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RESUMO

SOARES, J. M. Combinagao de antimicrobianos com inativagao fotodinadmica
para o tratamento de infec¢Ges bacterianas. 2023. 106p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,
2023.

Bactérias multirresistentes (BMR) a antimicrobianos (ATBs) sao hoje um dos grandes
desafios relacionados ao controle de infec¢coes. Muitas tentativas de quebrar essa resistén-
cia por meio de modificagbes quimicas ou adi¢ao de outros compostos conjugados tém
sido realizadas sem o sucesso esperado. Nesse contexto, a inativagao fotodindmica (IFD)
emerge como uma alternativa promissora. Através do seu mecanismo de agao é capaz de
eliminar células microbianas indesejaveis sem induzir a resisténcia bacteriana. O presente
estudo se propos a investigar a combinagao de diferentes classes de ATBs e protocolos
de IFD em bactérias Gram-positivas, com énfase na Staphylococcus aureus. Protocolos de
inativagao fotodinamica (curcumina 10 M, 10 J/cm?, comprimento de onda 450 nm) e
seu efeito na presenga de amoxicilina, eritromicina e gentamicina. Foram analisados, con-
siderando efeitos sinérgicos e antagonicos referente aos parametros de cada terapia, assim
como a ordem de combinacdo. A interacao entre curcumina, ATB e bactérias foi avaliada
por meio de técnicas fotonicas como microscopia confocal, espectroscopia de fluorescén-
cia e absor¢ao no infravermelho, ultravioleta e visivel. Além disso, ciclos de tratamentos
combinados de IFD e ATB foram estabelecidos para recuperar a suscetibilidade aos ATBs
pelas cepas resistentes. Os resultados demonstraram um efeito potencializador dos ATBs
pela acao fotodinamica, com reducao de até 2-8533 vezes nas concentragoes inibitérias
minimas para BMR. A ordem de combinacao das terapias impactou a resposta sinérgica
e antagonica do tratamento. Mas, independente do protocolo aplicado, foram observadas
modificagboes nos modos vibracionais das biomoléculas bacterianas, assim como o efeito
na permeabilizacdo da membrana foram observados. De modo geral, os resultados apre-
sentados demonstram que a IFD pode atuar como adjuvante nos casos de falhas a ATBs,

podendo prolongar o uso dos ATBs disponiveis atualmente.

Palavras-chave: Inativacao fotodinamica. Resisténcia antimicrobiana. Staphylococcus

aureus. Falha de antibidticos. Técnicas fotdnicas.






ABSTRACT

SOARES, J. M. Combination of antimicrobials with photodynamic
inactivation for the treatment of bacterial infections. 2023. 106p. Thesis (Doctor
in Science) - Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos,
2023.

Multidrug-resistant bacteria (MDR) have become a major challenge in infection control.
Many attempts to overcome this resistance through chemical modifications or addition
of other conjugated compounds have been made without the expected success. In this
context, photodynamic inactivation (PDI) emerges as a promising alternative, given its
mechanism of action capable of eliminating undesirable microbial cells without inducing
bacterial resistance. The present study aimed to investigate the combination of different
classes of antibiotics (ATBs) and PDI protocols in Gram-positive bacteria, with emphasis
on Staphylococcus aureus. PDI protocols (10 gM curcumin, 10 J/cm?2, 450 nm wavelength)
and their effects in the presence of amoxicillin, erythromycin, and gentamicin were an-
alyzed, considering synergistic and antagonistic effects based on the parameters of each
therapy, as well as the order of combination. The interaction of curcumin, ATBs, and bac-
teria was evaluated using photonics techniques such as confocal microscopy, fluorescence
spectroscopy, and infrared, ultraviolet, and visible absorption. In addition, combined PDI
and ATB treatment cycles were established to recover susceptibility to ATBs in resistant
strains. The results demonstrated a potentiation effect of ATBs by photodynamic action,
with reductions of up to 2-8533 times in the minimum inhibitory concentrations for MDR.
The order of therapy combination impacted the synergistic and antagonistic response of
the treatment. Regardless of the applied protocol, modifications in the vibrational modes
of bacterial biomolecules were observed, as well as effects on membrane permeabilization.
Overall, the results presented demonstrate that PDI can act as an adjuvant in cases of

ATB failure, potentially extending the use of currently available ATBs.

