de infecdes por P. mirabilis.

Palavras-chave: Biofilmes. Cateter urinario. Porfirinas. Proteus mirabilis. Terapia
fotodindmica.



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF CISPLATIN-CONTAINING
MESO-TETRA (PYRIDYL) CATIONIC PORPHYRINS

AUTHOR: Dariane Jornada Clerici
ADVISOR: Roberto Christ Vianna Santos

Biofilms are responsible for up to 80% of antimicrobial-resistant nosocomial infections. Most
of these infections are associated with the use of medical devices such as urinary catheters, and
in this context, it is estimated that 90-100% of patients who undergo long-term catheterization
develop bacteriuria, with Proteus mirabilis being the most prevalent microorganism, indicated
as responsible for 20-45% of these infections. In view of the above, due to the difficulty of
treating biofilms, new alternatives have been tested daily to fight infections and antimicrobial
photodynamic therapy is an emerging strategy for the treatment of antimicrobial-resistant
microorganisms. This therapy uses a photosensitizer and specific wavelength light to generate
reactive oxygen species. Among the photosensitizers used, porphyrins have been extensively
evaluated, since they have already been shown to be efficient against several microorganisms,
in addition to the possibility that some are soluble in water. Thus, this work aims to evaluate
the antimicrobial and antibiofilm activity of porphyrins on the ATCC 25933 strain of P.
mirabilis and clinical isolates, as well as their cytotoxic and genotoxic effects on human
mononuclear cells. The porphyrins 3-H>TPyP, 4-H,TPyP, 3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP were
evaluated in broth microdilution tests to determine the minimum inhibitory concentration and
minimum bactericidal concentration. Time-kill assay, checkerboard assay, test with reactive
oxygen species scavengers and conventional biofilm formation assay and biofilm with catheters
were also performed. Tests were performed with human mononuclear cells in order to
determine the cytotoxicity and genotoxicity of porphyrins. The results of the microdilution tests
showed greater efficacy against P. mirabilis when the porphyrins were exposed to white LED
light (370 to 800 nm), which also occurred when the time-kill test was performed at times 0, 2,
6 and 12h. P. mirabilis was considered a strong biofilm former when MH broth supplemented
with 1% glucose was used. In biofilm assays (conventional and catheter), porphyrins obtained
better results when irradiated with light. In the checkerboard assay, both porphyrins showed
indifference when administered together. From the cytotoxicity and genotoxicity tests
performed on human mononuclear cells, it was possible to observe that the porphyrin 3-cis-
PtTPyP in the presence of light was the only one to show a decrease in cell viability in the MTT
test. This same porphyrin caused DNA damage when not irradiated with light. None of the
porphyrins caused an increase in DCF and nitrite in the tests performed. It can be concluded
from the above that aPDT together with the use of porphyrins with cisplatin obtained positive
results, and may become an alternative in the treatment of P. mirabilis infections.

Keywords: Biofilms. Urinary catheter. Porphiryns. Proteus mirabilis. Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes sdo responsaveis por até 80% das infeccGes hospitalares resistentes aos
antimicrobianos. A grande maioria dos microrganismos esta associada a infec¢des relacionadas
a dispositivos médicos, como proteses ortopédicas, lentes de contato, valvulas cardiovasculares,
cateteres urinarios, marca-passos e implantes mamarios (STICKLER, 2008; VERGIDIS;
PATEL, 2012). Nesta linha, as infec¢cBes do trato urinario associadas ao cateter (ITUACS)
representam mais de 1 milhdo de casos nos EUA e quase 80% das infec¢cdes nosocomiais em
todo o mundo. Os custos de tratamento anual excedem $ 350 milhGes por ano, o que mostra a
urgéncia da situacdo (LO; LANG; CHEW, 2014). Segundo Brusch (2013), 90-100% de
pacientes que se submetem a cateterismo de longo prazo desenvolvem bacteridria e 80% das
infeccdes do trato urinario hospitalares sdo causadas por cateteres enquanto apenas 5-10% estdo
relacionados a operagédo geniturinaria.

Dois fatores principais que acometem os cateteres urinarios e assim tornam mais dificil
o tratamento das ITUAC sdo a formagdo de incrustacdo e biofilme. Uma das bactérias mais
comuns que causa a incrustacéo € a bactéria urease positiva Proteus mirabilis. P. mirabilis €
uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo e causa 90% de todas as infec¢bes de Proteus
em seres humanos e 20-45% de infeccdes relacionadas ao cateterismo (DONLAN, 2001). Este
microrganismo produz um biofilme mais abundante do que outras bactérias, chamado de
biofilme cristalino, e essas cepas também tendem a persistir por longos periodos de tempo
(PEARSON et al., 2008).

Tendo em vista todas as dificuldades envolvidas na prevencédo das ITUACs pelo uso de
agentes antibacterianos no cuidado diario de pacientes cateterizados, foram realizadas tentativas
para evitar a colonizacdo e infeccdo bacterianas, incorporando agentes antibacterianos aos
proprios cateteres. Entretanto os resultados obtidos ndo foram satisfatérios (FENELEY;
KUNIN; STICKLER, 2011). Além disso, diversos fatores de patogenicidade dessa bactéria
favorecem a sua participacdo em processos infecciosos e dentre elas destaca-se a capacidade de
motilidade e fixacdo celular e producédo de urease. Os fatores de patogenicidade mencionados
estdo associados a dificuldade em atingir o sucesso na terapéutica clinica (HACKER,;
GOEBEL, 1987).

Desse modo, é necessario encontrar alternativas para superar esse problema. A terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) é uma estratégia emergente para o tratamento de

microrganismos resistentes a antimicrobianos. A aPDT é uma técnica seletiva, indolor, menos



invasiva e pode ser focada em varios alvos, garantindo assim a fotodestruicdo das células alvo
sem produzir células fotorresistentes (SANTIN et al., 2014). O efeito antimicrobiano dessa
estratégia depende de uma reagdo oxidativa que ocorre quando as moléculas fotorreativas sao
expostas a luz em certos comprimentos de onda. Um corante ndo toxico ou molécula
fotorreativa chamada fotossensibilizador (FS), luz de comprimento de onda adequado e
oxigénio molecular sdo os trés principais componentes envolvidos na aPDT de células
microbianas. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenha um papel
fundamental na aPDT (CIEPLIK et al., 2014).

As vantagens da aPDT despertaram interesse em projetar FSs antimicrobianos
eficientes. Um FS eficiente e seletivo deve ser absorvido rapidamente pelas células
microbianas, mas deve ter baixa afinidade pelas ceélulas humanas (JOSEFSEN; BOYLE, 2012).
Entre os FSs empregados para aPDT, as porfirinas tém sido extensivamente avaliadas,
principalmente seus derivados catibnicos, pois ja foi demonstrado que séo FSs eficazes contra
microrganismos, incluindo virus, bactérias e fungos. A ligacdo de grupos carregados
positivamente ao macrociclo aumenta a solubilidade em &gua da porfirina e melhora sua
interacdo com as estruturas celulares dos microrganismos (DEMINOVA; HAMBLIN, 2005;
HAMBLIN; HASAN, 2004; JORI et al., 2006).

A cisplatina € um dos agentes quimioterapicos mais utilizados no tratamento de cancer
de testiculo, ovario, cabeca e pescoco, dentre outros (KELLAND, 2007). No entanto sua
utilidade clinica tem sido limitada por graves efeitos colaterais, como nefrotoxicidade,
toxicidade gastrointestinal, ototoxicidade e neurotoxicidade (FREZZA et al., 2010). Assim,
estdo sendo desenvolvidos analogos da cisplatina, que possuem atividade equivalente e menor
toxicidade. As porfirinas com cisplatina incorporada sdo um exemplo promissor, pois além de
terem um aumento de sua atividade frente a células tumorais, ainda possuem uma especificidade
a essas células quando irradiadas com luz, o que pressupde que seriam eficazes em outras
aplicacBes, como na fotoinativacdo de células microbianas (KRATOCHWIL et al., 1996;
MACKAY et al., 2007).

Portanto, € necessario desenvolver novas abordagens para combater infeccdes por
biofilmes, e neste contexto a aPDT tem sido sugerida como uma abordagem alternativa
eficiente. Assim, neste trabalho, a acdo de porfirinas neutras (3-H2TPyP e 4-H,TPyP) e tetra-
catibnicas com complexos de cisplatina (3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP) foram avaliadas para

verificar a inativacdo e/ou destrui¢do de biofilmes formados por P. mirabilis.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de porfirinas cationicas frente a

bactéria Proteus mirabilis.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a atividade antimicrobiana das porfirinas 3-H>TPyP, 4-H,TPyP, 3-cis-
PtTPyP e 4-cis-PtTPyP frente a cepa ATCC 25933 e isolados clinicos de P. mirabilis;

- Avaliar in vitro a cinética da morte de P. mirabilis (ATCC 25933) frente as porfirinas

pelo ensaio de viabilidade celular;

- Determinar as espécies reativas de oxigénio envolvidas na foto-inativacao

antimicrobiana;

- Determinar as melhores condicdes de cultivo para formacéo de biofilme;

- Avaliar a atividade antibiofilme das porfirinas 3-H.TPyP e 3-cis-PtTPyP em biofilme

convencional e com cateteres urinarios;

- Determinar o efeito combinado das porfirinas e do antimicrobiano Cloridrato de

Ciprofloxacino;

- Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade das porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-PtTPyP

frente a células mononucleares de sangue periférico humano;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

As doencas causadas por microrganismos, que antigamente eram as principais causas
de morte em humanos, foram aparentemente controladas com a descoberta dos agentes
antimicrobianos. Entretanto, durante varias décadas, os microrganismos foram adquirindo
resisténcia a cada novo antimicrobiano que foi descoberto, ocasionando um grave problema
para a satde publica mundial (WOOLHOUSE; FARRAR, 2014).

Os microrganismos podem tornar-se resistentes por meio de mecanismos especificos,
dentre eles: producdo de enzimas que podem inativar o antimicrobiano, alteracdo da
permeabilidade ou absor¢do do antimicrobiano, expressdo de bombas de efluxo e reducéo do
namero ou afinidade aos locais de ligagdo do antimicrobiano, transferéncia de plasmideos
(DNA extracromossdmico) contendo genes de resisténcia e finalmente pela formacdo de
biofilmes em superficies (SINGH et al., 2017; WOOLHOUSE; FARRAR, 2014). Aliado a isto,
outros fatores contribuem para 0 aumento da resisténcia a antimicrobianos, como: o uso abusivo
e inadequado, bem como a prescricdo desnecessaria de antimicrobianos, gerando um enorme
onus financeiro aos servigos de saude, além de ser responsavel por milhares de mortes por
infeccBes persistentes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012).

Nos EUA, anualmente, aproximadamente 2 milhdes de pessoas apresentam infeccdes
associadas a microrganismos resistentes aos antimicrobianos e pelo menos 23 mil individuos
morrem em decorréncia destes processos (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2016). Estima-se que a taxa de mortalidade no mundo, associada a resisténcia
antimicrobiana, chega a 700.000 mortes, podendo alcancar o nimero de 10 milhGes, em 2050,
se nenhuma medida for tomada (O“NEILL, 2016).

Entre os anos de 1983 e 1992, trinta novos antimicrobianos foram aprovados pelo Food
and Drug Administration (FDA), enquanto que entre os anos de 2003 e 2012, foram apenas sete
(WOOLHOUSE; FARRAR, 2014). Desta forma, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos,
aliado a escassez de novos agentes, ameaca 0 tratamento de doencas infecciosas comuns
tornando a era pos-antibiotico — quando infec¢bes banais podem causar a morte — cada vez mais
proxima. Neste contexto, a melhoria das condi¢des de higiene e de saneamento basico para
prevenir e evitar a propagacao de infecgdes, a busca por diagndsticos répidos para evitar a

prescricdo desnecesséria de antimicrobianos, o uso de vacinas em humanos e animais e 0
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investimento em novos farmacos sdo fundamentais para resolver esta problematica (CENTER
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015; O“NEILL, 2016).

2.2 BIOFILMES

E denominado biofilme o grupo heterogéneo de microrganismos associados a superficie,
encapsulados dentro de uma matriz de polimero constituida por exopolissacarideos, proteinas
e DNA. Trata-se de um modo protegido de crescimento que possibilita a sobrevivéncia dos
microrganismos em ambientes hostis. Estima-se que mais de 90% dos microrganismos séo
capazes de viver sob a forma de biofilmes e, em tese, praticamente ndo existe superficie que
ndo possa ser colonizada por microrganismos (seja ela natural ou sintética) (COSTERTON et
al.,1999; H@IBY et al., 2011). A matriz composta por exopolissacarideos, oferece protecéo as
células microbianas, dificultando a acdo de agentes germicidas e atuando como barreira de
filtragem, o que acarretara em uma penetracédo lenta ou reduzida dos farmacos antimicrobianos.
A matriz também protege 0s microrganismos contra a dessecacdo, oxidagdo, radiacdo
ultravioleta, diferentes faixas de pH e sistema imune. A estabilidade mecéanica de um biofilme
¢ atribuida a caracteristica viscoeldstica da matriz exopolissacaridica (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

Através de sua estrutura, o biofilme possui organizacédo favoravel referente a captacao
de substancias necessarias a sobrevivéncia, permitindo a circulacdo de agua, oxigénio e
nutrientes. Devido a retencdo de enzimas extracelulares, um sistema versatil € gerado, onde 0s
nutrientes sdo captados e dissolvidos a partir da agua existente, permitindo que sejam utilizados
como fontes de energia (COSTERTON et al., 1999).

Uma Unica espécie de bactéria ou grupo de microrganismos de multiplas espécies pode
existir dentro de um biofilme. Vérios fatores como mecanismos de defesa bacteriana, area
adequada para colonizagdo, beneficios relacionados a coopera¢do comunitaria e modo
extraordinario de crescimento em seu habitat aceleram a formacéo de biofilmes (JEFFERSON,
2004).

A formacdo de biofilme ocorre em muitas etapas e requer um tipo especial de
sinalizacdo, conhecido como quorum sensing (QS), entre as células do microrganismo. Este
modo de organizagdo pode ser entendido como um “sentido de grupo” ou seja, as células dentro
da estrutura do biofilme, se comunicam entre si por meio de moléculas quimicas exibindo um

modo de vida organizado onde se estabelecem atividades coordenadas (DONLAN, 2001). Esse
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comportamento somente é percebido quando os microrganismos atingem uma determinada
densidade populacional limitante, do contrario, se comportamcomo simples organismos
celulares (BHARDWAJ et al., 2013). Além disso, requer transcricao de diferentes conjuntos de
genes em comparacdo com as formas planctbnicas dos mesmos organismos microbianos
(DONLAN, 2002; SHAW et al., 2004). Os biofilmes bacterianos coordenam o seu metabolismo
e a producdo estrutural de exopolissacarideos através de sinais do QS, que também induzem o
desprendimento de bactérias de biofilmes para posterior propagacdo. A adesdo inicial das
células plancténicas as superficies nos estagios iniciais da formacdo do biofilme ¢é afetada por
sinais de estresse, que geralmente sdo parte do sistema QS. A produgéo e deteccdo simultanea
desses sinais resulta na coordenacdo da expressao génica dentro de uma populacgdo bacteriana,
levando a uma regulacéo fisiologica, que inclui a producdo de espécies quimicas e fatores de
crescimento. Além de regular a producéo de substancias quimicas, como fatores de viruléncia
e resisténcia a antimicrobianos, a coordenacdo da expressdao génica € uma das principais
influéncias na formacdo de biofilmes por bactérias (POPAT et al, 2015; WATERS;
BRASSLER, 2015).

Os biofilmes sdo responsaveis por até 80% das infeccOes hospitalares resistentes aos
antimicrobianos. A persisténcia da infeccdo é caracterizada por uma grande resposta
inflamatdria local e pela resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e aos antimicrobianos. A
grande maioria dos microrganismos esta associada a infec¢des relacionadas a dispositivos
médicos, como préteses ortopédicas, lentes de contato, valvulas cardiovasculares, cateteres
urinarios, marca-passos e implantes mamarios. As bactérias do biofilme podem ser até 1000
vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos em comparacdo com bactérias plancténicas.
Isso indica que os mecanismos envolvidos na resisténcia de biofilmes aos antimicrobianos
diferem dos mecanismos responsaveis pela resisténcia em células planctonicas (STICKLER,
2008; VERGIDIS; PATEL, 2012; TRENTIN et al., 2013).

Com o aumento da expectativa de vida humana, a utilizacdo de implantes biomédicos é
uma necessidade crescente, uma vez que esses dispositivos sdo Uteis no reparo e na manutencao
de funcgdes bioldgicas. Estima-se que a industria de biomateriais movimente aproximadamente
28 bilhGes de ddlares todos os anos e, independentemente da tecnologia empregada nesses
materiais, todos sdo suscetiveis a colonizacdo microbiana e formacdo de biofilmes, devido,
principalmente, ao déficit imunoldgico que ocorre na interface implante-hospedeiro
(HOLZAPFEL et al., 2013).
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Assim, associou-se a formacéo de biofilme em tubos endotraqueais ao desenvolvimento
de pneumonia associada a ventilacdo, que ocorre em 9-27% dos pacientes intubados (HGIBY
et al.,, 2014). Em pacientes utilizando cateteres urinarios permanentes, mais de 50% sé&o
colonizados nos primeiros 10-14 dias de inser¢do. Os cateteres intravasculares estdo associados
a riscos elevados de infeccéo, tanto da pele, no local de insercéo, quanto do ponto de vista da
sepse, sendo que 60% acabam relacionados com a formagéo de biofilmes (STICKLER, 2008).

A dificuldade no tratamento de infeccOes relacionadas aos biofilmes em dispositivos
médicos tem impacto direto sobre desfecho clinico, ocasionando maior tempo de internagédo e
custos elevados com medicac6es. Muitas vezes, a retirada ou troca do dispositivo tem um gasto
menor que o tratamento da infeccdo, sendo este, por conseguinte, o principal manejo realizado
atualmente (TRENTIN et al., 2013).

2.2.1 Etapas da formacéao do biofilme

A formacdo do biofilme (Figura 1) acontece em quatro estagios e tem como
caracteristica principal da primeira etapa a aproximacdo dos microrganismos a superficie,
chamada de adesdo. A adesao ocorre com auxilio de estruturas denominadas fimbrias e flagelos
presentes na superficie celular que possuem funcdo locomotora, conferindo a motilidade
necessaria para 0s microrganismos chegarem a base da estrutura do biofilme. Além disso, nas
etapas iniciais de adesdo, a comunicacdo entre os microrganismos (QS) desempenha sua funcéo
sinalizadora. A adesdo do biofilme acontece devido a vérios tipos de forca que atuam entre a
superficie inerte e a célula viva como forcas de atracdo de van der Waals, forcas eletrostaticas
e interacdes hidrofdbicas (CARPENTIER; CERF, 1993).