Keywords: Photodynamic inactivation. Antimicrobial resistance. Staphylococcus aureus.

Antibiotics failures. Photonic techniques.
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1 MOTIVACAO

1.1 Introducao

Bactérias resistentes a antimicrobianos (ATBs) sdo um grande problema de satide
publica mundialmente, podendo ser o préximo agente de uma pandemia. Infecgdes por
bactérias resistentes a ATBs, associadas a biofilmes, ou adquiridas por pacientes imuno-
comprometidos nao respondem a antibioticoterapia (ATBT). O ATB é o tratamento que
revolucionou a medicina por auxiliar no aumento da expectativa de vida dos seres huma-
nos, reduzindo as mortes por doencas infecciosas, predominando as causadas por doencas
cardiovasculares e cancer.! A falha de ATBs nos tratamentos clinicos estd cada vez mais
frequente, para cada cinco infecgdes por Staphylococcus aureus, um paciente tem falha
de tratamento, sendo previsto para 2030 até 225 milhdes de casos, ou seja, um problema
alarmante de satide global.»? Como agravante, sao poucas as novas classes de ATB ou

aprimoramento das moléculas existentes.*®

A falha de ATB pela resisténcia ocorre por mecanismos como reducao da permea-
bilidade de membrana, aumento da atividade de bombas de efluxo, modifica¢ées dos alvos
de ligacdo, sintese de enzimas para inativacdo dos ATBs.% Essas mudancas estruturais e
metabodlicas resultam no aumento da concentracao inibitéria minima (MIC, em inglés)
para atingir valores invidveis para o tratamento seguro e eficaz.”® Mas, existem alguns
tragos fenotipicos em uma subpopulacido que podem afetar a resisténcia aos antimicrobia-
nos, e consequentemente a inatividade dos ATBs, dentre elas as bactérias persistentes sao
capazes de sobreviver em altas concentracoes de ATB e re-infectar os pacientes.”!? Ade-
mais, os sintomas graves do paciente em uma infec¢ao ocorre em decorréncia da expressao
dos fatores de viruléncia, como as toxinas e a formacgao de biofilmes, e dependendo da

dosagem de ATB a expressao dos fatores de viruléncia podem ser estimulados.!®1!

O problema da resisténcia a ATBs é complexo pois em geral a cepa sera resistente
a uma ou mais classes de ATBs, sendo que cada classe age em um alvo celular especifi-
camente, ou seja, em geral uma bactéria resistente nao responde a diversas moléculas de
ATBs. Quando as cepas sao multirresistentes, a escolha de medicamento para se obter
um tratamento realmente efetivo é dificultado, pois as moléculas de ATB possiveis para
a escolha do tratamento ficam limitadas. A principal estratégia no combate das infec¢oes
bacterianas tem sido no desenvolvimento de novos antimicrobianos, mas independente da
acao dos novos farmacos as falhas de ATB em tratamentos tendem a acontecer.!? Desse

modo, abordagens multifacetadas para combater a falha dos ATBs sdo necessarias.
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Figura 1 — Esquema da agao da inativacao fotodindmica (IFD) e terapia com antimicro-

bianos (ATBs) em uma célula bacteriana. A IFD age através da absorgao de
luz pelo fotossensibilizador (FS) internalizado pelas bactérias, o qual produz
espécies reativas de oxigénio (bolhas na figura) que oxidam varias estrutu-
ras moleculares e celulares, desencadeando a inativacao bacteriana. Por outro
lado, a acado do ATB pode ser bactericida ou bacteriostatica e depende da es-
trutura da molécula do ATB, que interage especificamente com componentes
celulares, tais como 1) S-lactamicos na parede celular, 2) aminoglicosideos na
sintese proteica (50S), 3) macrolideos na sintese proteica (30S), 4) quinolonas
no DNA, 5) sulfonamidas no metabolismo do acido félico e 6) lipopeptideos
na membrana plasmatica.

Fonte: Elaborada pela autora.

A combinagao do ATB com a inativagao fotodindmica (IFD) podem resultar em

efeitos sinérgicos ou antagonicos na inativagao bacteriana considerando que atuem por

mecanismos distintos, vide Figura 1. O mecanismo de a¢ao da IFD produz espécies reativas

de oxigénio (EROs) em decorréncia da absor¢ao de um féton pelo fotossensibilizador (FS).

Todas as EROs formadas reagem com as biomoléculas tais como proteinas, lipideos e

acido nucleicos promovendo a morte celular microbiana,

13 ndo havendo estratégia celular

e molecular que mitigue a agdo fotodinamica, ou seja, a IFD nao seleciona bactérias, o que

¢ um diferencial notdvel em relacdo a antibioticoterapia.'* A presenca de EROs durante

o tratamento com IFD pode potencializar a agdo de ATBs. Desse modo, a IFD pode ser

um coadjuvante a ATBT prolongando o uso dos ATBs disponiveis no mercado.®
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Neste trabalho foi proposto avaliar a interacao da curcumina como FS em combina-
¢ao com trés diferentes classes de antimicrobianos: a amoxicilina (AMO) um S-lactdmico
que age na inibi¢do da sintese da parede celular; a eritromicina (ERI) e gentamicina (GEN)
macrolideo e aminoglicosideo que inibem a sintese proteica atuando na subunidade 50S
e 30S do ribossomo, respectivamente.'® Nos buscamos compreender como diferentes pro-
tocolos de combinagoes podem afetar a interacao entre as moléculas antimicrobianas e
o FS com a bactéria Staphylococcus aureus, in wvitro. Desse modo, buscar resultados que
evidenciem o potencial de aplicacao clinica das terapias combinadas e identificar alterna-
tivas para que as bactérias resistentes aos ATBs retornem as propriedades originais de nao
resisténcia. Assim, este estudo traz resultados/discussdes que demonstram o potencial da
IFD em ser uma terapia coadjuvante a ATBT, prolongando o uso dos ATBs disponiveis

no mercado.

1.2 Objetivo
1.2.1  Objetivo geral

Avaliar in vitro o efeito da combinagao da terapia convencional, a antibioticotera-
pia, com o tratamento adjuvante, a inativacao fotodindmica, na bactéria Staphylococcus

aureus utilizando a curcumina como fotossensibilizador.
1.2.2  Objetivos especificos

o Definir o limiar de sobrevivéncia da bactéria ao protocolo de IFD utilizando curcu-

mina e comprimento de onda de 450 nm.

o Quantificar as concentracoes inibitéria minimas de amoxicilina, eritromicina e gen-

tamicina.

e Determinar e otimizar protocolos de combinacao entre as terapias quanto as respos-

tas sinérgicas ou antagonicas.

o Estudar possiveis efeitos da combinacao de terapias na célula bacteriana por meio

de técnicas fotonicas.

o Avaliar mudancas na suscetibilidade da S. aureus aos ATBs pela agao fotoxidativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibioticoterapia
2.1.1 Antimicrobianos

No inicio do século XX a medicina foi revolucionada devido a uma das mais impor-
tantes descobertas cientificas: os antibidticos, substancia produzida por microrganismos
para inibir o crescimento de outros microrganismos. Até entao, doencas infecciosas como
variola, pneumonia, tuberculose, sifilis, colera estavam entre as principais doengas mortais
no mundo e tornavam a expectativa média de vida inferior a 50 anos em paises desenvol-

vidos.!