Com a acumulacédo de nutrientes essenciais aos microrganismos, as células primarias se
reproduzem e dao origem a pequenas coldnias, que tem a capacidade de atrair e agregar outros
microrganismos, denominados secundarios, que se aderem aos primarios estabelecendo o
biofilme. Nesta fase, o biofilme torna-se irreversivel se ndo ocorrer uma remoc¢do mecéanica ou
quimica (BONEZ, 2014; MICHELE MIGUEL et al., 2014).

Apo6s a fase irreversivel, acontece um aumento na densidade populacional e
componentes extracelulares gerados nessa estrutura sdo depositados, iniciando a maturacao do
complexo formado, caracterizando-se por sua viscoelasticidade e aspecto gelatinoso. Com o
amadurecimento do biofilme a massa que se formou pode se desprender e liberar os

microrganismos que irdo migrar e colonizar outras superficies, processo esse que ocorre
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repetidamente e de forma bastante acelerada, colaborando para a disseminacdo dos
microrganismos (BONEZ, 2014; CARPENTIER; CERF, 1993).

Figura 1 — Representacdo das etapas de formagao do biofilme

@ & @ ® ®

(1) Os microrganismos livres (2) Aderéncia reversivel a superficie (3) Os microrganismos comegam a se dividir

e formam microcoldnias (4) A medida que essas col6nias crescem, elas serdo encapsuladas através da secregio

de uma mistura complexa de carboidratos, proteinas e lipidios (5) Biofilme em sua maturidade com arquitetura

complexa (6) Rompimento do amontoado de células, liberando células plancténicas que poderao se disseminar e
encontrar um novo habitat. Fonte: Adaptado de Garnett e Matthews, 2012.

2.2.2 Fatores que influenciam na formacao de biofilmes

Um grande numero de fatores contribui para a adesdo de um microrganismo a
determinada superficie. Dentre eles, incluem-se as caracteristicas dos microrganismos - como
espécie, concentracdo, capacidade de producdo de exopolissacarideos, hidrofobicidade,
presenca de flagelos e pili, as caracteristicas do material aderente, como porosidade e aspereza,
aléem de elementos como pH, temperatura, pressao e oxigénio (O'TOOLE; KOLTER, 1998;
STEWART; COSTERTON, 2001).

A hidrofobicidade da superficie dos microrganismos é um fator que contribui para a sua
aderéncia e colonizacdo de superficies, sejam inertes ou vivas. Em isolados de Staphylococcus
aureus, provenientes de céarie dentaria, verificou-se que a maioria dos isolados apresentou
comportamento hidrofilico, porém, os isolados considerados altamente hidrofébicos, foram os
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que demostraram maior capacidade de formar biofilmes em placas de poliestireno (KOUIDHI
et al., 2010). Especula-se que as interacGes hidrofébicas entre microrganismo e superficie
diminuem as forcas repulsivas e facilitam a adesdo microbiana (GUPTA et al., 2015).

A composicdo quimica e a hidrofobicidade dos diferentes tipos de materiais utilizados
na fabricacdo dos dispositivos médicos podem influenciar na adesdao microbiana. De acordo
com Darouiche (2001), o cloreto de polivinila (PVC) e o polietileno (PE) estdo entre os
materiais mais propensos a adesdo microbiana. Além disso, superficies irregulares e
texturizadas favorecem ainda mais a adeséo microbiana.

A presenca de flagelos e/ou pili facilita a adesdo dos microrganismos a superficie e, por
conseguinte, a formacdo do biofilme. A motilidade pode ser necessaria para permitir que o
microrganismo alcance uma determinada superficie e também para que estes se movam dentro
do biofilme maduro, fazendo com que haja a propagacéo e crescimento do mesmo. Do mesmo
modo, a motilidade esta envolvida na libertagdo das células microbianas a partir do biofilme
maduro, facilitando a sua fragmentacéo e dispersdo (VERSTRAETEN et al., 2008).

Determinadas condi¢des ambientais e nutricionais como variacdes de pH, temperatura,
meio de cultura e adicdo de ions e minerais, afetam significativamente a formacao de biofilmes
por alguns microrganismos. Citrobacter werkmanii, por exemplo, tem o seu crescimento
plancténico em amplas faixas de pH, em contrapartida, a formacdo de biofilme é maior em
valores de pH mais baixos (ZHOU et al., 2013). Dentre os demais microrganismos, contudo, a
maioria é capaz de desenvolver biofilme somente em faixas neutras de pH (MACHADO, 2005).

Verifica-se também, que um aumento na concentracdo de cations como sodio, célcio e
fons férrico afetam a fixacdo de Pseudomonas fluorescens, reduzindo as forcas de repulséo

entre a célula e a superficie, facilitando a formacéo de biofilme (KOKARE et al., 2009).

2.3 CATETERES URINARIOS

Os cateteres urinarios sao utilizados desde o século 1l a.C, pelos gregos, egipcios e
chineses, mas o primeiro cateter urinario maleavel foi apenas confeccionado em 1779 por um
ourives. Os cateteres urinarios sdo usados para conter a incontinéncia urinaria, a retencdo
urinaria e/ou ap6s procedimentos prostaticos ou cirdrgicos genitais. Em termos simples, 0s
cateteres urinarios sao utilizados para remover a urina do organismo (NACEY; DELAHIINT,
1993).

16



Existem varios tipos de cateter que atendem a propdsitos diferentes. O preservativo ou
0 cateter de uso unico é usado para homens com deficiéncias mentais e que possam ter
problemas para urinar. Estes tipos de cateteres sdo trocados diariamente. O cateter de uso
intermitente ou de curto prazo é usado por algumas semanas. Este € comumente utilizado para
cuidados pos-operatérios, quando o paciente ndo consegue urinar sozinho e precisa de
assisténcia. O uso de cateteres de longo prazo ou de Foley séo tipicamente usados por varios
meses por pacientes com problemas de retencdo urinaria, incluindo aqueles com lesdo/doenca
da medula espinhal, esclerose multipla, prdstata aumentada ou acidente vascular cerebral
(FINK et al., 2012).

Apesar dos cuidados tomados a fim de evitar contaminacdo e infecgdes, 0s cateteres
ainda sdo suscetiveis a acumulacdo de microrganismos. Nos cateteres urinarios, 0s
microrganismos podem se acumular para formar biofilmes de uma Unica espécie, que podem
abranger até mesmo cateteres ndo-Foley de curto prazo em periodos menores que 24 horas, 0
que pode, em Ultima instancia, desenvolver biofilmes de multiplas espécies causando infecgdes
se ndo for detectado em estagio inicial. A infeccdo ocorre em 10-50% dos pacientes submetidos
a cateter ndo-Foley ou cateterismo urinario de curto prazo (7 dias), mas praticamente todos 0s
pacientes submetidos a Foley ou cateterismo de longo prazo (>28 dias) ficam infectados. Esta
infeccdo é chamada de ITUAC, uma infeccdo que estimulou a pesquisa de materiais
antimicrobianos para cateteres urinarios (DONLAN, 2001).

Dois fatores relacionados aos cateteres urinarios que tornam mais dificil o tratamento
das ITUACs sdo a formagdo de incrustacdo e biofilme. Embora sejam dois mecanismos
distintos causados por fatores diferentes, eles podem sobrepor-se e piorar as condi¢cdes de uma
infeccdo. Proteus mirabilis € uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo e causa 90% de
todas as infeccBes de Proteus em seres humanos e 20-45% de infeccdes relacionadas ao
cateterismo. Apesar de haver um esfor¢o dos pesquisadores em encontrar técnicas e métodos
para resolver o problema das infeccbes causadas por cateteres urindrios, a maioria das
abordagens falha devido aos crescentes problemas associados a resisténcia microbiana
(ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012).

Alguns estudos buscaram maneiras de impedir a fixacdo bacteriana e a subsequente
formacdo de incrustacdes. 1sso inclui 0 uso de compostos antibacterianos, como a incorporacao
de prata (DEVENPORT; KEELEY, 2005). No entanto, Pickard e colaboradores (2012)
mostraram como o uso de cateteres impregnados com prata ndo reduziu a prevaléncia de

ITUACs bem como, ndo encontrou efeito nos blogueios dos cateteres. Abordagens alternativas
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incluem incorporacdo de nitrofurazona, correntes elétricas, revestimentos de hidrogel e
modulagdo do pH da urina para impedir a formagéo de cristais. No entanto, apesar dessas
solugdes variadas, o problema da formacéo e persisténcia do biofilme permanece (GABI et al.,
2011; MORGAN; RIGBY; STICKLER, 2009; STICKLER; MORGAN, 2006).

2.4 BIOFILME CRISTALINO

O tratamento de muitos pacientes submetidos a cateterizacdo da bexiga por um longo
periodo é complicado quando o fluxo de urina através do cateter é bloqueado por incrustacgéo.
O problema resulta da infeccdo por bactérias produtoras de urease. Estes organismos colonizam
cateteres e produzem biofilmes bacterianos extensivos (MORRIS; STICKLER; MCLEAN,
1999).

Todos os tipos de cateteres parecem ser vulneraveis a incrustacdo e atualmente nédo
existem métodos eficazes disponiveis para controlar o problema. Ha fortes evidéncias
epidemiologicas e experimentais de que a producéo de urease responsavel pela maior parte da
incrustacao do cateter € causada principalmente por P. mirabilis (MOBLEY; WARREN, 1987).
A enzima urease hidrolisa a ureia em amodnia, elevando o pH da urina, favorecendo a adeséo
microbiana e consequentemente o biofilme. Sob as condicbes alcalinas resultante dessa
hidrolise, formam-se cristais de fosfatos de célcio e magnésio na urina e desenvolve-se um
biofilme cristalino (Figura 2) no cateter. Este material pode bloquear o lumen do cateter,
evitando o fluxo de urina da bexiga e causando retencdo urinaria. O refluxo de urina infectada
para 0s rins pode precipitar sérios episddios sintomaticos como pielonefrite, sepse e choque
endotoxico (STICKLER et al., 1993).

Os biofilmes em cateter sdo caracterizados por conter niveis elevados de depésitos
minerais. A capacidade de P. mirabilis para colonizar todos os tipos disponiveis de cateteres
internos permite que ele forme biofilmes seguros no trato cateterizado e provoque blogueio
persistente do cateter. A infec¢do pode ser diagnosticada por um aumento no pH da urina e odor
de peixe (produzido pela bactéria). As comunidades de biofilmes desenvolvem-se em poucas
horas. A taxa de ligacdo das células bacterianas depende do nimero e tipos de bactérias na
urina ou ambiente ao qual o cateter esta exposto, a taxa de fluxo do liquido através do cateter e
as caracteristicas fisico-quimicas da superficie do cateter (BRISSET et al., 1996; TRAUTNER,;
DAROUICHE, 2004).
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Um grande obstaculo no ataque e na eliminacdo desses biofilmes € a substancia
polimérica extracelular que protege as células, o que permite que o biofilme exiba alta
tolerancia aos antimicrobianos e outros tratamentos bactericidas. A tolerancia de um biofilme
aos antimicrobianos foi atribuida a trés possiveis caracteristicas do biofilme: penetragdo lenta
de farmacos devido a matriz formada pelos exopolissacarideos; formacdo de um fenotipo
resistente chamado células persistentes que permanecem em estado latente transiente e podem
causar infeccBes recorrentes; um ambiente alterado dentro do biofilme que € constituido por
diferentes nichos anaerdbicos, gradientes de concentracdo e acumulacdo local de &cidos e
residuos inibidores (LEWIS, 2007; LYNCH; ROBERTSON, 2008).

O tratamento das ITUACs é desafiador. Antimicrobianos como ciprofloxacino e
ampicilina s@o os agentes terapéuticos comumente recomendados para infecgdes do trato
urinario, entretanto, os biofilmes cristalinos séo geralmente resistentes a esses antimicrobianos.
Como resultado, muitos pacientes sofrem infeccdes recorrentes resultando em biofilme e
incrustacdo e bloqueio do cateter. Terapias alternativas, incluindo irrigacdo com solucdes
contendo antimicrobianos e 0 uso de cateteres impregnados com antimicrobianos, também
mostram eficacia limitada na prevencdo do crescimento de biofilme e precipitacdo mineral
resultante (FLORES-MIRELES et al., 2015).

Figura 2 - Representacéo esquematica dos quatro estagios de desenvolvimento do biofilme cristalino por P.
mirabilis

ESTAGIO 1: Ligagio de células individuais circundadas
por uma camada basal de polissacarideos

ESTAGIO 2: Formagio de uma folha microcristalina
acima da camada basal

ESTAGIO 3: Acumulagio de grandes quantidades de
material cristalino difuso

ESTAGIO 4: Estruvitas bem definidas sdo encontradas
embutidas no material cristalino difuso com bactérias que
surgem sobre sua superficie

Fonte: Adaptado de Wilks, Fader e Keevil, 2015.
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2.5 Proteus mirabilis

P. mirabilis é uma bactéria Gram-negativa, em forma de bacilo, mdvel, urease-positiva,
lactose-negativa, indol-negativa, produtora de sulfeto de hidrogénio e pertencente a familia
Enterobacteriaceae (MOBLEY; BELAS, 1995). Diferente dos outros membros dessa familia,
este microrganismo ndo é um causador comum das infec¢es do trato urinario (ITUs) em
individuos “saudaveis” (PEARSON et al., 2008). Ao contrario, P. mirabilis é isolado com
relativa frequéncia em ITUs complicadas, como em pacientes com anormalidades funcionais
ou anatdmicas, especialmente pacientes com urolitiase ou que fazem uso de cateter urinario
permanente. Quanto mais tempo o cateter estiver no local, no entanto, maior a probabilidade de
ele ser encontrado na urina. Em pacientes submetidos a cateterismo prolongado, P. mirabilis
foi isolado em cerca de 40% das amostras de urina (MOBLEY, 1996).

Do mesmo modo, € a terceira causa mais comum de infecgdes do trato urinario (ITU)
complicada (12%) e a segunda causa mais comum de bacteridria associada ao cateter em
pacientes cateterizados a longo prazo (15%), sendo associado a elevada taxa de mortalidade
(50%) em pacientes geriatricos. Em 2006, as ITUs nos Estados Unidos foram a causa de 11
milhdes de consultas médicas e custaram 3,5 bilhdes de dolares. Em ITUACs, geram um custo
que varia de 43 milhGes a 256 milhdes de dolares anualmente no mesmo pais (NIELUBOWICZ;
MOBLEY, 2010).

As ITUs causadas por P. mirabilis sdo agravadas pela formacao de biofilmes associados
ao cateter, ou comunidades multicelulares que estdo rodeadas por uma matriz de
macromoléculas, como polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. A maioria dos pacientes
cateterizados a longo prazo que sofrem de incrustacdo de cateter provavelmente adquirem P.
mirabilis de sua propria microbiota fecal. Essas cepas acabardo causando colonizacéo cronica
da urina, cateteres e pedras na bexiga (STICKLER, 2014).

P. mirabilis é suscetivel a [-lactamicos, aminoglicosideos, fluoroguinolonas e
trimetoprima/sulfametoxazol, mas é resistente a nitrofurantoina e a tetraciclina. Nos ultimos
anos, observou-se uma tendéncia no aumento da resisténcia aos antimicrobianos nas espécies
de Enterobacteriaceae, incluindo P. mirabilis. Esta resisténcia aumentada aos agentes
antimicrobianos conduziu ndo apenas a mudancas nas terapias antimicrobianas, mas também
aos fracos prognosticos e ao aumento da taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados
(GIAMARELLOS-BOURBOULLIS et al., 2006; LOCKART et al., 2007).
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Diversos fatores de patogenicidade, ou seja, caracteristicas bioldgicas de Proteus que
favorecem a sua participagdo em processos infecciosos tém sido identificados, tais como: a
capacidade de motilidade e fixagdo celular, producdo de protease, urease e hemolisina. Os
fatores de patogenicidade mencionados com a presenca de fimbrias, flagelos, enzimas e toxinas
aparentam atuar em conjunto, justificando a dificuldade em atingir o sucesso na terapéutica
clinica (HACKER; GOEBEL, 1987; PEARSON et al., 2008). Os dois fatores que melhor estéo
descritos e investigados séo urease e o fator ligado ao flagelo, mas os outros fatores como
hemolisinas, aderéncia e proteases sdo igualmente importantes (JONES et al., 2005; ZHAO et
al., 1999).

2.6 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (aPDT)

No inicio do seculo XX, o potencial da aPDT como terapia antimicrobiana foi revelado
quando Moan e Peng (2003) estudaram a eficiéncia da alaranjado de acridina na morte de
Paramecium na presenca de luz. A aPDT € uma estratégia emergente para o tratamento de
microrganismos resistentes a antimicrobianos. Essa técnica € seletiva, indolor, menos invasiva
e pode ser focada em varios alvos, garantindo assim a foto destruicdo das células alvo sem
produzir células foto resistentes. A sensibilidade das bactérias a aPDT pode ser modulada pelo
tamanho do FS, sua lipofilicidade e/ou presenca de um ion metalico central (SANTIN et al.,
2014).

O efeito antimicrobiano dessa estratégia se baseia em uma reacdo oxidativa que ocorre
quando moléculas foto reativas sdo expostas a luz em certos comprimentos de onda. Um corante
ndo téxico ou molécula foto reativa chamada fotossensibilizador (FS), luz de comprimento de
onda adequado e oxigénio molecular sdo os trés principais componentes envolvidos na
inativacao fotodinamica de células microbianas (CIEPLIK et al., 2014).

A aPDT provou ser eficiente contra virus, bactérias, fungos e parasitas, embora com
eficiéncia diferente e, portanto, exigindo protocolos de foto-inativacdo e FSs adequados. A
estrutura e composicdo do revestimento celular € um dos principais determinantes da
suscetibilidade ao aPDT. De fato, os enddsporos bacterianos sdo menos suscetiveis a aPDT do
que as células vegetativas e bactérias Gram-positivas, apresentando uma parede celular menos
estruturada, sdo mais facilmente inativadas pelo FS neutro ou carregado. As bactérias Gram-
negativas, por terem uma membrana externa, sdo0 menos propensas a danos fotodindmicos. A

aPDT de bactérias Gram-negativas requer um FS catidnico ou o uso combinado de destruidores
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de membrana, como polilisinas, polimixina B ndo peptidica ou EDTA (JORI; BROWN, 2004;
KE et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009).