O conceito de uma “bala magica” com toxicidade seletiva foi introduzido por Paul
Ehrlich. Mas apenas em 1928 Alexander Fleming constatou acidentalmente que placas
inoculadas com Staphylococcus aureus apresentavam halos inibitérios ao redor das colo-
nias devido a presenca de um bolor contaminante, posteriormente identificado como o
fungo Penicillium notatum.® Durante o periodo da Segunda Guerra Mundial, baseado em
resultados promissores em camundongos, soldados foram tratados com composto sintético
de sulfanilamida para controlar infeccdes bacterianas sistémicas. Em 1942, Ernst Chain
e Howard Florey isolaram e purificaram o composto ativo produzido pelo fungo Peni-
cillium sp., a Penicilina G, sendo possivel o inicio dos estudos clinicos para tratamento
de doencas infecciosas.™'” Os anos que se seguiram foram denominados de “era de ouro
dos antibiéticos” com a producao de intimeros compostos identificados com agao anti-
microbiana, principalmente obtidos dos microrganismos com a capacidade de esporular.
Esses compostos foram aprimorados e sintetizados quimicamente como base para a pro-

ducao e aprimoramento de novas moléculas eficazes contra patdgenos, os antimicrobianos
(ATBs).1418

A classificacao dos ATBs é descrita pela sua estrutura quimica, uma vez que influ-
encia sua ac¢ao devido a alvos moleculares e celulares dos microrganismos. Os mecanismos
de atuagao sao comumente comparados a uma chave e fechadura dado a interacdo es-
pecifica entre um antibidtico e seu alvo de acdo. Portanto, a atividade de um ATB serd

dependente da sua concentracio, da espécie bacteriana e da presenca de outras drogas.'%2

Os antibioticos representaram uma revolugao na medicina, tendo um impacto sig-
nificativo ao salvar inimeras vidas no combate as infec¢oes bacterianas. No entanto, atu-
almente a resisténcia bacteriana é um problema crescente, tornando alguns antibiéticos
menos eficazes e dificultando o tratamento de infecgoes. Portanto, é fundamental a consci-
entizagao sobre a importancia do uso adequado de ATBs, seguindo as orienta¢des médicas

como as doses e tempo de tratamento prescritos, a fim de preservar sua eficicia a longo
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prazo e garantir a satde da populacao.?!

2.1.2 Mecanismos de acao dos antimicrobianos

Em uma célula bacteriana existem alguns alvos moleculares e celulares que nao
sdo encontrados em células eucaridticas. Desse modo os ATBs agem pela i) inibi¢do da
sintese de parede celular, ii) inibicdo da sintese de proteinas, iii) inibigdo da sintese de
acido nucleico, iv) inibigao de enzimas bacterianas e v) danos & membrana celular, sendo

cada um dos mecanismos dependente da classe do ATB, representados na Figura 2.16:22
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Figura 2 — Iustragdo esquematica dos mecanismos de acdo dos antimicrobianos (ATBs)
em células bacterianas.
Fonte: Elaborada pela autora.

Os antibidticos da classe [-lactamicos, como as penicilinas, e os glicopeptideos
agem inibindo a sintese da parede celular bacteriana. Esses medicamentos possuem em
sua estrutura quimica um anel g-lactamico que interage com as enzimas chamadas trans-
peptidases ou proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs, em inglés), bloqueando sua ati-
vidade na formagao das ligagoes cruzadas do peptidoglicano. Como resultado, a parede
celular bacteriana fica enfraquecida, levando a uma instabilidade osmotica. A parede en-
fraquecida nao consegue regular adequadamente a entrada e saida de substancias, o que
resulta na lise e morte da bactéria.? Outra via de inibicdo da sintese da parede celular