Existem dois mecanismos principais da reagdo fotodindmica (Figura 3). Ambos séo
intimamente dependentes das moléculas de oxigénio dentro das células. O primeiro estagio de
ambos os mecanismos é semelhante. Um FS, ap06s entrar na célula, é irradiado com um
comprimento de onda de luz que coincide com o espectro de absorcao do FS e é convertido do
estado singleto basico de energia So ao estado singleto excitado S; por causa da absor¢do de
fotons. Parte da energia € irradiada na forma de um quantum de fluorescéncia, e a energia
restante direciona uma molécula de FS para o estado tripleto excitado T1 - a forma terapéutica
adequada do composto. Entdo, a geracdo de EROs pode ocorrer de duas maneiras (CASTANO
et al., 2004).

No tipo I, no estado excitado T1, 0 FS pode transferir elétrons para as biomoléculas de
seus arredores. Entre o FS no estado T e substrato, um hidrogénio ou elétron é transferido, o
que leva a formacao de espécies radicalares do FS e do substrato. A molécula de oxigénio sofre
um processo redox, que permanecem em seu estado energético basico. Esse processo leva a
producdo de EROs, que normalmente sdo radicais do tipo superoxido (O2° ), hidroxila (HO),
hidroperoxil (HOO") e moléculas neutras de peroxido de hidrogénio (H20-), e cria uma geracao
adicional de EROs no interior das células. A cascata de reacdes iniciada leva ao estresse
oxidativo, resultando na destruicdo das bactérias (LUKSIENE, 2003; NOWAK et al., 2013).

No Tipo 11, como resultado da transi¢do do FS para o estado excitado tripleto, a energia
é transferida diretamente para a molécula de oxigénio no estado energético basico (o estado
tripleto bésico). A transferéncia direta de energia entre moléculas (FS — O2) é possivel porque
elas tém inversdo de spins. Dessa maneira, particulas de oxigénio excitadas - o chamado
oxigénio singleto (*O;) - sdo geradas, caracterizadas por propriedades oxidantes extremamente
fortes. A maioria dos compostos organicos esta no estado singleto basico. No entanto, as
moléculas de oxigénio sdo caracterizadas por seu estado tripleto (como base) e excitacdo no
singleto. Devido a esse fato, as particulas estimuladas do FS ndo danificam as estruturas
celulares organicas e reagem apenas com moléculas de oxigénio dissolvidas no citoplasma.
Supde-se que o0 mecanismo do tipo Il seja o processo mais importante que condiciona a
eficiéncia da aPDT. No entanto, a proporcdo da contribuicdo de ambos 0os mecanismos depende
de muitos fatores, incluindo: concentragdo de oxigénio, constante dielétrica no local de
infeccdo, pH e estrutura do FS. A medida que o oxigénio se esgota, o primeiro tipo de
mecanismo comeca a prevalecer (FONSECA et al., 2006; JUZENIENE; MOAN, 2007).
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Figura 3 — Representacdo esquematica dos dois principais mecanismos de reacdo fotodindmica

REACAO TIPO 1
(Espécies reativas de
oxigénio, como
superoxido, peroxido)

Estado Singleto Excitado /

Estado Singleto Excitado MORTE BACTERIANA
— it o
LUz
a2
REACAO TIPO 2
Oxigénio Singleto
@ altamente reativo

Estado Singleto Fundamental

Fonte: Adaptado de Raghavendra, Koregol e Bhola 2009.

Acredita-se que os danos ocorrem principalmente no nivel dos constituintes da
membrana citoplasmatica e da parede celular (fotolesdo maltipla) e que os &cidos nucleicos ndo
sdo o alvo principal ou determinante da aPDT, porque a foto-clivagem de DNA é observada
quando as células ja estdo em grande parte foto-inativadas ou ndo mais viaveis. Essa afirmacéo
é baseada em estudos com cepas bacterianas facilmente foto-inativadas, defeituosas nos
mecanismos de reparo do DNA ou que possuem sistemas de reparo do DNA muito eficientes
(BERTOLINI et al., 2000; NITZAN et al., 2001; CAMINOS et al., 2008).

Algumas vantagens da aPDT sdo: (1) apresenta amplo espectro, sendo eficaz para uma
ampla gama de alvos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, protozoarios
e até virus inativos; (2) Possui pouca possibilidade de desenvolver espécies foto resistentes
mesmo apds multiplas exposicdes a terapia; (3) Poderiamos ter como alvo uma aPDT com
seletividade para patdgenos, a fim de evitar efeitos colaterais nos tecidos do hospedeiro; (4)
Possui menor chance de induzir efeito mutagénico; (5) A aPDT é mais rapida que a

antibioticoterapia, exigindo apenas alguns minutos para matar os patdégenos, o que contrasta
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com os antibiéticos que podem levar dias ou até semanas para obter efeitos maximos; (6)
Estudos relataram que a aPDT pode ser eficaz em infec¢bes por biofilme, onde os
antimicrobianos geralmente sdo ineficazes; (7) aPDT ¢é acessivel e de baixo custo (SHARMA
et al., 2011).

Outra vantagem da aPDT é a via de administracdo do FS, que pode ser aplicado
topicamente ou localmente na &rea infectada, o que é crucial para erradicacdo do biofilme.
Biofilmes de varias espécies que crescem tanto em superficies plasticas quanto naturais foram
tratados com aPDT empregando uma ampla gama de FSs, alcan¢ando resultados que variam na
reducdo de menos de 1 log de unidades formadoras de col6nias (UFC) a 5 logs. Também, muitas
infecgBes cronicas envolvem um acimulo de biofilmes microbianos, nos quais os antibi6ticos
administrados sistemicamente ndo conseguem penetrar. Varios relatérios demonstram a aPDT
como procedimento bem-sucedido na morte de células cultivadas por biofilme in vitro e in vivo
(FREITAS et al., 2017; MAMONE et al., 2016; WANG et al., 2016). No entanto, no aspecto
da aPDT relacionado ao biofilme, a capacidade de destruir fatores de viruléncia secretados
também pode ser necessaria. Poucos estudos foram realizados empregando porfirinas para o
tratamento fotodinamico de infecc¢des por biofilme. Um trabalho empregando a porfirina tetra-
metilada TMPyP induziu a reducéo de 1 a 2 vezes de Staphylococcus aureus (DI POTO et al.,
2009) e 4 vezes nos biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (COLLINS et al., 2010).

A aPDT também tem sido utilizada em infeccGes superficiais, nas quais o FS ¢ aplicado
topicamente por injecdo ou na forma de aerossol. Este método é comumente utilizado em
dermatologia para a terapia de Acne vulgaris e Acne rosacea no qual o acido 5-aminolevulinico
(ALA) e seu derivado de metila (MAL) séo usados como FSs. Além disso, a aPDT ¢ eficaz em
infeccdes especificas observadas no estdmago ou na cavidade oral. O tratamento de infeccGes
estomacais por Helicobacter pylori com antimicrobianos e inibidores da bomba de prétons foi
significativamente limitado devido ao numero crescente de cepas de bactérias resistentes.
Portanto, a aPDT se tornou uma alternativa atraente. Na odontologia, aaPDT tem sido utilizado
para o tratamento de infec¢Bes bacterianas que causam doencas periodontais, inflamagdo da
membrana mucosa peri-implantar, inflamacdes da polpa dentaria e tecidos periféricos. Além
disso, essa terapia pode ser utilizada no tratamento de infec¢des virais (HPV - papilomavirus
humano), infeccBes parasitarias como leishmaniose e infeccdes por fungos (CHOI; LEE;
CHAE, 2010; GARCIA-MORALES et al., 2010; HAEDERSDAL et al., 2008; LEMBO et al.,
2009; ONISZCZUK et al., 2016; ROSE; STABLES, 2008; WILDER-SMITH et al., 2002).
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As paredes celulares das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas sdo distintas e as
diferencas na porosidade e composicdo da estrutura da parede celular nas espécies de
microrganismos afetam fortemente o resultado da aPDT. As bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes a aPDT realizada com FSs comumente usados, que por sua vez sdo eficazes na
inativacdo de espécies Gram-positivas. Normalmente, o FS contendo uma carga positiva ou
adicdo de agentes que aumentam a permeabilidade da membrana externa aumenta notavelmente
a eficicia da inativacdo de bactérias Gram-negativas. Esses efeitos dependentes de carga estao
associados a presenca de uma intrincada membrana externa ao lado da fina camada de
peptidoglicano, que cria uma barreira impermeavel aos agentes antimicrobianos. A membrana
externa consiste em glicolipidios na camada externa (lipopolissacarideos) e varias
lipoproteinas, proteinas cilindricas, &cidos lipoteicoicos em uma bicamada fosfolipidica na
camada interna que ancora esses constituintes e a camada peptidoglicana. Nas bactérias Gram-
positivas, formadas apenas por uma espessa camada de peptidoglicano, as proteinas de
superficie (fibronectina, fibrinogénio, elastina) sdo ligadas ao peptidoglicano com &cidos
teicdicos ou para ancorar peptideos nas camadas de peptidoglicano (ALVES et al., 2009;
HAMBLIN; HASAN, 2004).

Existem varios fatores que podem afetar a suscetibilidade de bactérias a aPDT. Muitos
deles s@o derivados da capacidade das bactérias de desenvolver varios mecanismos para evitar
0 estresse oxidativo induzido fotodinamicamente. Os microrganismos sdo caracterizados por
um sistema protetor contendo enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), que desempenham um papel crucial na defesa
contra EROs. A super expressao de SOD é mencionada como componente predominante na
estratégia de sobrevivéncia de bactérias virulentas. Como uma estratégia adicional contra as
EROs, também existem vérias atividades antioxidantes ndo enzimaticas. Portanto, quando o
estresse oxidativo surge como consequéncia da aPDT, um sistema de defesa promove a
regulacdo e expressdo dessas enzimas (ALVES et al., 2015; BARTOLOMEU et al., 2016).

A aPDT deve ser geralmente usada em doses letais para matar os microrganismos, no
entanto, € provavel que em hospedeiros humanos que recebem essa terapia, qualquer
microrganismo viavel no local da infecgcdo possa ser exposto a doses sub-letais. Nessa situacdo,
essa dose ndo resultaria em morte celular total e 0s sobreviventes se exporiam ao estresse por
EROs. A exposi¢do a baixos niveis de estresse ativa mecanismos de protecao por meio de uma
via complexa, envolvendo varios reguladores, para evitar a morte celular, o que poderia gerar
resisténcia (GAMBINO; CAPPITELLLI, 2016).
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2.7 FOTOSSENSIBILIZADORES (FSs)

Um dos trés elementos cruciais da aPDT, além de luz e oxigénio, € a presenga de FSs.
Esses corantes séo definidos como substancias capazes de absorver luz com um comprimento
de onda especifico, desencadeando reacGes fotoquimicas ou fotofisicas. Algumas
caracteristicas e condi¢des podem definir um FS ideal, como: processo de sintese adequado
com alta pureza quimica; alto coeficiente de extingdo molar na regido do visivel, um alto
rendimento quéntico na formacdo de tripleto (T) para produzir eficientemente EROs; foto
estabilidade suficiente para realizar a terapia de forma eficaz; baixa tendéncia a agregar em
meios bioldgicos; localizacdo e incorporacdo seletiva em células microbianas e toxicidade
minima na auséncia de luz (BOYLE; ROCHFORD; PRYCE, 2010; HAMBLIN, 2016).

Apos a excitacdo do FS com radiacdo de comprimento de onda especifico, EROs sdo
geradas e, em seguida, envolvidas em reacdes citotoxicas, levando a destruicdo de bactérias. O
termo "antimicrobiano™ foi regulamentado pela Sociedade Americana de Microbiologia e
Administracdo de Alimentos e Medicamentos (em inglés, FDA) como uma reducdo do
crescimento microbiano de pelo menos 3 log de UFC. Por outro lado, Jori e colaboradores
(2006) descreveram o FS como eficiente quando reduz o crescimento bacteriano em cerca de 4
logs (SPAETH et al., 2017; VERA et al., 2012).

E essencial escolher o FS adequado, pois a eficacia da aPDT depende significativamente
da capacidade de permeacdo tecidual, interacdo com a parede celular bacteriana e geracédo de
EROs. A eficacia desse método em relacdo as bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas é
determinada principalmente pela estrutura quimica e pela carga elétrica da molécula de FS.
Outro fator determinante é o fato de as bactérias encontrarem-se em suspensdo ou na forma de
biofilme (MARTINEZ et al., 2017; NAGATA et al.,2012).

As moléculas de FS escolhidas se ligam a superficie da célula microbiana, na maioria
das vezes a membrana citoplasmatica, para que a aPDT possa ocorrer. Assim, a eficiéncia de
conexdo do FS tem uma grande influéncia na eficiéncia da aPDT. Considerando as diferencas
arquiteturais na estrutura da superficie celular, diferentes células microbianas mostram
diferentes suscetibilidades a aPDT, dependendo da estrutura quimica do FS. Em geral, as
bactérias Gram-positivas e leveduras sdo facilmente afetadas pelo FS neutro e anidnico,
enquanto as bactérias Gram-negativas ndo, porque essas espécies possuem uma membrana
externa assimétrica adicional contendo numerosas moléculas fortemente carregadas

negativamente, como o lipopolissacarideo. Essa membrana externa reduz a permeabilidade e
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enfraquece a ligacdo do FS neutro ou repele o FS anidnico. Para superar a desvantagem, varias
estratégias foram desenvolvidas, como a sintese de FS com carga positiva, 0 acoplamento de
FS a outras moléculas com carga positiva, como a polietilenimina, ou o pré-tratamento de
células bacterianas com Tris-EDTA ou polimixina B (GEORGE et al., 2009; NITZAN et al.,
1992).

Entre as estruturas de FS comumente empregadas na aPDT, o alaranjado de acridina foi
a primeira a ser utilizada, e destacam-se ainda os macrociclos tetrapirrélicos, como porfirinas,
clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas sintéticas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). A
descoberta de FSs naturais, bem como o desenvolvimento de novos sintéticos, é um ponto chave
no sucesso do tratamento de infecgdes, especialmente aquelas causadas por biofilmes. Corantes
de fenotiazinico, porfirinas, cloro, corantes de xanteno, produtos naturais como curcumina,
derivados de bacterioclorofila e fulerenos funcionalizados estdo entre os agentes mais
amplamente utilizados na foto-inativacao de bactérias planctonicas e biofilme. Até o momento,
400 compostos sd@o conhecidos como FSs. A maioria deles é usada em medicamentos,
cosméticos, produtos quimicos (CIEPLIK et al., 2013; DEMINOVA; HAMBLIN, 2004,
KUBLER, 2005; YIN; CRAIG; HAMBLIN, 2015).

O FS eficiente pode ser racionalmente projetado para atingir sua seletividade aos
microrganismos sobre as células dos mamiferos hospedeiros, pois as células microbianas séo
caracterizadas por uma carga negativa mais pronunciada do que as células dos mamiferos. E
possivel introduzir os grupos-alvo que agem sinergicamente para obter efeito bactericida ou
por¢des com carga cationica na estrutura molecular do FS. A ligacdo do FS cati6nico as celulas
microbianas é mais rapida do que seu acumulo nas células de mamiferos. Assim, usando um
intervalo curto de droga para luz (alguns minutos), é possivel obter seletividade razoavel
(MAISCH et al., 2007; TIM et al., 2017).

2.7.1 Porfirinas

As porfirinas foram testadas em seres humanos pela primeira vez em 1913, quando
Friedrich Meyer-Betz descobriu que a aplicacdo de hematoporfirina em sua prépria pele
resultava em dor em éareas expostas a luz (MEYER-BETZ, 1913). Na década de 1950,
descobriu-se que um derivado da hematoporfirina obtido pelo tratamento da mesma com acidos
acético e sulfurico localizava tumores e emitia fluorescéncia (LIPSON et al., 1961;
SCHWARTZ et al., 1955).
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As porfirinas sdo classificadas como moléculas que contém um anel tetrapirrolico. A
estrutura fundamental da porfina consiste em quatro subunidades pirrélicas ligadas em lados
opostos (posigdes o) através de quatro pontes metilénicas (CH) conhecidos como
atomos/posi¢cdes meso-carbono. O macrociclo planar conjugado resultante pode ser substituido
nas posicdes meso- e/ou posi¢des B. Se um unico atomo de hidrogénio estiver ligado a cada um
dos meso e B-carbonos e dois dos &tomos de nitrogénio interno (pirroleninas) forem protonados,
0 composto se tornara conhecido como porfirogénio. Se os hidrogénios meso e/ou B forem
substituidos por a&omos ou grupos que ndo sejam hidrogénio, os compostos resultantes sdo
conhecidos como porfirinas (ANDERSON, 1999; MILGROM; WARREN, 1997,
STERNBERG et al., 1998).

O grupo de derivados de porfirina tem se destacado, ndo apenas por incluir a primeira
formulacdo aprovada para terapia fotodindmica do céancer, mas também na perspectiva de
aplicacbes ambientais, considerando que o uso de porfirinas que ocorrem naturalmente ou
analogos sintéticos relacionados surge como uma opgéo econdmica, ecoldgica e segura para
humanos/animais (ERZINGER et al., 2011; MILGROM; WARREN, 1997).

A presenga desses compostos € onipresente por natureza, como parte de processos
bioguimicos vitais, como transporte de oxigénio (grupo heme) e fotossintese (clorofila)
(MILGROM; WARREN, 1997). Tambem, realizam uma extensa multiplicidade de funcdes em
estruturas naturais e sintéticas, como por exemplo, enzimas artificiais em quimica biomimética,
cofatores, vitamina B12. Foram usados como FSs na terapia fotodindmica do cancer, inativacao
fotodinamica microbiana, atividade de foto-nuclease, terapia genética e também interacoes
proteicas (DAVIES et al., 2016; MALATESTI et al, 2017; QUIROGA et al., 2016;
VANDRESEN et al., 2016; ZHAI; YANG, 2015).