ocorre pela ligacao de glicopeptideos no terminal D-alanil-D-alanina dos precursores do
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peptidoglicano, o que impede a acdo da enzima transpeptidase, a qual forma as ligacoes
cruzadas do peptidoglicano. A integridade estrutural e a estabilidade da parede celular

bacteriana estdo relacionadas com essas ligacoes cruzadas.?*

A disrupgao da membrana externa das bactérias Gram-negativas pode ser causada
pelas moléculas de polimixinas. Esses antibioticos possuem afinidade pela porcao lipidica
A dos lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa. Ao se ligarem aos LPS,
as polimixinas interagem com os fosfolipidios da membrana, ocasionando na perda de sua
integridade, devido a formacao de poros que aumentam a permeabilidade da membrana;
também interferem nas bombas de ions e nos canais i6nicos da membrana, perturbando o
gradiente eletroquimico necessario para o funcionamento normal da célula bacteriana.?
Semelhantemente, as daptomicinas levam a formacgao de poros, disrup¢ao do gradiente
eletroquimico e despolarizacao da membrana. Esses efeitos sdo desencadeados pela inser-
¢do das daptomicinas na cadeia lipofilica da membrana bacteriana, sendo essa insercao
facilitada pela presenca de calcio, que reduz a carga negativa residual da daptomicina e

favorece o aumento de sua superficie hidrofébica.?8

Diversas classes de ATB atuam no ribossomo bacteriano. Os aminoglicosideos
ligam-se na subunidade 30S de forma irreversivel, ocasionando falha de tradu¢ao do RNA
mensageiro (mRNA), de modo a induzir erros na incorporacao dos aminoécidos a cadeia
polipeptidica, afetando a funcionalidade das proteinas sintetizadas que sdo essenciais para
a sobrevivéncia bacteriana.? Tetraciclinas também atuam na subunidade 30S dos ribosso-
mos, ligando no sitio A do RNA ribossémico 16S. O alongamento da cadeia polipeptidica e
a sintese proteica bacteriana é comprometido pela presenca das tetraciclinas que impedem
a aminoacil-tRNA entrar no sitio A do ribossomo, onde ocorre a adi¢do do aminoacido
ao polipeptideo em sintese.?” Diferentemente, os macrolideos impedem a translocacio dos
peptideos do sitio A para o sitio P no ribossomo durante o processo de sintese proteica
ao se ligarem ao RNA 23S da subunidade 50S. Isto interfere no alongamento da cadeia

polipeptidica, desencadeando proteinas nao funcionais ou truncadas.?®

Acidos nucleicos também sio alvos de ATB. A rifampicina impede a elongacao do
RNA durante a transcricao ao se ligar a subunidade beta da RNA polimerase bacteri-
ana. O bloqueio da sintese de RNA impossibilita a sintese de proteinas que sao essenciais
para o funcionamento celular.?? No caso do DNA pode ser prejudicado a pela ligacao de
quinolonas nas enzimas topoisomerase bacterianas, seja a topoisomerase II (DNA girase),
que regula o supercoiling do DNA bacteriano durante a replicagao, transcricdo e recom-
binag¢ao; ou a topoisomerase IV que separa os cromossomos replicados durante a divisao
celular bacteriana. Desse modo, a inibicao das topoisomerases interrompem a replicagao
e a transcricao do DNA bacteriano, causando danos no DNA que resultam na morte

bacteriana.?°

Vias metabodlicas especificas da bactéria também sdo alvos de ATBs, como as
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sulfonamidas que inibem a sintese do acido félico. As sulfonamidas sdo estruturalmente
semelhantes aos acidos para-aminobenzoicos (PABA, em inglés), que atuam na reagao
de catalise enzimatica da formacgao do acido di-hidropteroico, precursor do acido félico.
Como bloqueio da enzima pela ligacao da sulfonamida, a disponibilidade do acido félico
é comprometida e prejudica a sintese de bases nitrogenadas, como a timina, a guanina e

a adenina, consequentemente, a sintese de 4cidos nucleicos.?!

Independentemente da via em que o ATB atua na célula bacteriana, seu objetivo
¢é afetar o crescimento, a reproducao e, em ultima instancia, induzir a morte celular. Cada
estrutura celular e molecular é essencial para a viabilidade do microrganismo, mas os
alvos terapéuticos dos ATBs sao limitados, ou seja, hd um nimero finito de vias de agao

para esses medicamentos.”

2.1.3 Problemas da resisténcia antimicrobiana

A capacidade de uma bactéria sobreviver ou crescer a um tratamento antimicro-
biano em altas doses de medicamento é denominado de resisténcia, a qual é uma grande
preocupacao de satide ptiblica.'” Nos Estados Unidos foram relatadas 99 mil mortes por
infecgbes associadas aos cuidados de satide, considerando os gastos com tratamento e o
impacto pela inatividade durante o periodo de hospitalizacao do paciente, gerou déficit
de até 35 milhoes na economia. A perspectiva para 2050 é que o nimero de mortes por
infeccdo de bactérias resistentes causara até 10 milhdes de mortes por ano, superando a

mortalidade por cancer.3?

Diversos patégenos sao relatados mundialmente com resisténcia aos antibioticos,
sendo alguns de prioridade global para vigilancia devido a casos de mortalidade, preva-
léncia de resisténcia e transmissibilidades. Nesta lista estao incluidas as bactérias perten-
centes a familia Enterobacteriaceae, por exemplo Escherichia coli, com prioridade critica;
Staphylococcus aureus e Helicobacter pylori representantes da prioridade alta; Streptococ-
cus pneumoniae com prioridade média. Diante deste cenario mundial, a priorizacao de
novas descobertas antimicrobianas seja por novos antibidticos ou novas terapias é extre-

mamente estimulada e necesséria.3% 33

Os mecanismos de resisténcia aos ATBs estao relacionados com modificagoes ge-
néticas em biomoléculas receptoras: alterando sua interacao com o ligante e consequen-
temente a resposta biologica; modificando a permeabilidade da membrana, restringindo
a absorcao do farmaco; inibindo a sintese proteica; inibindo a replicagao do DNA e da
polimerizacao de RNA; além de modificacbes metabdlicas e estruturais na parede ce-

lular 7,20,34

De fato, o mecanismo de resisténcia bacteriana pode ser intrinseco, pois a
bactéria nao possui o alvo de agdo, ou a estrutura é naturalmente diferente da qual o
antibidtico age. Outra possibilidade é de ser adquirida pela mutacao espontanea do DNA

ou transferéncia de genes horizontais via conjugagao de plasmideo ou por bacteriéfagos,
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e também pela presenca de elementos méveis.*

A resisténcia adquirida ou intrinseca pode afetar significativamente a acao dos
agentes ATBs ilustrado na Figura 3, sendo alguns dos mecanismos diretamente associados
a uma classe especifica, como a inativacao dos ATBs, o aumento da expressao dos alvos

celulares ou a modificacao dos sitios de acao. Além disso, existem mecanismos que podem

afetar varias classes de ATBs, tais como a impermeabilizacao da parede celular, o aumento
10,35

da expressao de bombas de efluxo e a formacao de biofilmes.

o .
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Figura 3 — Ilustracao esquematica das estratégias adotadas pelas bactérias resistentes
para se defenderem da agdo dos agentes antimicrobianos (ATBs).
Fonte: Elaborada pela autora.