As porfirinas catibnicas sdo mais promissoras para uso como FSs na aPDT, pois
absorvem a luz na regido do visivel (400-800 nm) e sdo foto-estaveis. Um FS carregado
positivamente tende a se mover para a membrana externa por uma via de captacdo
autopromovida por um mecanismo que envolve a interacdo entre cations divalentes do
composto com o lipopolissacarideo bacteriano adjacente. As informacdes relatadas na literatura
indicam que a acdo das porfirinas & mais eficiente na banda Soret (regido do azul — entre 400 a
450 nm) do que na regido de mais baixa energia (regido do vermelho — entre 630 a 660 nm).
Além disso, cientistas destacam que o coeficiente de excitagdo de porfirinas na banda Soret é
20 vezes maior que nas bandas Qs (MOREIRA et al, 2008; PEREIRA-ROSA; DA SILVA,
2014).
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Porfirinas com trés ou quatro cargas positivas sdo altamente eficientes contra cepas
bacterianas. Além disso, porfirinas portadoras de grupos catibnicos em posi¢fes meso
adjacentes sdo significativamente mais eficientes do que aquelas com grupos catidnicos
localizadas em posi¢cGes meso opostas. Embora seja consensual que o nimero da carga, a
distribuicdo da carga e a natureza dos grupos meso-substituintes na porfirina sejam altamente
relevantes no processo de foto-inativacao, é dificil discriminar o Unico efeito da carga, uma vez
que nos estudos ja realizados o FS testado diferem no nimero da carga, mas também tém
diferentes grupos meso substituintes (COSTA et al., 2008; KESSEL et al., 2003).

Os macrociclos porfirinicos foram desenvolvidos e utilizados clinicamente nas Ultimas
décadas. Cadeias laterais contendo grupos funcionais, como atomos de nitrogénio acido
carboxilico e agucar, sdo frequentemente incorporadas ao esqueleto da porfirina. Estudos de
mecanismo indicaram que podem induzir a morte celular pela via apoptética mitocondrial,
desencadeada principalmente por fotoleséo lisossomica. Além disso, houve um crescimento
recente do interesse na preparacao de conjugados de metaloporfirinas como potenciais agentes
foto-citotdxicos. As porfirinas funcionalizadas com complexos periféricos de Pt (1) foram os
primeiros derivados de metaloporfirina desenvolvidos para aplicacdo biomédica.
Posteriormente, exemplos relacionados a outros conjugados de metaloporfirina foram descritos
(CHEN et al., 2015; LI et al., 2015; LIAO et al., 2016; NAKAI et al., 2013). As estruturas
quimicas das porfirinas que foram utilizadas neste trabalho podem ser visualizadas na Figura
4.
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Figura 4 — Estrutura quimica das porfirinas 3 e 4-H,TPyP; 3 e 4-cis-PtTPyP
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Fonte: (NAIK et al., 2014).

2.8 CISPLATINA

Diaminodicloroplatina (1) € um complexo com geometria quadratica-planar e dois
possiveis isbmeros geometricos cis e trans, cisplatina e transplatina. A cisplatina também
chamada de cis-diaminodicloroplatina (11), € um composto de coordenacéo formado por um ion
de platina (I1) coordenado a ligantes amino (NHa) e cloreto (CI") na posigdo cis de um plano
horizontal, apresenta-se como um pd cristalino branco ou amarelo e até mesmo amarelo-
alaranjado a temperatura ambiente. E sol(vel em solventes organicos polares como DMSO e
ligeiramente soluvel em agua. Apresenta-se estavel sob temperaturas e pressdes normais, mas
pode se transformar lentamente no isdmero trans. A cisplatina tem peso molecular de 301,1
g/mol, densidade de 3,74 g/cm® ponto de fusdo de 270 °C, um log Kow de 2,19 e uma

solubilidade em dgua de 2,53 g/L a 25 °C (IARC, 1981). Estudos farmacocinéticos em humanos
30



indicaram uma meia-vida inicial no plasma de 25-49 minutos e uma meia-vida secundéaria de
58-73 horas, a ligacdo as proteinas ocorre rapidamente, até 90% em 2 horas. A cisplatina €
principalmente excretada pelos rins; 27—45% da platina € excretada nos primeiros 5 dias e 43%
da platina e excretada na urina por mais de 50 dias (WEINER; JACOBS, 1983).

Estudos detalhados sobre 0 mecanismo de acdo molecular da cisplatina os quais usaram
uma variedade de métodos espectroscépicos, incluindo raios-X, ressonancia magnética nuclear
e outros métodos fisico-quimicos, revelaram sua capacidade de formar complexos com &cidos
nucléicos, quando o cloreto labiliza (dissocia) em solucéo, deixando um complexo reativo que
interage com acido desoxirribonucléico (DNA). Entdo, a cisplatina causa reticulacdo intra e
inter-cadeia do DNA, o que resulta na desnaturacdo local da cadeia de DNA (JAMIESON;
LIPPARD, 1999).

A cisplatina foi sintetizada pela primeira vez em 1845 pelo quimico italiano Michele
Peyrone, e sua estrutura quimica foi elucidada pela primeira vez por Alfred Werner em 1893.
Curiosamente, 0 mesmo ambiente quimico que levou a descoberta e sintese do composto de
platina, ou seja, uma reacdo envolvendo amonia, cloreto e platina, foi replicado ao acaso em
um experimento conduzido pelo biofisico Barnett Rosenberg na Universidade de Michigan,
120 anos depois (KAUFFMAN et al., 2010; PEYRONE, 1845). O objetivo do experimento era
investigar os possiveis efeitos da corrente elétrica no crescimento de Escherichia coli, mas
acabaram descobrindo que um produto de eletrolise, mais tarde identificado como cis-
diaminodicloroplatina (I1), que inibiu a divisdo celular e promoveu o alongamento celular até
300 vezes o comprimento da célula normal. Além disso, eles observaram que, enquanto o
isbmero cis estava ativo, o isdmero trans da diaminodicloroplatina (I1), também formado pela
reacdo redox nos eletrodos de platina, ndo teve efeito no crescimento da bactéria (KRIGAS,
1965; ROSENBERG; VAN CAMP). Com base na inibicdo da divisdo celular em E. coli, os
pesquisadores especularam a utilidade dos compostos de platina como agentes antitumorais
(ROSENBERG et al., 1967, 1970).

A cisplatina foi o primeiro composto de coordenacédo a ser usado como antineoplasico
e, desde sua aprovacdo pelo FDA em 1978, é um dos agentes mais amplamente utilizados na
terapia do cancer (CEPEDA et al., 2007; CHIORAZZI et al., 2015). Foi utilizado, Gnico ou
combinado com outros agentes quimioterapicos ou mesmo em combinacdo com radioterapia,
no tratamento de varios tipos de cancer, como: cancer de testiculos, ovario, bexiga, pulméao,
cabeca e pescoco, pancreas, mama, endométrio, esdfago, cancer cervical avangado, linfomas,
osteossarcomas metastaticos, melanomas entre outros (HANIGAN; DEVARAJAN, 2003).
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O efeito terapéutico da cisplatina é aumentado significativamente com o aumento da
dose, mas a terapia com altas doses é limitada por toxicidades graves, sendo nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, ototoxicidade e cardiotoxicidade as complicagbes mais importantes (DOS
SANTOS et al., 2012; PARK et al., 2013). Muitos eventos cardiacos foram relatados em muitos
relatos de casos, incluindo alteragdes eletrocardiograficas, arritmias, miocardite,
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca congestiva. A reducdo no sistema de defesa
antioxidante é relatada devido ao estresse oxidativo através da geracdo de EROs, incluindo
enzimas antioxidantes e moléculas ndo enzimaticas, glutationa reduzida, que séo as principais
alteracdes na toxicidade da cisplatina (OZBEN, 2007; SAAD et al., 2004; SHRIVASTAVA et
al., 2011).

Para superar esses inconvenientes da cisplatina, foram feitos grandes esforgcos para
desenvolver novos analogos de cisplatina com atividade antitumoral equivalente ou melhor e
menor toxicidade (PASINI.; ZUNINO, 1987). As porfirinas sdo candidatas promissoras para o
transporte ativo de fragmentos citostaticos de platina para as células cancerigenas. Dois
aspectos as tornam interessantes para o tratamento do cancer; o notavel enriquecimento das
células tumorais e o efeito foto-toxico alterado pela irradiagdo com luz vermelha. Essas
propriedades sdo usadas na terapia fotodindmica para destruir seletivamente tumores de pele e
outros tipos de tumores, acessiveis a instrumentos endocrinos (HILLEGERSBERG; KORT;
WILSON, 1994).

Para a acumulacao das porfirinas nos tecidos tumorais, duas teorias desempenham papel
importante na literatura. A primeira baseia-se na captacdo de porfirinas por células tumorais
induzidas por lipoproteinas de baixa densidade responsaveis pelo transporte do colesterol para
as regides dos tecidos periféricos. As porfirinas lipofilicas se ligam a essas lipoproteinas. As
células tumorais tém um nimero aumentado de receptores de lipoproteina de baixa densidade,
levando a um aumento na captacdo de porfirina em comparacdo com as celulas normais
(KESSEL; WOODBURN, 1993; KORBELIK; HUNG, 1991).

Outrateoria associa 0 menor valor de pH do tecido tumoral em comparagdo com o tecido
normal com a captacdo mais facil de porfirinas nas células tumorais. As porfirinas mostram
equilibrios de protonacdo/desprotonacdo dependentes do pH. Nos baixos valores de pH no
tecido tumoral (faixa acida), sdo espécies predominantemente neutras, um pré-requisito para a
passagem das membranas celulares. Em valores mais altos de pH, as porfirinas ndo séo

protonadas, o que leva a estruturas ibnicas e impede que as porfirinas passem pelas membranas
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celulares. Como o pH dentro das células € mais baixo do que no ambiente celular, uma
protonacdo de porfirinas as faz acumular dentro das células (POTTIER; KENNEDY, 1990).
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3 METODOLOGIA

3.1 MICRORGANISMOS

Foi utilizada a cepa padrdo ATCC 25933 da bactéria Proteus mirabilis e isolados
clinicos (oriundos de infeccGes do tratao urindrio) da mesma bactéria, provenientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM). O projeto foi aprovado pelo CEP (Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos) da UFSM sob registro CAAE: 42122821.1.0000.5346 (Anexo
A).

3.2 LOCAIS

Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados no Laboratorio de Pesquisa em
Microbiologia Oral do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFSM e os testes de
citotoxicidade e genotoxicidade in vitro no Laboratorio de Cultura Celular da Universidade

Franciscana (UFN).

3.3 PORFIRINAS

As porfirinas 3-H2TPyP e 4-H,TPyP foram adquiridas da empresa Frontier Scientific®.
O precursor intermediario de platina(ll) [Pt(NHs)2(H20)CI]* e seus respectivos derivados
isoméricos porfirinicos 3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP foram sintetizados de acordo com
metodologia descrita por Naik e colaboradores (2014). As porfirinas testadas neste estudo sao

soliveis em Dimetil Suféxido (DMSO) e estaveis nesta solucao.

3.4 FONTE DE LUZ

Todos os experimentos de irradiacdo foram realizados utilizando luz branca (370 a 800
nm) com fluéncia luminosa de 50 mW/cm? e dosagem luminosa de 360 J/cm? (tempo total de
irradiacdo de 120 min). A distancia necessaria entre a placa e a fonte de luz foi de 8 a 10 cm
(GUTERRES et al., 2019).
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3.5 TESTES DE SUSCETIBILIDADE in vitro

Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados em triplicata, de forma
independente e de duas maneiras: com irradiagdo de luz branca (luz) por duas horas e sem
irradiacdo de luz (escuro) (GUTERRES et al., 2019).

3.5.1 Producdo do inéculo bacteriano

As cepas foram semeadas em dgar MYPG (Mueller Hinton, Extrato de levedura, Fosfato
de Potassio e Glicose) e incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37 °C. Apds o tempo
de incubacéo, parte da colonia foi suspensa em solucéo fisiologica estéril e a turvagdo foi
ajustada em espectrofotdmetro para 0,5 na escala de Mc Farland (Densidade Optica 600 nm =
0,08a0,1).

3.5.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM)

O teste para determinacao da CIM foi realizado atraves do Método de Microdiluicdo em
Caldo segundo CLSI M100 (CLSI, 2020). O teste foi realizado em triplicata em microplacas de
96 pocos de poliestireno com fundo chato. As porfirinas (3-H2TPyP, 4-H,TPyP, 3-cis-PtTPyP
e 4-cis-PtTPyP) foram diluidas (330 — 1,28 pug/mL) em Caldo Mueller Hinton (MH), de forma
que a concentracdo inicial fosse duas vezes mais concentrada que as concentracfes finais
desejadas. Foram adicionados 100 pL de cada concentragdo dos agentes nos pogos das colunas
1 a 10. As colunas 11 e 12 foram utilizadas para inoculacdo dos controles negativo e positivo,
respectivamente. Posteriormente foram adicionados 10 pL do in6culo, previamente ajustado na
escala 0,5 de Mc Farland, em todas as colunas exceto a 11° coluna. O controle positivo foi
considerado o0 po¢o com a suspensdo bacteriana e MH, enquanto o controle negativo foi apenas
0 MH. Um controle com DMSO foi utilizado para descartar a atividade do diluente. Foram
realizados dois ensaios da mesma maneira; uma placa foi exposta por duas horas a irradiacéo
de luz branca e outra placa foi incubada na condi¢do escura (sem qualquer exposicdo a luz)
(GUTERRES et al., 2019). Depois, as placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C. Os
ensaios foram revelados com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 0,1%. A concentracdo

mais baixa que ndo mostrou mudanca na cor foi considerada como a CIM.
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Para determinar a CBM, uma aliquota de 1,0 uL foi coletada de cada poco, semeada em
placa de &gar Nutriente e incubada por 24 horas a 37 °C. Apoés as Unidades Formadoras de
Colonia (UFCs) foram identificadas e a menor concentragdo que ndo demonstrou crescimento
bacteriano foi considerada a CBM.

3.5.3 Ensaio de viabilidade celular

Este ensaio foi conduzido utilizando a CIM, 2x CIM e CBMs para determinar o tempo
e em qual concentragdo, as porfirinas sdo eficientes em eliminar os microrganismos (LOPES et
al., 2016). Placas de microdiluicdo de 96 pogos contendo a mesma quantidade de caldo BHI
(Brain Heart Infusion) e porfirinas nas concentragdes citadas anteriormente foram incubadas a
37 °C e expostas a luz branca. Uma placa foi preparada da mesma maneira sem exposi¢édo a
luz. Nos tempos de 0, 2, 6 e 12 horas, 1,0 UL de cada poco foi semeada em placa com agar
Nutriente. As placas foram mantidas a 37 °C durante 24 horas e as UFCs foram entdo contadas.
Como controles positivos consideram-se 0s po¢os com caldo BHI e microrganismo sem

porfirinas. O ensaio foi realizado com trés repeticGes em trés experimentos independentes.

3.5.4 Teste de sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Os ensaios foram realizados determinando-se previamente os valores de CIM de
substancias descritas na literatura como sequestradores de espécies reativas de oxigénio
(EROs), dentre eles: tert-butanol (radical hidroxila), acido ascorbico (espécies de oxigénio
singleto), N-acetilcisteina (NAC - radical hidroperoxil), dimetil suféxido (DMSO - espécies
superdxido) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - quelante de ions). A avaliacdo das
EROs envolvidas na atividade antimicrobiana das porfirinas foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos, previamente ja descrito (CLSI, 2020).

A diluicdo das porfirinas seguiu 0s mesmos critérios de determinacdo da CIM. A seguir
foram adicionados, em cada poco da placa, 90uL dos sequestradores das EROs na concentragdo
desejada (10x ¥2 CIM) e por ultimo 10uL de in6culo bacteriano padronizado de acordo com a
escala 0,5 de Mc Farland. As placas foram irradiadas durante 2 horas (irradiacédo de luz branca
a 50 mW/cm?) e apds incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa bacterioldgica, sendo a distancia

necessaria entre a placa e a fonte de luz de 8 a 10 cm. Foram preparadas placas para cada um
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dos sequestradores testados, além de controles apenas com porfirinas e controle sem dosagem

de luz branca. A CIM foi determinada utilizando o corante TTC a 0,1%.

3.5.5 Ensaio semiquantitativo de formacéao de biofilme

Para a formacdo do biofilme, o ensaio foi realizado em placas de microdiluicdo de 96
pocos como descrito por BONEZ et al., 2013, com algumas modificagdes. Primeiramente, foi
selecionado o melhor meio de cultura (Mueller Hinton - MH, Brain Heart Infusion - BHI, Luria
Bertani - LB e Tryptic Soy - TS), concentracdo de glicose, tempo de incubacao bacterianoa (24,
48, 72 horas) e tempo de incubacéo para a formacédo do biofilme. Foram adicionados a placa de
microdiluigdo 100uL de cada caldo suplementado com diferentes concentracdes de glicose (0
— 1.0 — 3%) e 10 uL de suspensdo microbiana (escala 0,5 de Mc Farland). As placas foram
incubadas por 24, 48 e 72 horas a 37 °C a fim de promover a adesdo. Como controle positivo
para a formacdo de biofilme foi utilizada a cepa de P. mirabilis ATCC 25933 e controle
negativo apenas o meio de cultura. O ensaio foi realizado em triplicata.

A fim de revelar o biofilme, as placas foram lavadas trés vezes com agua destilada para
remover as células fracamente aderidas e secas em estufa a 60 °C por 60 minutos para fixar o
biofilme no poliestireno. Foram adicionados 100 pL de cristal violeta 1% por 10 minutos. As
placas foram lavadas 5 vezes com agua destilada. Ao final, foram adicionados 100 puL de etanol
95% por 15 minutos para eluir o cristal violeta e apds transferidos para uma nova placa para ser
lida em densidade 6ptica (DO) de 570 nm.