OS mecanismos de resisténcia se propagam através do processo de selecao arti-
ficial, causado pela ineficiéncia do antibidtico nas células que possuem esse mecanismo
intrinsecamente ou adquiridos. As células que possuem essas caracteristicas resistem ao

tratamento e tornam-se a maioria da populacdo microbiana.® 736

A resisténcia aos antibidticos é ainda mais complexa, pelo fato de que nas tulti-
mas décadas nao houve inclusdo de uma nova classe de ATBs no mercado.?” Embora a
resisténcia bacteriana seja um problema crescente e preocupante, a descoberta de novos
ATBs tem sido escassa. As empresas farmacéuticas tém demonstrado diminui¢ao no inte-

resse em investir no desenvolvimento de novas classes de ATBs, principalmente devido as
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complexidades e aos altos custos envolvidos no processo de pesquisa e desenvolvimento.*
Esforgos globais sao necessarios para impulsionar a pesquisa e o desenvolvimento de no-
vos ATBs, juntamente com uma abordagem abrangente para promover o uso responsavel

desses medicamentos.

2.2 Inativacao Fotodinamica
2.2.1 Inativagado fotodinamica

Em 1900, o cientista alemao Oscar Raab acidentalmente descobriu a associacao
entre a luz e uma molécula fotossensivel. Durante um experimento, ele expos luz branca a
uma cultura de Paramecium caudatum contendo acridina e notou que os efeitos citotdxicos
eram mais intensos quando a luz branca era combinada com as moléculas de acridina. Com
base nessa descoberta e na compreensao da fluorescéncia, Raab propos que a citotoxicidade
resultava da transferéncia de energia da luz para a molécula fotossensivel, que por sua vez
convertia os produtos da fluorescéncia em substancias téxicas para as células, seguindo um
mecanismo semelhante ao observado nas clorofilas.?® No mesmo ano, o neurologista francés
Jean Prime relatou que a administracao oral de eosina em um paciente com epilepsia,
quando exposto a luz solar, causava dermatite. Esse foi o primeiro relato do uso clinico
da associacao entre a luz e um fotossensibilizador em seres humanos. Posteriormente,
Raab, Jodlbauer e von Tappeiner demonstraram que a presenga de um terceiro elemento,
o0 oxigénio, era necessario para que ocorressem efeitos toxicos nas células. Esse mecanismo

de acdo foi entdo denominado fotodinamica.3%4°

No inicio do século XX, tanto a inativagdo fotodindmica (IFD) quanto a ATBT
foram descobertas, mas os esforcos para o tratamento de doencas infecciosas foram di-
recionados principalmente na descoberta de novos antibiéticos com o surgimento da pe-
nicilina, enquanto o desenvolvimento de fotossensibilizadores (FS) foi limitado. Todavia,
com a crescente resisténcia aos diversos tipos de ATBs, a busca por alternativas efica-
zes tornou-se urgente. Isso resultou em um renovado interesse e avanco nas pesquisas

relacionadas aos FS.3"41

Para desencadear a fotoinativagdo de microrganismos, é necessario ativar os FSs
utilizando a luz em um comprimento de onda adequado. Geralmente, a IFD ¢é aplicada
utilizando-se a regiao azul, verde ou vermelha do espectro eletromagnético, combinando
as bandas de Soret (regiao de maxima absor¢ao de uma molécula) dos FSs com as fontes
de luz disponiveis. Além disso, é importante selecionar um comprimento de onda que nao
ative os cromoéforos naturais presentes no tecido ou nos microrganismos. Dessa forma, é
preferivel realizar a aplicacao dentro da janela Optica terapéutica, que abrange o inter-
valo de 650 a 1300 nm do espectro visivel.3”40 Essa faixa apresenta baixa absorcio pelas
biomoléculas e pela agua. Essa abordagem ¢é especialmente relevante no caso de infec-

¢oes internas, pois garante que o tratamento nao seja toxico para as células eucaridticas.
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Embora a regiao do espectro azul esteja compreendida no intervalo de 400 a 490 nm, a
qual nao corresponde a regiao da janela terapéutica, seu uso no tratamento de infecg¢oes
superficiais ndo apresenta toxicidade para as células epiteliais. Isso ocorre devido a baixa
penetrabilidade da luz azul nos tecidos, o que impede a ativagao indesejada dos cromoéforos

celulares nessa regidao.*?