Os valores medios de DO foram calculados para a cepa testada e controles negativos,
uma vez que todos os testes foram realizados em triplicata. O valor de corte (DOc) também foi
estabelecido. E definido como trés desvios-padrdo (DP) acima da DO média do controle
negativo: DOc = média da DO do controle negativo + (3x DP do controle negativo). O valor
DO final de uma cepa testada € expresso como valor DO médio da cepa reduzido pelo valor de
DOc. Para uma interpretacdo mais facil dos resultados, as cepas podem ser divididas nas
seguintes categorias: nao produtor de biofilme (0), fraco produtor de biofilme (+ ou 1),
moderado produtor de biofilme (++ ou 2) e forte produtor de biofilme (+++ ou 3), com base
nos valores de DO previamente calculados: DO < DOc, ndo produtor de biofilme; DOc < DO
<2xDOc, fraco produtor de biofilme; 2xDOc < DO <4xDOc , moderado produtor de biofilme;
4xDOc < DO, forte produtor de biofilme (STEPANOVIC et al., 2007).
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3.5.6 Ensaio de avaliagdo de inibi¢éo da formacéo do biofilme em placas de 96 pocos

A inibicdo da formagdo de biofilmes, foi realizada de acordo com Sandberg e
colaboradores (2008), com algumas alteragdes. Em uma placa de 96 pocos, 100 uL de caldo
MH suplementado com 1% de glicose, 100 uL de cada porfirina (3-H2TPyP e 3-cis-PtTPyP)
nas concentracoes ¥2 CIM e CIM e posteriormente 10 pL do indculo bacteriano (0,5 na escala
de Mc Farland) foram adicionados e apds incubados em estufa bacterioldgica por 24 horas a
37 °C. Apos esse periodo o meio foi retirado e a placa foi lavada de 3-5 vezes e seca em estufa
a 60 °C por 60 minutos para fixar o biofilme no poliestireno. Foram adicionados 100 uL de
cristal violeta 1% por 10 minutos. As placas foram lavadas de 3-5 vezes com agua destilada.
Ao final, foram adicionados 100 uL de Etanol 95% por 15 minutos para eluir o cristal violeta e
apos transferidos para uma nova placa para que fosse lida a absorbancia em 570 nm. Como
controle positivo foi realizado somente o crescimento microbiano com o meio de cultura e como
controle negativo somente o meio de cultura, sem inoculo. Os testes foram realizados em

triplicata.

3.5.7 Ensaio de avaliagdo de destruicéo do biofilme pré-formado em placas de 96 pogos

A quantificacdo de biofilmes, foi realizada de acordo com Agarwal e colaboradores
(2008) com modificacdes. Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 100 pL de caldo MH
suplementado com 1,0% de glicose. As aliquotas das culturas foram colocadas em solucéo
fisiologica estéril (0,9%) até a concentragdo de 0,5 na escala de Mc Farland e foram
adicionados 10 puL do inoculo em cada pogo. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica por 72 horas a 37 °C. Apos as 72 horas o meio foi retirado, a placa foi entdo
lavada de 3-5 vezes com agua destilada e foram adicionadas as porfirinas (3-H2TPyP e 3-cis-
PtTPyP), na concentracdo de CIM e 2x CIM. Apds 24 horas de tratamento, o meio foi retirado
e a placa lavada e seca em estufa a 60 °C por 60 minutos para fixar o biofilme no poliestireno.
Foram adicionados 100 uL de cristal violeta 1,0% por 10 minutos. As placas foram lavadas 5
vezes com agua destilada. Ao final, foram adicionados 100 pL de Etanol 95% por 15 minutos
para eluir o cristal violeta e apds transferidos para uma nova placa e a absorbancia foi lida em
570 nm. Como controle positivo foi realizado somente o crescimento microbiano com o meio
de cultura e como controle negativo somente o meio de cultura, sem indculo. Os testes foram

realizados em triplicata.

38



3.5.8 Ensaio de avaliacdo de inibicéo de biofilme pré-formado em cateter urinario

Cateteres urinarios foram cortados em porcdes de 1 cm, desinfetados em alcool 70% por
90 minutos e deixados secar em cabine de fluxo laminar. Em seguida, as porcdes esterilizadas
dos cateteres foram colocadas em placas de 24 pocos e totalmente cobertas com 1 mL de meio
de cultura (caldo MH) e porfirinas (3-H2TPyP e 3-cis-PtTPyP) nas concentracdes de ¥2 CIM e
CIM para inibigao do biofilme. Por fim, 100 puL do in6culo microbiano (0,5 na escala Mc
Farland) foram adicionados aos pogos contendo as porcdes esterilizadas dos cateteres. O
controle positivo foi considerado o meio de cultura, indculo e porcdo do cateter e o controle
negativo foi considerado o meio de cultura e porcdo do cateter. As placas foram incubadas a
37° C por 72 horas para formacéo do biofilme (CAMPANA et al., 2017; DALCIN et al., 2017).

Apos incubacéo, foi realizada a analise de biomassa usando coloragéo de cristal violeta
(CV) a 0,1%. Resumidamente, os pedacos de cateter foram removidos, lavados com solugéo
fisiologica (0,9%) por 3 vezes, secos a 60° C por 60 minutos, transferidos para um novo pogo
contendo 1 mL de CV e incubados em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, as
amostras foram lavadas novamente com solucéo fisiologica (0,9%) e secas ao ar. O CV restante
foi dissolvido em 1 mL de alcool etilico (95%) durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, 100 uL de cada pogo foram transferidos para uma placa de 96 pocos para serem
analisados em leitor de microplacas (570 nm). O experimento foi realizado em triplicata
(CAMPANA et al., 2017; DALCIN et al., 2017).

3.5.9 Ensaio de avaliacdo de destruicdo de biofilme pré-formado em cateter urinario

Em uma placa de 24 pocos foi adicionado 1mL de caldo MH. As aliquotas das culturas
foram colocadas em solucéo fisioldgica estéril (0,9%) até a concentracdo de 0,5 na escala de
Mc Farland e foram adicionados 100 pL do in6culo em cada pogo. Apés foram adicionados 0s
cateteres urinarios estéreis cortados em porcdes de 1 cm. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica por 72 horas a 37 °C. Ap0s as 72 horas o meio foi retirado, os cateteres foram
lavados de 3-5 vezes com solucdo fisiologica (0,9%) e foram adicionadas as porfirinas (3-
H>TPyP e 3-cis-PtTPyP), na concentracdo de CIM e 2x CIM. Apds 24 horas de tratamento, foi
realizada a analise de biomassa usando coloracdo de cristal violeta (CV) a 0,1%.
Resumidamente, os pedagos de cateter foram removidos, lavados com solugdo fisioldgica

(0,9%) por 3 vezes, secos a 60° C por 60 minutos, transferidos para um novo pogo contendo 1
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mL de CV e incubados em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostras
foram lavadas novamente com solucéo fisiologica (0,9%) e secas ao ar. O CV restante foi
dissolvido em 1 mL de &lcool etilico (95%) durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, 100 pl de cada pogo foram transferidos para uma placa de 96 pocos para serem
analisados em leitor de microplacas (570 nm). O experimento foi realizado em triplicata
(CAMPANA et al., 2017; DALCIN et al., 2017).

3.5.10 Ensaio de Checkerboard

Teste que tem como objetivo quantificar o efeito de combinacdes de farmacos em
crescimento in vitro, assim, potencializando a agdo antimicrobiana. Nesse contexto, optou-se
por avaliar a associagdo de cloridrato de ciprofloxacino (utilizado na pratica clinica) e as
porfirinas utilizadas no estudo (3-H2TPyP e 3-cis-PtTPyP).

Em um primeiro momento foi determinada a CIM do cloridrato de ciprofloxacino que
foi testado para a associacdo (CLSI, 2020). Posteriormente, em microplacas de poliestireno de
96 pocos, foram adicionadas inicialmente 50pL do meio de cultura MH e 50 pL da diluicdo de
cada porfirina na coluna 2 e diluido seriadamente até a 122 coluna. Apds esse procedimento
foram adicionados 50 pL do farmaco cloridrato de ciprofloxacino. As combinagdes testadas
consistiram de cloridrato de ciprofloxacino + 3-H>TPyP e cloridrato de ciprofloxacino + 3-cis-
PtTPyP. A seguir, foram adicionados 10 pL do in6culo bacteriano (0,5 na escala Mc Farland)
em todos 0s pocos, exceto controle negativo. Na coluna, 1 linha A o controle positivo e na
coluna 12, linha H o controle negativo. Apds as placas serem incubadas por 24h a 37° C, a
leitura foi realizada visualmente observando a turbidez macroscopica ou sua auséncia nas
amostras nos pocos. Para avaliar a interacdo dos agentes foi calculada a concentracéo inibitéria
fracionaria (CIF) de cada agente dividindo a CIM do agente em combinacéo pela CIM do agente
isolado. Somando-se os valores das CIFs teve-se determinado o Indice de Concentracio
Inibitoria Fracionaria (ICIF) resultante da combinacéo dos agentes. O sinergismo foi definido
como ICIF < 0,5. Indiferenca 0,5 < ICIF < 4,0 e antagonismo ICIF > 4,0 (JOHNSON et al.,
2004; KUMAR et al., 2013).
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3.6 ENSAIOS DE CITO E GENOTOXICIDADE in vitro

O sangue periférico foi obtido através de amostras de descarte do Laboratério de
Anélises Clinicas da Universidade Franciscana, que foi submetido ao Comité de Etica em Seres
Humanos da Instituicdo (CAAE: 31211214.4.0000.5306), com auséncia de dados de
identificacdo pessoal. As amostras foram coletadas por pungéo venosa usando tubos de heparina
Vacutainer®. As células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) foram separadas
seguindo o protocolo descrito por Sagrillo e colaboradores (2015) usando o reagente ficoll
(Histopaque®-1077) que é capaz de separar elementos sanguineos através de diferencas de
densidade. Uma concentragdo de 2x10° células/mL foi obtida contando-se em uma camara
Neubauer com 0,4% de azul de tripano.

Para testar os efeitos citotoxicos das porfirinas na viabilidade celular de CMSPs, nos
biomarcadores de danos no DNA e no metabolismo oxidativo, uma exposi¢do celular foi
realizada de maneira semelhante as descri¢coes de Wilms e colaboradores (2005). Células sob
nenhum tratamento foram usadas como controle negativo. Enquanto o controle positivo
compreende CMSPs expostas a 100mM de peréxido de hidrogénio (H202) durante 24 horas.
Além disso, os tratamentos das porfirinas incluem as concentrac6es de %2 CIM, CIM e 2x CIM
durante 24 horas, com ou sem 2 horas de exposi¢cdo a luz branca. Apds todos os tratamentos e
periodos de incubacdo, as CMSPs foram avaliadas através de diferentes ensaios experimentais
colorimétricos e fluorimétricos. Todos os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro

foram realizados em quintuplicata.

3.6.1 Determinacéo da viabilidade celular (MTT)

No ensaio MTT, o reagente brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio
é soluvel em agua, possui cor amarelada e € facilmente incorporado em células viaveis, o que
reduz esse composto via atividade mitocondrial usando a enzima succinato desidrogenase.
Apos ser reduzido, o MTT é convertido em cristais de formazan, insoliveis em agua e de cor
purpura-azulada, que sdo armazenados no citoplasma celular e subsequentemente solubilizados
pela adicdo de DMSO e quantificados colorimetricamente por espectrofotometria.

Células mononucleares humanas foram expostas as porfirinas diretamente diluidas em
meio, e entdo incubadas por 24 horas a 37 °C. Apds o tratamento e incubacéo, foi adicionado

MTT e a placa foi incubada a 37 °C por até 4 horas. O meio foi removido e DMSO
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(dimetilsulfoxido) foi adicionado em cada poco. Apds 10 minutos de incubacdo a 37 °C, a
absorbancia da placa foi lida a 570 nm usando um leitor de microplacas. O valor da absorbancia
é proporcional ao numero de células viaveis em comparagdo ao controle negativo
(MOSMANN, 1983).

3.6.2 Ensaio fluorimétrico de quantificacio de DNA através do reagente de PicoGreen ©

O ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA livre no meio foi realizado com o
reagente Invitrogen-DNA-PicoGreen® (Life Technologies), que é um corante fluorescente que
se liga a fita dupla do DNA. Este procedimento foi realizado no meio em que as células séo
tratadas e expostas a luz de LED, a fim de determinar a presenca de DNA nesse meio devido a
uma possivel interrupgdo celular e morte celular. O corante foi adicionado & amostra em uma
placa de Elisa escura de 96 pocos, incubado por 5 minutos e foi lida a intensidade da

fluorescéncia por excitagdo a 480 nm e emissédo a 520 nm (HA et al., 2011).

3.6.3 Determinacdo da taxa total de espécies reativas de oxigénio intracelular

O reagente diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) de acordo com Esposti
(2002), tem a capacidade de atravessar a membrana celular, € desacetilado por enzimas
mitocondriais, dando origem a 2',7'-diclorodihidrofluoresceina, que reage com espécies reativas
de oxigénio (EROs), principalmente peréxido de hidrogénio (H202) e produz 2'.7'-
diclorofluoresceina que emite fluorescéncia. Assim, a fluorescéncia foi determinada com base

na excitacdo dos comprimentos de onda de 488 nm e emissdo a 525 nm, respectivamente.

3.6.4 Ensaio de determinacdo 6xido nitrico

O teste de 6xido nitrico detecta a presenca de nitrito organico na amostra. O nitrito é
detectado e analisado pela formacdo de uma cor rosada quando o reagente Griess € adicionado
a uma amostra contendo NO?. A sulfanilamida do reagente de Griess é responsavel pela
formacdo de diazObnio a partir de nitrito na amostra. Quando o composto azo (N-1-
naftilenodiamino-bicloridrato) interage com sais de diaznio, uma cor rosa aparece na amostra.
Sobrenadantes da cultura celular (100 pL) foram utilizados para este ensaio, realizado em uma

placa de 96 pocos. Em seguida, 100 pL do reagente Griess foram adicionados ao sobrenadante
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e as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. A absorbancia a 540
nm foi lida em um espectrofotometro (CHOI et al., 2012; NOH et al., 2015).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados numéricos obtidos nos ensaios descritos acima foram tabulados em
planilhas eletrnicas do Microsoft Excel®. Todos os dados foram analisados a fim de determinar
se eram paramétricos ou ndo-paramétricos, e assim determinar qual teste estatistico seria 0 mais
adequado. Os testes de formacdo e avaliacdo de biofilmes foram analisados por analise de
variancia (ANOVA de uma via), seguido de teste de Tukey. Todos os experimentos de
citotoxicidade e genotoxicidade foram conduzidos em quintuplicata e os resultados foram
convertidos em porcentagem de controle negativo (CN) * desvio padrdo. Estes dados foram
submetidos a ANOVA e as medias foram analisadas pelo teste de Dunnett. O nivel de
significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05) para todos os testes estatisticos. Os graficos

foram realizados utilizando o software GraphPad Prism® 5.0.

43



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO 1

Titulo: Investigation of the triplet excited state and application of cationic meso-tetra

(cisplatin) porphyrins in antimicrobial photodynamic therapy

Autores: Dariane Jornada Clerici, Rafael de Queiroz Garcia, Carolina Hahn da Silveira, Lino
Misoguti, Cleber Renato Mendonga, Roberto Christ Vianna Santos, Leonardo De Boni e
Bernardo Almeida Iglesias

Artigo publicado no periodico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy (Fator de
Impacto: 3,631; Qualis Farmacia: B1 (Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 35, n.
102459, 2021) Doi: https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2021.102459 (Apéndice C)

4.2 ARTIGO 2

Titulo: First evidence of antibiofilm action of Proteus mirabilis with tetra-cationic

porphyrins containing cisplatin by antimicrobial photodynamic therapy

Autores: Dariane Jornada Clerici, Carolina Hahn da Silveira, Bernardo Almeida Iglesias,

Roberto Christ Vianna Santos

Artigo submetido ao periddico Microbial Pathogenesis (Fator de Impacto: 3,848; Qualis

Farmécia: B2).
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4.3 TESTES DE SUSCETIBILIDADE in vitro

4.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)

Os valores de CIM (82,5 pug/mL) e CBM (330 ug/mL) da porfirina 4-H,TPyP nao
variaram em condicdes de auséncia ou presenca de luz branca. O mesmo ocorreu com a
porfirina 4-cis-PtTPyP, em que os valores de CIM (41,25 pg/mL) e CBM (165 pg/mL) foram
iguais em condicOes de auséncia e presenca de luz branca, frente a bactéria P. mirabilis ATCC
25933.

A CIM (82,5 pug/mL) ¢ CBM (330 pg/mL) da porfirina de base livre (3-H>TPyP) nao
variaram em condicdes escuras ou de luz branca. Quando considerada a porfirina com cisplatina
(3-cis-PtTPyP), a luz permitiu uma diminuigcdo na CIM de até 4 vezes, quando comparada com
a condicdo escura. Da mesma forma, quando empregada a luz, houve uma diminuicdo de 2
vezes na CBM. Foi possivel observar que na condicéo escura a CIM das porfirinas foi menos
eficaz contra o microrganismo testado. Os resultados podem ser observados na Tabela 1. Da
mesma forma, a CBM das porfirinas na presenca de luz branca teve melhores resultados quando
comparadas com as condicdes escuras. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Os resultados encontrados para as porfirinas na posicdo para (4-H>TPyP e 4-cis-
PtTPyP) foram iguais em condicdes escuras e com presenca de luz, desse modo, optou-se por
seguir os demais testes apenas com seus derivados isoméricos na posicao meta (3-H.TPyP e 3-
cis-PtTPyP). Os resultados de CIM e CBM frente aos isolados clinicos de P. mirabilis podem
ser encontrados no Apéndice A. Os resultados indicam que a reducdo na concentracdo
bacteriana foi devida ao tratamento com porfirinas e ndo ao DMSO, que foi utilizado como

diluente para as porfirinas testadas.
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Tabela 1 - CIM (ug/mL) de porfirinas 3-H, TPyP, 4-H,TPyP, 3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP na auséncia e
presenga de luz branca

3-H.TPyP | 3-cis-PtTPyP | 4-H,TPyP | 4-cis-PtTPyP
Escuro | Luz | Escuro | Luz | Escuro | Luz | Escuro | Luz
P. mirabilis (ATCC 25933) | 82,5 |825| 41,25 | 10,31 | 825 |825| 41,25 | 41,25

Microrganismo

Tabela 2 - CBM (ug/mL) de porfirinas 3-H, TPyP, 4-H,TPyP, 3-cis-PtTPyP e 4-cis-PtTPyP na auséncia e

presenga de luz branca

) ) 3-H. TPyP 3-cis-PtTPyP 4-H,TPyP | 4-cis-PtTPyP
Microrganismo

Escuro | Luz | Escuro Luz Escuro | Luz | Escuro | Luz
P. mirabilis (ATCC 25933) 330 330 82,5 41,25 330 330 165 165

A técnica de microdilui¢ao para determinac¢do da CIM ¢ considerada o “padrdo ouro”
para determinar a suscetibilidade de microrganismos. As CIMs sdo definidas como a
concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de um
microrganismo (ANDREWS, 2001; DAVIDSON; PARISH, 1989). Subculturas de amostras
sdo realizadas em um meio (geralmente sélido), livre de agentes antimicrobianos e incubadas
novamente por 18 a 24 h adicionais para determinar a CBM, que € a menor concentracao de um
agente antimicrobiano que impede totalmente o crescimento ou resulta em uma diminuicdo de
99,9% no inoculo inicial (ou seja, uma reducdo de 3-logio nas UFC/mL) na subcultura
(PANDEY; SABATH, 2004).

As porfirinas exibiram uma menor CIM quando expostas a luz branca, quando
comparadas com condi¢fes escuras. Isto mostra que o efeito inibitorio do crescimento das
porfirinas foi maximo quando as células microbianas foram expostas a luz, o que é consistente
com a hipotese de que as EROs geradas pela reacdo do oxigénio com estados excitados de
porfirinas sdo um fator contribuinte para a toxicidade desses compostos. Os resultados do
estudo corroboram com o efeito de porfirinas em Candida albicans (CORMICK et al., 2008;
DAl et al. 2011), Staphylococcus aureus (DASTGHEYB et al., 2013; LAMBRECTS et al.,
2009; NAFEE et al., 2013) e Pseudomonas aeruginosa (MANNUCCI et al., 2014; MORLEY
et al., 2013). Atingir valores baixos de CIM, como <20 ug/mL ou comparaveis aos
antimicrobianos padrdes, aumenta a importancia dos derivados de porfirina em estudos de
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atividade antimicrobiana (TASLI et al., 2019), como o que ocorreu com a porfirina com

cisplatina utilizada nesse estudo quando irradiada com luz branca.

4.3.2 Ensaio de viabilidade celular

As curvas de morte foram usadas para determinar a cinética da morte bacteriana in vitro.
Elas podem ser Uteis para distinguir se a morte bacteriana depende da concentracdo e/ou do
tempo: a morte bacteriana dependente da concentragdo ocorre quando a taxa e a extensao da
morte aumentam com concentragfes antibacterianas progressivamente mais altas, e a morte
dependente do tempo ocorre quando aumentar as concentragcdes antibacterianas para mais do
que a CIM ndo resulta em aumentos proporcionais na morte (PANDEY; SABATH, 2004).

Apos tratamento com as porfirinas em condi¢cdes escuras e de irradiacdo de luz, as
celulas microbianas vidveis foram contadas. O ensaio mostrou que houve uma diminui¢do no
nimero de UFCs do microrganismo testado quando irradiados com luz branca. O ensaio
também revelou que a presenca de porfirinas sem exposicdo a luz ndo demonstrou atividade
antimicrobiana em nenhuma das concentrag6es utilizadas.

Pode-se observar que em condicGes de luz, a porfirina de base livre (3-H2TPyP) na sua
maior concentracdo (330 pug/mL), e a porfirina com cisplatina (3-cis-PtTPyP) na concentracao
de 20,62 e 41,25 pg/mL causaram a morte do microrganismo testado ja no tempo de 2h. No
tempo de 6h, foi possivel observar que todas as concentracfes das duas porfirinas testadas
causaram morte de P. mirabilis. Os resultados podem ser observados na Figura 5.

Os resultados deste estudo corraboram com os apresentados por Lopes et al. (2019),
onde o emprego de porfirinas de Platina causou uma diminuicdo no niamero de UFCs dos

microrganismos testados, quando irradiados com luz.
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Figura 5 — Ensaio de viabilidade celular de P. mirabilis tratados com porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-PtTPyP, nas
condicdes escura (A) e de luz branca (B)
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4.3.3 Sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs) — possivel mecanismo

Foram realizados ensaios com os sequestradores das EROs para averiguar quais espéecies
reativas de oxigénio estdo participando do processo de foto-inativa¢do (mecanismo oxidativo
ou hidrolitico). A Tabela 3 mostra os valores de CIM na auséncia e presenca dos sequestradores
das EROs. Cada substancia esta relacionada com uma ERQOs, desse modo a que causou um
aumento na CIM é a que esta participando do processo de foto-inativacdo. Pode-se observar
que para ambas porfirinas, provavelmente, o tipo de EROs majoritéria sdo espécies radicalares.

Nesta linha, a espécie radicalar mais provavel responsavel pela foto-inativacdo a partir de 3-

48



H>TPyP e 3-cis-PtTPyP é o superdxido, ndo se descartando uma acdo mista das demais espécies
(Tipo I e Tipo 11).

Tabela 3 - Valores de CIM (ug/mL) das porfirinas 3-H, TPyP e 3-cis-PtTPyP na auséncia e presenca de

sequestradores das EROs, em condi¢des de irradiacdo de luz branca

CIM (pg/mL)
Porfirina _ _ S—
Auséncia | Acido Ascorbico | DMSO | NAC | Tert-butanol | EDTA
3-H,TPyP 82,5 82,5 82,5 82,5 165 82,5
3-cis-PtTPyP 10,31 10,31 20,62 | 10,31 10,31 10,31

Muitos dos resultados esperados desse trabalho podem ser atribuidos ao potencial de
geracdo de EROs. As porfirinas absorvem uma porcao significativa do espectro visivel e, na
presenca de oxigénio, produzem EROs que podem contribuir para a morte celular.
Especificamente, esta producdo de EROs torna as porfirinas Uteis para o tratamento de infeccdes
em areas acessiveis a luz (areas cutaneas e subcutaneas) (DASTGHEYB et al. 2013).

A literatura difere um pouco quando se trata de determinar qual mecanismo (tipo I e 1)
é o0 responsavel pela inativacdo de microrganismos. As porfirinas utilizadas nesse trabalho (3-
H>TPyP e 3-cis-PtTPyP) causaram foto-danos provavelmente pelo mecanismo do tipo |
(radicais superéxido e hidroxila), o que difere do estudo de Costa et al. (2013) e Huang et al.
(2014), em que as porfirinas utilizadas nesses estudos causaram foto-inativacdo mais pela
presenca de oxigénio singleto do que por radicais livres. Entretanto, alguns estudos (MROZ et
al., 2009; HUANG et al., 2012) corroboram com os resultados apresentados aqui.

Também, Huang e colaboradores (2012) sugeriu que bactérias Gram-positivas sao mais
sensiveis ao oxigénio singleto (tipo I1) e bactérias Gram-negativas a radical hidroxila (tipo 1),
0 que vai de encontro a este estudo, que utilizou a bactéria Gram-negativa P. mirabilis.

O uso de inibidores de oxigénio singleto (por exemplo, azida de sodio, histidina,
colesterol, B-caroteno, imidazol, a-tocoferol, &cido ascorbico, triptofano e glutationa reduzida)
e de sequestradores de radicais livres (superéxido dismutase, catalase, manitol, glutationa,
melatonina e a cisteina) representam uma abordagem simples para determinar quais vias estao
envolvidas na inativacdo fotodinamica (SONG; AN; JIANG, 1999; GIROTTI, 2001; PEROTTI

et al., 2002). Outras abordagens também podem ser usadas como alternativa aos sequestradores
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de EROs em sistemas biol6gicos, como ressonancia eletronica paramagnetica (LIN et al., 2006;
GRIESBECK; MIRANDA; UHLIG, 2011) ou método de fosforescéncia a 1270 nm, entretanto
esses métodos ndo sdo acessiveis a muitos grupos de pesquisa (SCHLOTHAUER et al., 2010).
O uso de sequestradores de EROs, como utilizado neste estudo, € um método bem estabelecido
para identificar o mecanismo fotoquimico, mas nao fornece informacGes sobre a localizagéo e
quantificacdo das EROs produzidas (GARCIA-DIAZ; HUANG; HAMBLIN, 2016).

A eficiéncia da aPDT esta relacionada a capacidade de um FS de gerar oxigénio singleto
(mecanismo do tipo Il) e/ou espécies de radicais livres (mecanismo do tipo 1) no decorrer do
processo fotodindmico. Por esse motivo, é importante avaliar o tipo de EROs produzida durante
a fotoinativacdo, a fim de determinar as condi¢fes adequadas em que a fotossensibilizacéo
microbiana deve ocorrer a fim de projetar moléculas de FS melhores (VIA; MAGNO, 2001).

Os mecanismos de inativacdo do tipo | e Il podem ocorrer em paralelo ou
individualmente, e a relacédo entre esses processos depende do FS utilizado e das concentragdes
de substrato e oxigénio. A competicdo entre substratos organicos e oxigénio molecular pelo
estado excitado tripleto do FS determina se a via de reacdo € do tipo | ou Il e 0 mecanismo
predominante pode ser alterado durante o processo de aPDT, a medida que 0 oxigénio se esgota
no sistema (OCHSNER, 1997).

4.3.4 Ensaio semiquantitativo de formacéo de biofilme

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidas a uma superficie que
expressam um comportamento diferente das células no estado livre, estando frequentemente
associados a resisténcia microbiana (COSTERTON et al., 1999). Neste sentido, 0 método
semiquantitativo de formacéo de biofilme in vitro demonstrou a grande capacidade da bactéria
P. mirabilis em se aderir a superficie de uma placa de 96 pocos.

Segundo analises, o meio de cultura, suplementacdo, tempo de cultura da bactéria e
incubacdo foram, respectivamente: caldo MH suplementado com 1% de glicose,
microrganismo cultivado por 24 horas e incubado por 72 horas. Nessas condi¢cdes, P. mirabilis
ATCC 25933 foi considerado um forte formador de biofilme (4xODc < OD; 0,4 < 0,81)
(STEPANOVIC et al., 2007). Estes resultados podem ser visualizados em Apéndice B.

Abbas e Gad (2014) investigaram a capacidade de formacéo de biofilme de diferentes
bactérias isoladas de infecgoes em “pé diabético”, e verificaram que os isolados mais

prevalentes foram de P. mirabilis e ainda que todos apresentaram forte capacidade de formacéo
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de biofilme. Em outro estudo, dentre os 41 isolados de P. mirabilis, houve forte formacgéo de
biofilme em 80,5% dos isolados, enquanto producdo moderada foi encontrada em 19,5%
(GOMMA et al., 2019). Estes resultados corroboram com o encontrado neste estudo, que
mostrou a forte capacidade de P. mirabilis em formar biofilmes.

Os resultados deste estudo vdo de encontro ao ja encontrado em Sun et al. (2017) que
utilizou caldo MH como meio de cultura na formacdo de biofilmes bacterianos e Song et al.
(2017) que suplementou o meio com glicose para formacéo de biofilmes de bactérias Gram-
negativas. Também corroboram com os resultados de Ramjbar-Omid et al. (2015), que utilizou
caldo MH para formar biofilmes de P. mirabilis.

E importante definir o grau de formacdo de biofilme que um microrganismo produz,
pois, uma classificacdo incorreta pode afetar as conclusdes sobre o tema. A definicdo de
formacdo de biofilme varia entre os estudos, mas a definigdo mais comum foi descrita
originalmente para Staphylococcus spp. Este método utiliza um ponto de corte de DO (DOc),
definido como 3 desvios padrédo acima da DO media do controle negativo, para determinar a
formacdo de biofilme. A categorizacdo por esse método, no entanto, é limitada quando o
controle negativo tem uma leitura de DO negligenciavel (STEPANOVIC et al., 2007; YANG;
ZHANG 2008).

A densidade Optica continua sendo uma medida indireta da formacéao de biofilme e séo
necessarios métodos padronizados para quantificacdo e sua categorizacao. Defini¢des variadas
de formac&o de biofilme sdo utilizadas, dificultando comparacdes diretas entre os estudos. E
necessario padronizar a quantificacdo do biofilme para permitir uma avaliacdo precisa dos
preditores de biofilme em ambientes e quantificar a relacdo entre isolados formadores de
biofilme e resultados clinicos (VUOTTO et al., 2017).

4.3.5 Inibicdo da formacéao e destruicéo de biofilme pré-formado em placas de 96 po¢os

A coloracdo de cristal violeta é um dos métodos mais utilizados para comparar e
quantificar o desenvolvimento de biofilmes de diferentes patdgenos. O cristal violeta se liga
proporcionalmente a biomassa do biofilme e apresenta vantagens como baixo custo, sendo uma
técnica relativamente rapida e adaptavel para uso, além de apresentar alto rendimento com
microplacas (OTOOLE; KOLTER, 1998; PITTS et al., 2003).

No ensaio de inibicdo de formacdo de biofilme foram utilizadas concentragdes

inibitdrias e subinibitorias. Para a porfirina 3-H2TPyP as concentragdes de CIM (82,5 pug/mL)
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e Y2 CIM (41,25 pg/mL) causaram uma diminuicao do biofilme de 66% e 39%, respectivamente,
quando ndo houve o emprego da luz branca. Ja quando a luz foi utilizada, essa diminuicéo foi
de 83% (CIM) e 35% (%2 CIM). Para a porfirina com cisplatina (3-cis-PtTPyP), no escuro, as
concentragdes de CIM (41,25 pg/mL) e Y2 CIM (20,62 ug/mL) causaram uma diminuicdo do
biofilme de 40% e 36%, respectivamente. Quando a luz foi empregada, essa diminui¢do dobrou
(83%) na concentracédo de CIM (10,31 ug/mL) e foi de 61 % na concentracdo de ¥2 CIM (5,15
ug/mL). Os resultados do ensaio de inibicdo da formacao do biofilme podem ser visualizados
na Figura 6.

Figura 6 — Ensaio de inibicao da formacdo do biofilme, tratados com porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-PtTPyP, nas

condicOes escura (A) e de luz branca (B)
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A inibicdo da formacéo de biofilme foi avaliada pela técnica colorimétrica utilizando cristal violeta. CIM 3-
H,TPyP Luz e Escuro: 82,5 pg/mL; %2 CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 41,25 ug/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Luz:
10,31 pg/mL; % CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 5,15 ug/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Escuro: 41,25 pg/mL; %2 CIM 3-cis-
PtTPyP Luz: 20,62 ug/mL. Os resultados sdo expressos como absorbancia em 570 nm. (Média + Desvio
Padrdo). Diferenca significativa com relagdo ao controle positivo para p < 0,05 (*), parap < 0,01 (**) e parap <
0,001 (***).

O ensaio de destruigdo do biofilme pré-formado revelou que em condigdes escuras, a
utilizacdo da porfirina 3-H>TPyP causou uma destrui¢do de 67% (2x CIM) e 62% (CIM), e em
condigdes de luz uma destruicdo de 76% (2x CIM) e 74% (CIM) no biofilme pré-formado. A

porfirina 3-cis-PtTPyP causou uma destrui¢do de 74% (2x CIM) e 70% (CIM) em condicdes
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de auséncia de luz e 77% (2x CIM) e 70% (CIM) quando a luz foi empregada. A Figura 7
mostra os resultados de destruigdo de biofilme pré-formado.

Figura 7 — Ensaio de destruicdo de biofilme pré-formado, tratados com porfirinas 3-H.TPyP e 3-cis-PtTPyP, nas

condicOes escura (A) e de luz branca (B)
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A destruicdo de biofilme pré-formado foi avaliada pela técnica colorimétrica utilizando cristal violeta. CIM 3-
H,TPyP Luz e Escuro: 82,5 ug/mL; 2x CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 165 pg/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 10,31
pg/mL; 2x CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 20,62 ug/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Escuro: 41,25 pg/mL; 2x CIM 3-cis-
PtTPyP Luz: 41,25 ug/mL. Os resultados sdo expressos como absorbancia em 570 nm. (Média + Desvio
Padrdo). Diferencga significativa com relagdo ao controle positivo para p < 0,05 (*), parap < 0,01 (**) e parap <
0,001 (***).

Tanto no ensaio de inibi¢do quanto destruicdo de biofilme, a porfirina com cisplatina 3-
cis-PtTPyP apresentou melhores resultados quando irradiada com luz branca, exceto na
concentracdo de CIM no ensaio de destrui¢do, onde o valor permaneceu 0 mesmo. Quando
comparado ao controle positivo, o efeito inibitorio da porfirina 3-H,TPyP sobre o biofilme
formado foi melhor na CIM que em % CIM, porém a inibicao foi satisfatoria tendo em vista
que obtiveram diferenca significativa quando comparados ao controle positivo. No ensaio de
destruicéo de biofilme, para a mesma porfirina, os resultados obtidos quando a luz foi utilizada
em ambas concentracdes (2x CIM e CIM) foram melhores. Todos os resultados foram

estatisticamente significativos.
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A adesdo bacteriana a superficies de materiais médicos e a eventual formacdo de
biofilmes podem levar a sérios riscos de seguranca, pois uma vez que as bactérias sdo aderidas
a uma superficie e estabelecem um biofilme maduro, se tornam muito dificeis de erradicar,
podendo desenvolver novas infecgcdes. Deste modo um passo fundamental para prevenir a
formacéo dos biofilmes é inibir a adesdo das bactérias na superficie (MARCINKIEWICZ;
STRUS; PASICH, 2013). Os resultados deste estudo vao ao encontro ao ja descrito na literatura,
onde o emprego da aPDT para o tratamento de biofilmes ja vem sendo testado (GARCEZ et
al., 2007; MANG et al., 2016; MISBA; ZAID; KHAN, 2017).

Os biofilmes apresentam ao seu redor uma molhabilidade (habilidade de um liquido em
manter contato com uma superficie sélida), resultante de um grande nimero de interacdes
intermoleculares. Este € um dos fatores que limita a penetracao de fluidos, representando um
obstaculo para a passagem do antimicrobiano através das diferentes camadas de células e da
matriz polimérica do biofilme. Isto faz com que a concentracéo do agente que atinge as células
mais internas do biofilme seja muitas vezes inferior (MAH; O'TOOLE, 2004). Dessa forma a
aPDT pode ajudar a superar este obstaculo no tratamento dos biofilmes.

A cisplatina ja vem sendo testada como agente antibiofilme em biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa, por ser capaz de interferir no reparo de DNA (necessario para
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos) e penetrar no biofilme microbiano melhor
que outros antimicrobianos (YUAN et al., 2018).

Varios estudos in vitro e in vivo tém sido realizados para verificar a eficiéncia da aPDT
na erradicacao de biofilmes de bactérias Gram-negativas (DE MELO et al., 2013). Em estudo
de Garcez et al. (2007), a aPDT foi utilizada para erradicar biofilmes dentarios de Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa. O tratamento com aPDT reduziu a massa do biofilme em
95% enquanto que a terapia endodontica reduziu em 90%.

Lee et al. (2004) utilizaram &cido o-aminolevulinico (ALA) e aPDT para erradicar
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, em que a o biofilme bacteriano foi erradicado com ALA
20 mM na dose de luz branca de 240 J/cm?, mas foram necessarios dois tratamentos separados
para alcancar a erradicacdo completa do biofilme. Em outro estudo in vitro, Wood et al. (2006)
coletou biofilmes oral in vivo de 7 dias. As células foram incubadas com um fotossensibilizador
catibnico de Zn (Il) e irradiadas com luz branca. Os resultados demonstraram que 0
fotossensibilizador foi absorvido pela biomassa do biofilme e a aPDT eliminou

significativamente as bactérias do biofilme.
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4.3.7 Ensaio de avaliacdo de inibicdo e destruicdo de biofilme pré-formado em cateter

urinario

A formacdo de biofilme microbiano na superficie de cateteres urinarios € o maior
problema no tratamento das ITUACs, que representam quase 80% das infeccbes hospitalares
em todo o mundo (SALVARTI; KOROGLU; ERAYMAN, 2016). Tais infeccGes sdo
complicadas pela capacidade Unica de P. mirabilis de formar biofilmes cristalinos,
eventualmente levando a cateteres incrustados e bloqueados (JONES et al., 2007).

Apo6s os procedimentos metodoldgicos, pode-se observar uma mudanca na coloracao
dos cateteres devido a fixacdo do cristal violeta, o que demonstra a ocorréncia da formacéo do
biofilme no material medico hospitalar, confirmando os resultados obtidos através do aumento
das absorbancias das amostras em relacdo ao controle negativo, indicando o crescimento
bacteriano.

O presente trabalho demonstra a prevencao e destruicdo de bactérias ligadas a biofilmes
em superficies de silicone e latex comumente usadas em dispositivos médicos. Os resultados
mostram que o sucesso na foto-inativacdo é dependente da formacdo de EROs no meio. Este
trabalho detalha a importancia do oxigénio na fotoinativacao e destaca alguns dos desafios da
aplicacdo dessa tecnologia para uso em dispositivos médicos. Essa abordagem tem o potencial
de reduzir a alta incidéncia de infeccdo associada ao cateterismo urinario de longa duracéo,
reduzindo a morbidade e a mortalidade.

A atividade antibiofilme das porfirinas 3-H.TPyP e 3-cis-PtTPyP sob auséncia e
irradiacdo de luz branca foram avaliadas em cateteres urinarios infectados com biofilmes de P.
mirabilis ATCC 25933. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 8 e 9. No ensaio de
inibicdo de biofilme, a porfirina 3-H2TPyP, na auséncia de luz branca, causou uma diminuigdo
de 74% e 71% na formacao de biofilme, nas concentracfes de CIM e ¥z CIM, respectivamente.
Em condicbes de luz branca, essa diminuicdo foi de 79% e 77%. Ja para a porfirina 3-cis-
PtTPyP, quando a luz branca ndo foi empregada, a diminuicdo na formacéo de biofilme foi de
60% e 54% (CIM e %2 CIM), ja quando a porfirina foi irradiada com luz, a diminui¢do aumentou
para 84% e 77%.
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Figura 8 — Ensaio de inibicdo da formacéao do biofilme em cateter urinario, tratados com porfirinas 3-H, TPyP e
3-cis-PtTPyP, nas condicOes escura (A) e de luz branca (B)
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A inibicdo da formacdo de biofilme em cateteres urinarios foi avaliada pela técnica colorimétrica utilizando
cristal violeta. CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 82,5 pg/mL; %2 CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 41,25 ug/mL; CIM
3-Cis-PtTPyP Luz: 10,31 pg/mL; % CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 5,15 pg/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Escuro: 41,25
pg/mL; %2 CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 20,62 pg/mL. Os resultados sdo expressos como absorbancia em 570 nm.
(Média + Desvio Padrdo). Diferenca significativa com relacdo ao controle positivo para p < 0,05 (*), para p <
0,01 (**) e para p < 0,001 (***).

No ensaio de destruicdo de biofilme pré-formado, para a porfirina 3-H,TPyP a
destruicdo de biofilme foi de 83% (2x CIM) e 80% (CIM), em condicdes escuras e de 70% (2x
CIM) e 54% (CIM) em condi¢6es de luz. A porfirina 3-cis-PtTPyP, em condicGes de auséncia
de luz, causou a destruicdo de 68% (2x CIM) e 66% (CIM) do biofilme pré-formado, e quando
a luz foi empregada essa destruicdo aumentou para 73% (2x CIM) e 70% (CIM).
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Figura 9 — Ensaio de destrui¢do de biofilme pré-formado em cateter urinario, tratados com porfirinas 3-H, TPyP e
3-cis-PtTPyP, nas condicOes escura (A) e de luz branca (B)

4 B .
Destruigdo (Escuro) Destruigdo (Luz)
1.0 1.0+
£ o £ 0s-
[=] (=]
& 5
= 0.6 = 0.6
.g 68% 66% g
0.4 & 0.4-
P 8
o S
g 024 2 0.2
< < F
0.0 : 0.0-1E
O . g g 2 8
§F& £ oL $
& O AR Q &
&R Y & & <
& o (e &8 ¥ O
&S & & &
0 P r".(a\ > KL P
Porfirinas Porfirinas

A destruicdo de biofilme pré-formado em cateteres urinarios foi avaliada pela técnica colorimétrica utilizando
cristal violeta. CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 82,5 pg/mL; 2x CIM 3-H,TPyP Luz e Escuro: 165 pg/mL; CIM 3-
Cis-PtTPyP Luz: 10,31 pg/mL; 2x CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 20,62 pg/mL; CIM 3-cis-PtTPyP Escuro: 41,25
pg/mL; 2x CIM 3-cis-PtTPyP Luz: 41,25 pug/mL. Os resultados sdo expressos como absorbancia em 570 nm.
(Média + Desvio Padréo). Diferenca significativa com relacdo ao controle positivo para p < 0,05 (*), para p <
0,01 (**) e para p < 0,001 (***).

Tanto no ensaio de inibi¢do quanto destruicdo de biofilme, a porfirina com cisplatina 3-
cis-PtTPyP apresentou melhores resultados quando irradiada com luz branca. O mesmo ocorreu
com a porfirina 3-H2TPyP no ensaio de inibicdo, entretanto no ensaio de destruicdo, essa
porfirina apresentou resultados melhores na de auséncia de luz. Todos os resultados foram
estatisticamente significativos.

A maioria dos resultados encontrados neste estudo quando a luz foi utilizada foram
melhores em comparacdo a condi¢do escura. 1sso corrobora com estudo de Huang et al. (2018),
onde ratas cateterizadas, tratadas com aPDT tiveram melhora no quadro de cistite aguda. A
irradiacdo com luz visivel e luz UVA também foi responsavel pela inativacdo de Escherichia

coli em biofilmes formados em cateteres urinarios no estudo de Vollmerhausen et al. (2017).
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4.3.8 Ensaio de Checkerboard

Os resultados da analise in vitro da associa¢do dos compostos esta resumido na Tabela
4. Tanto a associagédo entre Ciprofloxacino e 3-H>TPyP quanto Ciprofloxacino e 3-cis-PtTPyP

demonstrou indiferenga entre 0s compostos.

Tabela 4 - CIM (ug/mL) das porfirinas (3-H,TPyP e 3-cis-PtTPyP) e do Cloridrato de Ciprofloxacino (ug/mL) e

interacdo do Cloridrato de Ciprofloxacino com as porfirinas 3-H, TPyP e 3-cis-PtTPyP frente a P. mirabilis

ATCC 25933
P. mirabilis (ATCC 25933)
Combinacdes
Interacdo ICIF CIM (ng/mL)

Ciprofloxacino 0,12
3-H.TPyP 82,5
3-Cis-PtTPyP 10,31

Ciprofloxacino + 3-H,TPyP Indiferente 2,75

Ciprofloxacino + 3-cis-PtTPyP Indiferente 1,25

ICIF = Indice de Concentragio Inibitoria Fracionaria

Os resultados da associagdo dos compostos, através do teste de Checkerboard,
demonstraram que ndo houve sinergismo entre 0os mesmos, sendo assim, 0 que possibilita a
combinacdo de ciprofloxacino e as porfirinas, uma vez que ndo houve perda de atividade
quando combinados, ou o uso destes isoladamente. A partir de estudos anteriores
(HERRMANN et al., 2010) ficou evidente que as bactérias sob biofilmes sdo mais resistentes
aos antimicrobianos do que bactérias no estado planctdnico. Portanto, o uso de terapia
combinada é preferivel em vez de monoterapia com antimicrobianos. Neste estudo também foi
realizado o teste de Checkerboard, para avaliar possivel sinergismo entre as porfirinas e
antimicrobiano testados. A sinergia caracteriza-se como uma intera¢do positiva criada quando
dois agentes combinados somam e exercem um efeito inibitério maior do que quando isolados.
O antagonismo, no entanto, & uma interacdo negativa observada quando estdo associados duas

ou mais substancias. Também sdo relatadas aditividade, observada quando o resultado de uma
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combinacgdo € a soma dos efeitos separados das drogas testadas, e indiferenca que sugere que o
efeito combinado é simplesmente o efeito da droga mais ativa sozinha (CUENCA-ESTRELLA,
2004).

O Ciprofloxacino é uma fluoroquinolona de amplo espectro com boa atividade
bactericida e imunomoduladora, sendo muito utilizado no tratamento de 1TUs devido a sua
disponibilidade em formulagdes orais e intravenosas (MEHNERT-KAY, 2005). E
representante de drogas sintéticas contra as quais as bactérias desenvolveram resisténcia
rapidamente. De acordo com a literatura, 0 mecanismo de tolerancia se deve ao desligamento
da funcdo alvo deixando as células microbianas metabolicamente inativas nas quais o agente
antimicrobiano ndo pode atuar. Na maioria dos casos, a inibicdo da funcdo alvo é a causa
imediata da tolerancia aos antimicrobianos (DORR; LEWIS; VULIC, 2009). Desse modo, séo
necessarias novas alternativas de tratamento que substituam ou atuem em conjunto com este
antimicrobiano.

O resultado encontrado neste estudo, difere do que € encontrado na literatura. Estudo de
Malik et al. (2011) demonstrou sinergismo entre Ciprofloxacino e 0leo essencial de
Pelargonium graveolens frente a P. mirabilis. Efeito aditivo entre Aztreonam e Ciprofloxacino
frente a P. mirabilis foi encontrado no estudo de Critchley (2003). Estudo de Sha e Greenwood
(1988), revelou antagonismo quando foram utilizadas Nitrofurantoina e Ciprofloxacino frente
a P. mirabilis.

Saini, Chhibber e Harjai (2014), encontraram efeito sinérgico entre Ciprofloxacino e
Azitromicina frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa. O estudo de Fabry, Kock e
Vahlensieck (2014), encontrou indiferenca quando Ciprofloxacino foi testado em conjunto com
0 antisséptico Polihexanida, frente a bactérias Gram-negativas. No trabalho de Aroso e
colaboradores (2022), foram testadas porfirinas catiénicas de Imidazol e Ciprofloxaxino, onde

pOde-se observar efeito sinérgico frente a E. coli.

4.4 ENSAIOS DE CITO E GENOTOXICIDADE in vitro

Considerando a composi¢cdo quimica e a atividade bioldgica das porfirinas 3-H2TPyP e
3-cis-PtTPyP, foi necessario avaliar seus efeitos citotoxicos e genotoxicos, a fim de estimar
possiveis danos a linfocitos e mondcitos, células humanas utilizadas para estudos de toxicidade.
Portanto, foram utilizadas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), que estdo

presentes em grandes quantidades na corrente sanguinea (ALLEN et al., 2005).

59



4.4.1 Determinacéo da viabilidade celular (MTT)

Como mostrado na Figura 10A, a porfirina 3-H,TPyP exibiu uma diminui¢do na
viabilidade celular apenas na maior concentracdo (2x CIM) na condicdo escura. Quando
irradiadas com luz (Figura 10B) a porfirina 3-H>TPyP ndo apresentou citotoxicidade dentro de
um periodo de 24 horas em todas as concentracdes testadas.

Em relacdo a porfirina 3-cis-PtTPyP, quando n&o irradiada com luz, observou-se uma
proliferacdo celular na concentragao de ¥2 CIM (Figura 10C), entretanto houve uma diminuigéo
estatisticamente significativa da viabilidade celular em relacdo ao controle negativo na maior
concentracdo utilizada (2x CIM), demonstrando citotoxicidade. Uma vez irradiada com luz,
essa mesma porfirina apresentou morte celular em todas as concentragdes testadas (Figura
10D).
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Figura 10 - Ensaio de viabilidade celular (MTT) apds 24 horas de incubagdo com as porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-
PtTPyP, na auséncia e sob condigao de irradiagdo com luz branca
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Os resultados sdo expressos como porcentagem do controle negativo (CN) (100%). Os dados sdo expressos
como média = desvio padrdo (DP). Valores com p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. * p
<0,05 e *** p <0,001. CP= controle positivo. CIM = Concentracéo Inibitéria Minima

Naik e colaboradores (2014) apresentaram um estudo que mostrou a toxicidade de
porfirinas com cisplatina para células tumorais, enquanto que essas mesmas porfirinas ndo
causaram dano algum a células ndo cancerosas. Nesse mesmo estudo ele apontou uma maior
toxicidade quando as porfirinas de cisplatina foram irradiadas com luz, o que condiz o resultado
apresentado neste trabalho. Os resultados desse trabalho diferem do que foi apresentado por

Vizzotto e colaboradores (2020), onde uma porfirina tetra-catibnica contendo complexos
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periféricos de Ru(ll) (H.RuTPyP) ndo induziu citotoxicidade em células humanas, nem em
condigdes de escuro nem em condicdes de luz branca, em todas as concentragdes que foi
testada. Nesse mesmo sentido, Sengupta e colaboradores (2018), tratou células mononucleares
do sangue com porfirinas e estas ndo apresentaram citotoxicidade. Um estudo com porfirinas
de platina mostrou que estas ndo foram toxicas para células ndo-tumorais, sugerindo uma
possivel seletividade dos compostos de porfirina em relacéo as células tumorais, o que pode ser
explicado pela tendéncia de ligacdo dos FSs, preferencialmente com lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (HAMBLIN; NEWMAN, 1994; COUTO et al.,, 2020). Essa mesma
predilecdo pode ser observada em estudos de Feng e colaboradores (2018).

4.4.2 Ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA através do reagente de PicoGreen ®

Os dados relacionados a auséncia ou presenca de dano ao DNA causado pelas porfirinas
3-H>TPyP e 3-cis-PtTPyP, na auséncia e presenca de luz branca, estdo apresentados na Figura
11. Considerando a porfirina 3-H>TPyP na condicao escura, houve danos significativos a0 DNA
apenas na maior concentracdo (2x CIM). Quando essa porfirina foi irradiada com luz, ndo
apresentou presenca de danos ao DNA, na maior concentracao utilizada (2x CIM) houve uma
diminuicdo dos danos. Para a porfirina 3-cis-PtTPyP, na auséncia e presenca de luz ndo houve
presenca de danos celulares, ao contrario, a concentracdo de 2x CIM no escuro e ¥2 CIM e 2x

CIM causaram uma diminuicdo dos danos.
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Figura 11 - Ensaio fluorimétrico de quantificacio de DNA usando o reagente PicoGreen® com as porfirinas 3-
H.TPyP e 3-cis-PtTPyP, na auséncia e sob condicdo de irradiagdo com luz branca

A 3-H,TPyP (Escuro) B 3-H,TPyP (Luz)
200-
< 200- 5
© [ g
B ol ol : £ 1501
o} . 8
o lll:l:l o
3 " T 1004
3 100 2 1
2\, l.lllll.l é z y |
< : Z 50
Z 504 e faees
o. I.Illlﬁ a
7} o °
v o- ....l.:' T 0- e
& & & & & S
N o
C  3-is-PtTPyP (Escuro) D
= 290 __ 200-
E hk %
£ 150 £ 1504 .
o - L) 8
) —T—
T 100+ o
2 = . - 100
< S—
] = <
5 e Z 501
2 e e
o- " = ° o
C}\ QQ N 0\\‘~ C}* 0@
v 4

Os resultados sdo expressos como porcentagem do controle negativo (CN) (100%). Os dados sdo expressos
como média * desvio padrdo (DP). Valores com p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. * p

<0,05 e *** p <0,001. CP= controle positivo. CIM = Concentracéo Inibitdria Minima.

A porfirina de base livre sem acdo da luz branca foi a Gnica que produziu danos
significativos a dupla fita de DNA, corroborando os resultados encontrados no MTT, morte
celular. Os danos encontrados aqui ndo poderiam ser justificados pelo fato que porfirinas
modificadas se ligam fortemente ao DNA por interacdo eletrostatica, induzindo a clivagem da

dupla hélice ap0s irradiacao da luz (OLIVEIRA et al., 2017). Isto foi diferente do que ocorreu
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com o estudo de Vizzotto e colaboradores (2020), onde foi utilizada uma porfirina tetra-
catidnica contendo complexos periféricos de Ru(ll) (H.RuTPyP) que quando irradiada com luz,
produziu danos ao DNA em células de melanoma.

Sabe-se também que o DNA pode ser danificado pelas porfirinas apds a foto-ativacdo
devido a sua capacidade de produzir EROs (DOUGHERTY, 1998). O estresse oxidativo surge
quando a geracdo de EROs (subprodutos do metabolismo oxidativo produzidos principalmente
nas mitocéndrias) excede a capacidade celular de elimina-las e reparar danos celulares, levando
a oxidagdo de biomoléculas, incluindo DNA, lipidios e proteinas (HWANG; KIM, 2007).
Assim, o dano oxidativo, causado pelo excesso de EROs, tem sido proposto como um possivel
modo de agdo para o dano ao DNA implicado em varias doengas (LOFT; POULSEN, 1996).
Esse dano pode resultar em modificacdes na base do DNA, rupturas de fita simples e dupla e
formacdo de lesdes purinicas/pirimidinicas (HALLIWELL; ARUOMA, 1991;
DIZDAROGLU, 1992).

Ja foi demonstrado que os danos no DNA induzidos pela cisplatina sdo semelhantes aos
causados pelos agentes alquilantes (MUNCHAUSEN; RAHN, 1975). Com o aquecimento do
composto de platina, os dois grupos cloreto séo substituidos por agua e se ligam a dois locais
no DNA. Geralmente, se os dois locais estdo na mesma fita de DNA, a leséo é referida como
um aduto de DNA e se os locais estdo em fitas diferentes, a lesé@o é referida como uma ligagéo
cruzada de DNA (WEISS; POSTER, 1982).

As porfirinas catibnicas, como as utilizadas nesse estudo, sdo de interesse ha muito
tempo devido as interac6es de ligacdo observadas com o DNA (FIEL et al., 1979; MCMILLIN
et al., 2005). Segundo a literatura, existem os seguintes modos de ligacdo das porfirinas ao
DNA: intercalacdo (formacdo de complexo intercalado), complexo devido a menor ligacdo do
sulco, complexo devido a maior ligacao do sulco, complexo externo, ligacdo com quadruplexos
de DNA G (PRATVIEL, 2016).

4.4.3 Determinacdo da taxa total de espécies reativas de oxigénio intracelular
Os resultados do teste DCFH-DA sdo mostrados na Figura 12. Nas figuras 12A e 12B,
pode-se observar que a porfirina 3-H>TPyP ndo induziu a producéo de DCF. A figura 12C

mostra que houve aumento na producdo de DCF na concentragdo de 2x CIM e a ndo producéo

de DCF na concentracédo de ¥ CIM. A figura 12D mostra que todas as concentracOes avaliadas
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da porfirina 3-cis-PtTPyP ndo induziram a producdo de DCF e também é possivel observar que

os valores de todas as concentragdes se mantiveram iguais ao controle negativo.

Figura 12 - Ensaio de diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) para avaliagdo dos niveis de producdo de
DCF ap6s 24 horas de incubacdo com as porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-PtTPyP, na auséncia e sob condi¢éo de

irradiacdo com luz branca
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Os resultados sdo expressos como porcentagem do controle negativo (CN) (100%). Os dados sdo expressos
como média + desvio padréo (DP). Valores com p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. * p

<0,05 e *** p <0,001. CP= controle positivo. CIM = Concentracéo Inibitéria Minima.
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Esses resultados sugerem que as EROs, detectadas pelo ensaio da DCF, ndo foram
responsaveis pela citotoxicidade encontrada na porfirina com cisplatina quando exposta a luz.,
mas responsdvel quando a mesma ndo foi exposta a luz.

Diferente desse trabalho, resultados encontrados na literatura Lange; Badnarski (2018),
onde utilizou-se combinacgdes de platina e Temoporfin, mostraram que houve geracdo de EROs
em quantidade maior na condicéo de irradiacdo de luz que na condicao escura. Isto ocorre pois
normalmente, o FS ativado age através do incremento da sintese de EROs, seguido de
estimulacdo por apoptose. Esse mesmo processo é o caminho que foi explorado para explicar o
mecanismo de que esses produtos quimicos podem apresentar atividade antimicrobiana. Os
resultados apresentados aqui podem ser considerados positivos pois, 0 excesso de EROs pode
danificar lipidios, acidos graxos, proteinas e DNA, levando a ruptura estrutural e funcional da
membrana celular, inativagdo de enzimas e morte celular (MOSHAHID KHAN et al., 2012). O
dano oxidativo, causado pelo excesso de EROs, tem sido proposto como um possivel

mecanismo de ag&o para o dano ao DNA, implicado em muitas patologias (WANG et al., 2011).

4.4.4 Ensaio de determinacao de 6xido nitrico

A Figura 13 ilustra a deteccao de o0xido nitrico a nivel celular. A figura 13A, mostra que
os tratamentos empregados causaram uma diminuicdo nos niveis de Oxido nitrico nas
concentracdes de ¥2 CIM e 2x CIM. A figura 13B mostra que os valores de nitrito encontrado
para todas as concentracgdes da porfirina 3-H>TPyP foram praticamente os mesmos do controle
negativo. Para a porfirina 3-cis-PtTPyP, sem irradiacdo de luz, as concentracdes de Y2 CIM e
CIM foram consideradas estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo,
causando uma diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico. Quando essa porfirina foi irradiada com

luz (13D), pode-se observar que os resultados se mantiveram proximo ao controle negativo.
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Figura 13- Determinagdo de éxido nitrico apds 24 horas de incubagdo com as porfirinas 3-H,TPyP e 3-cis-
PtTPyP, na auséncia e sob condigdo de irradiagcdo com luz branca
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Os resultados sdo expressos como porcentagem do controle negativo (CN) (100%). Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo (DP). Valores com p <0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. * p <0,05 e *** p <0,001. CP= controle positivo. CIM = Concentracéo Inibitéria Minima.

O oOxido nitrico € uma molécula importante de sinalizacdo celular que esta envolvida em
muitos processos fisioldgicos e patoldgicos. Os resultados mostram que nao foi detectada a
producdo significativa de 6xido nitrico quando as porfirinas (3-H2TPyP e 3-cis-PtTPyP) foram
irradiadas com luz branca. Isto € positivo pois segundo autores (THOMAS et al., 2008;
HEINRICH et al., 2013) o 6xido nitrico esta associado a varios tipos de tumores, incluindo
pulmdo, c6lon, mama, melanoma e cancer de pancreas. Os mecanismos pelo qual o éxido

nitrico e seu derivado peroxinitrito induzem a carcinogénese incluem: a inducdo a danos no
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DNA, supressdo de enzimas de reparo de DNA, modificagcdo pds-traducional de proteinas,
aumento da proliferacdo celular, angiogénese, metéastase, inibicdo da apoptose e imunidade
antitumoral (BARATA et al., 2015).
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5 CONCLUSOES

Considerando 0s objetivos propostos neste trabalho e analisando-se os resultados
obtidos, é possivel obter algumas conclusées em relacdo ao estudo realizado:

- Dentre as porfirinas testadas a porfirina 3-cis-PtTPyP apresentou melhores resultados
sob irradiacdo de luz branca diminuindo as concentra¢des inibitorias e bactericidas minimas,
enquanto as porfirinas 3-H>TPyP, 4-H,TPyP e 4-cis-PtTPyP ndo apresentaram diferenca entre
CIM e CBM nas condicdes de irradiacdo de luz branca e escuro.

- No ensaio de viabilidade celular, pode-se concluir que a irradiagdo com luz branca
causou diminuicdo de 99,9% das células microbianas, 0 mesmo ndo ocorreu em condigdes
escuras. No tempo de 2h, a maior concentracdo da porfirina 3-H>TPyP (330 pg/mL) e as
concentracdes de 20,62 e 41,25 pg/mL da porfirina 3-cis-PtTPyP ja causaram a morte dos
microrganismos.

- No teste de sequestradores de especies reativas de oxigénio, para ambas porfirinas o
tipo de reacdo envolvida é a do tipo I. Para a porfirina 3-H2TPyP o radical responsavel pela
foto-inativacao é hidroxila e para 3-cis-PtTPyP é superdxido.

- Segundo andlises, o0 melhor meio de cultura, suplementacdo, tempo de cultura da
bactéria e incubacao foi 0 microrganismo cultivado por 24h em meio MH com 1,0% de glicose
e incubado por 72h. Nessas condicdes, P. mirabilis ATCC 25933 foi considerado um forte
formador de biofilme.

- No ensaio de inibicéo e destruicdo de biofilme em placas de 96 pocos, a porfirina 3-
cis-PtTPyP exibiu melhores resultados quando irradiada com luz branca nas concentracdes
testadas. A porfirina 3-H2TPyP obteve melhores resultados quando irradiada com luz branca na
concentracdo de CIM no ensaio de inibicao de biofilme. Em relacdo ao ensaio de destruicdo de
biofilme, a mesma porfirina teve os resultados melhorados na presenca de luz branca nas duas
concentracgdes testadas (CIM e 2x CIM).

- Em relacdo ao ensaio de formacdo de biofilmes em cateteres, no ensaio de inibicao
quanto destruicdo de biofilme, a porfirina com cisplatina 3-cis-PtTPyP apresentou melhores
resultados quando irradiada com luz branca. O mesmo ocorreu com a porfirina 3-H2TPyP no
ensaio de inibicdo, entretanto no ensaio de destruicdo, essa porfirina apresentou resultados
melhores em condicGes escuras.

- Os resultados da anélise in vitro da associacdo entre Ciprofloxacino e 3-H.TPyP

quanto Ciprofloxacino e 3-cis-PtTPyP demonstrou indiferenga entre os compostos.
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- Nos testes de citotoxicidade e genotoxicidade, os resultados de MTT mostraram que
apenas a porfirina 3-cis-PtTPyP quando irradiada com luz branca causou diminuigédo
significativa na viabilidade das células mononucleares do sangue periférico humano. A
porfirina com cisplatina incorporada sem acéo da luz branca foi a Unica que produziu danos
significativos a0 DNA no teste de Picogreen ®. Os resultados obtidos no teste de
diclorofluoresceina mostraram que a porfirina 3-cis-PtTPyP ndo foi capaz de induzir um
aumento nas DCF, enquanto que a porfirina base livre 3-H,TPyP produziu aumento de DCF
apenas em condi¢fes sem irradiacdo de luz branca. No teste de 6xido nitrico, os resultados
mostram que ndo foi encontrado um aumento significativo de 6xido nitrico quando as porfirinas

(3-H2TPyP e 3-cis-PtTPyP) foram irradiadas com luz branca.
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APENDICES

APENDICE A - RESULTADOS DE CIM E CBM (ug/mL) DAS PORFIRINAS 3-
H,TPyP E 3-cis-PtTPyP FRENTE AOS ISOLADOS CLINICOS DE Proteus mirabilis

3-H.TPyP 3-cis-PtTPyP
Isolado
clinico Luz Escuro Luz Escuro

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CiIM | CBM

1 165 330 165 330 41,2 82,5 82,5 82,5
2 165 330 165 330 165 165 82,5 82,5
3 165 330 82,5 330 82,5 165 82,5 165
4 165 330 165 330 41,2 82,5 82,5 82,5
5 82,5 330 82,5 330 20,6 41,2 82,5 165
6 82,5 330 165 330 20,6 165 82,5 82,5
7 82,5 330 165 330 41,2 82,5 82,5 82,5
8 82,5 330 330 330 82,5 165 82,5 165
9 41,2 165 165 165 41,2 165 82,5 82,5
10 82,5 330 165 330 20,6 82,5 82,5 165
11 165 330 165 165 41,2 165 82,5 165
12 82,5 165 330 330 82,5 165 82,5 82,5
13 41,2 330 165 330 41,2 165 | 825 82,5
14 165 330 165 165 20,6 41,2 82,5 82,5
15 165 330 165 330 20,6 41,2 82,5 82,5
16 82,5 330 165 165 82,5 165 82,5 82,5
17 82,5 165 330 330 41,2 165 82,5 165
18 41,2 330 165 330 41,2 82,5 82,5 82,5
19 165 330 165 165 41,2 82,5 82,5 165
20 82,5 330 165 330 82,5 165 82,5 82,5
21 82,5 165 165 330 20,6 165 82,5 82,5
22 82,5 165 330 330 41,2 165 82,5 165
23 165 330 165 165 82,5 165 82,5 82,5
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24 41,2 330 330 330 20,6 82,5 82,5 165
25 41,2 165 330 330 20,6 82,5 82,5 165
26 82,5 330 165 165 41,2 82,5 82,5 82,5
27 41,2 330 330 330 20,6 165 82,5 82,5
28 41,2 165 330 330 41,2 82,5 82,5 82,5
29 82,5 330 165 165 20,6 41,2 82,5 82,5
30 82,5 330 330 330 20,6 41,2 82,5 82,5
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APENDICE B - RESULTADOS DA FORMAQAO DE BIOFILME COM A BACTERIA
Proteus mirabilis ATCC 25933

BHI 24h de incubacao

% de glicose

0% 1% 3%
Incubacéo e
. CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 10,089 | 0,616 | Forte |0,104|0,854 | Forte | 0,087 |0,130| Fraco
48h 0,085| 0,122 |  Fraco |0,121 | 0,412 | Moderado | 0,084 | 0,625 | Forte
72h 0,104 | 0,556 | Moderado | 0,109 | 0,991 |  Forte | 0,090 | 0,131 | Fraco
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
BHI 48h de incubacao
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacéo o o o
o CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,086 | 0,387 | Moderado | 0,089 | 0,419 Forte 0,073 | 0,104 | Fraco
48h 0,074 | 0,233 Fraco 0,095 | 0,458 | Moderado | 0,085 | 0,210 | Fraco
72h 0,087 | 0,561 Forte 0,098 | 0,669 Forte 0,084 | 0,150 | Fraco

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
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BHI 72h de incubacao

% de glicose

0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,069 | 0,407 Forte 0,095 | 0,577 Forte 0,085 0,135 | Fraco
48h 0,085 | 0,365 | Moderado | 0,098 | 0,452 | Moderado | 0,074 | 0,142 | Fraco
72h 0,082 | 0,283 | Moderado | 0,115 | 0,534 Forte 0,075 0,107 | Fraco
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
MH 24h de incubacao
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,090 | 0,201 Fraco 0,092 | 0,329 | Moderado | 0,083 | 0,456 | Forte
48h 0,089 | 0,264 | Moderado | 0,100 | 0,315 | Moderado | 0,0950 | 0,489 | Forte
72h 0,095 | 0,276 | Moderado | 0,116 | 0,366 | Moderado | 0,105 | 0,508 | Forte
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
MH 48h de incubacao
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacdo | CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,078 | 0,176 Fraco 0,096 | 0,634 Forte 0,08 | 0,229 | Moderado
48h 0,071 | 0,158 Fraco 0,085 | 0,241 | Moderado | 0,077 | 0,298 | Moderado
72h 0,066 | 0,245 | Moderado | 0,076 | 0,388 | Moderado | 0,079 | 0,405 Forte

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
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MH 72h de incubacao

% de glicose

0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,068 | 0,197 | Moderado | 0,068 | 0,346 Forte 0,069 | 0,276 | Moderado
48h
72h 0,090 | 0,150 Fraco 0,080 | 0,214 | Moderado | 0,091 | 0,249 | Moderado
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
LB 24h de incubacao
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacéo o o o
o CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bacteéria
24h 0,089 | 0,115 Fraco 0,078 | 0,120 Fraco 0,066 | 0,105 | Fraco
48h 0,085 | 0,142 Fraco 0,077 | 0,114 Fraco 0,074 | 0,132 | Fraco
72h 0,084 | 0,121 Fraco 0,081 | 0,125 Fraco 0,071 | 0,141 F
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
LB 48h de incubacao
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,071 | 0,087 Fraco 0,084 | 0,114 Fraco 0,066 | 0,102 Fraco
48h 0,075 0,121 Fraco 0,074 | 0,119 Fraco 0,075 0,123 | Fraco
72h 0,087 | 0,113 Fraco 0,083 | 0,111 Fraco 0,089 | 0,133 | Fraco

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
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LB 72h de incubacdo

% de glicose

0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
Nao
24h 0,077 | 0,125 Fraco 0,082 | 0,088 0,076 | 0,142 Fraco
formador
48h 0,078 | 0,115 Fraco 0,098 | 0,185 Fraco 0,072 | 0,121 Fraco
Nao
72h 0,075 0,082 0,087 | 0,152 Fraco 0,074 | 0,165 Fraco
formador
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
TS 24h de incubacéo
% de glicose
0% 1% 3%

Incubagdo | CN CP o o o

. Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria

Nao
24h 0,094 | 0,089 0,085 | 0,175 Fraco 0,063 | 0,142 Fraco
formador

48h 0,081 | 0,099 Fraco 0,071 | 0,162 Fraco 0,078 | 0,157 Fraco

72h 0,079 | 0,086 Fraco 0,070 | 0,155 Fraco 0,079 | 0,136 Fraco

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
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TS 48h de incubagéo

% de glicose

0% 1% 3%
Incubacéo o o o
o CN CP | Biofilme | CN CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
Nao
24h 0,085 | 0,096 0,089 | 0,132 Fraco 0,096 | 0,147 Fraco
formador
48h 0,099 | 0,187 Fraco 0,087 | 0,145 Fraco 0,087 | 0,158 Fraco
Nao Nao
72h 0,079 | 0,078 0,074 | 0,079 0,081 | 0,125 Fraco
formador formador
CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
TS 72h de incubacéo
% de glicose
0% 1% 3%
Incubacéo o o o
. CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme | CN | CP | Biofilme
Bactéria
24h 0,067 | 0,100 Fraco 0,085 | 0,126 Fraco 0,078 | 0,117 Fraco
Nao
48h 0,074 | 0,110 Fraco 0,087 | 0,145 Fraco 0,085 | 0,091
formador
72h 0,088 | 0,093 Fraco 0,082 | 0,123 Fraco 0,092 | 0,145 Fraco

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo
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1. Introduction yoin-resistant Enterococcus, Acinetobacter baumanntl, Peeudo-

Poephyrins are a group of tetrapyrrolic macrocyclic molecules, that
have an extensive histoey of applications & photosenaitizers (PS) and

continue to be studied for anificial photosynthesis (1], bioanalytical
detection 12), photocatalysis [2,45), photobiclogy 6] and even
photodynamic applications (7). Presendy, there is a great interest in
further exploriag porphyring with distinet functional groups and metal
complexes, thus pursuing the bettemuent of 4 et of propertics, e.g.,
enhanced production of cne type of reactive oxygen species betwoen
singlet oxygen ('03) and radical species (sOH, Oy, «DOH),
bio-specificity in cancer or antimicrobial photodynamic theragy (aPDT)
or a simple increase in sngle to triplet conversion.

Carrentdy, the search for new and effective stragegies to treat in-
tections originating from pathogenic microorganisms has b oneof
the maln objectives of microbiclogy (2], However, this search bas not
been easy, due to the multiple resistance of microcrganisns 1o exsting
antimicroblals and patieses” noo-adherence to follow the treatiment uneil
the end [9,10). Ths, treating infertions caused by multidrog-resistant
microorganiaus (methicillin resistaen Staplylococcus aurews (MRSA),

* Comesondine suthee.

monas acruginosa, Fscherichia coli, Kiebsiella pneumoniae, Serratia
spp. and Proteus spp.) with existing antimicrobials it has become an
arducus task [2,3,1),12,15,1 41 For these reasoas, the World Health
owwwpolnmmmemgmto lop new antimicroblals for
the tr Iridrug-rest Ml’lfhusmug-nmm
podmaﬂmxln:wnulfmudanemmnqud.mm
infections will be the main cause of death in the woeld by 2050, even
surpassing cancer, the current leader [7,15,16).

Thus, new treatment approaches such as antinderobial photody-
namic therapy (aPDT) are beccening a greas alternative 10 treat micro-
organisms that are resistant to conventional astinslerobials [17]. This
approach commists of the use of light, axygen and a photosensitizer,
which when excised prod reactive axygen species (ROS). Cellular
Insctivation results from the intemction of ROS with vartous targets of
the microblal cell, such as lipids, sudec acids or proteins, causing
damage 10 the cell stractare or alteration of functicn {151 The main
reason why this appeoach i being used more and more is its actice on
multiple tasgers [19] and also the non-creation of resistant strains (20,
b4 )
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