A IFD oferece uma promissora alternativa para o tratamento de doengas infeccio-
sas, especialmente aquelas causadas por agentes patogénicos resistentes a ATBs conven-
cionais. Os FS sao capazes de gerar espécies reativas de oxigénio quando ativados pela
luz, levando a destruicao seletiva de microrganismos indesejados, como bactérias, fungos

e virus.*

2.2.2  Mecanismo de agao da inativacao fotodinamica

A TFD é uma técnica que produz espécies reativas de oxigénio (EROs) que desen-
cadeiam o estresse oxidativo. Os mecanismos moleculares de protecoes contra os agentes
oxidativos, quando ineficientes, resultam na morte celular. Nesta técnica, a producao das
EROs é resultante da absor¢cao de um féton no comprimento de onda correspondente a
banda de absorcao da molécula fotossensibilizadora, geralmente correspondente a regiao
azul, verde ou vermelha do espectro eletromagnético, esquematizado no diagrama de

Jablonski mostrado na Figura 4.
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Figura 4 — Mecanismo de acao da IFD representada pelo diagrama de Jablonski. O fotos-
sensibilizador (FS) internalizado na bactéria quando absorver um féton com
a energia suficiente para promover os elétrons a niveis mais energéticos, ira
transferir a energia ou elétrons para molécula de oxigénio produzindo espécies
reativas de oxigénio que degradarao carboidratos, proteinas, lipideos e mate-
rial genético. Fotossensibilizador (FS), estado singleto excitado (*F'S*), estado
tripleto excitado (*F'S*), oxigénio molecular (Oy).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Dependendo do tipo de infecgao, a escolha do fotossensibilizador (FS) influenci-
ara na resposta da IFD, pois infecgoes internas necessitam de FS que absorvam luz em
comprimentos de onda maiores para que a luz possa penetrar o tecido até o local da
infeccao.?® Além disso, dependendo da constituicio da parede celular bacteriana, ou seja,
se for Gram-negativa ou Gram-positiva, tera diferentes graus de afinidades com alguns

FS, que pode favorecer ou diminuir a efetividade da IFD.!3

A maioria dos FSs sdo moléculas organicas aromaticas com uma extensa desloca-
lizacao eletronica, sendo que ao comparar com moléculas menos decentralizadas a energia
necessaria para excitar os elétrons do orbital molecular ocupado mais alto (HOMO) para
o orbital molecular ndo ocupado mais baixo (LUMO) é menor. Ou seja, a luz no com-
primento de onda na regiao do visivel e infravermelho préximo tem alta probabilidade de
ser absorvida pelo FS, promovendo o elétron do estado fundamental (Sy) para o estado
singleto excitado (S7), o qual é instavel e com curto tempo de vida na ordem de grandeza
de nanosegundos. Por esta razao, varios processos ocorrem para que o FS seja mais esta-
vel, por exemplo, ao retornar ao estado inicial (Sp) emitindo calor (conversao interna) ou
luz (fluorescéncia).** A possibilidade de interesse para IFD é o cruzamento intersistema
para o estado tripleto excitado (77) menos energético que Sy, de modo que o FS seja mais
estavel. Esse processo ocorre de forma nao radioativa com a inversao do spin do elétron,
impedindo o retorno a Sy pois violaria o Principio de Exclusao de Pauli, uma vez que
os numeros quanticos seriam idénticos ao de seu elétron emparelhado. Com um tempo
de vida maior na ordem de grandeza de microssegundos, o FS excitado pode atuar em

reacoes quimicas por duas vias distintas.?"45

Na reacao do Tipo I ocorre a transferéncia de elétrons (ou Hidrogénio, H') para
biomoléculas tais como aminoécidos, proteinas, lipidios insaturados e bases nitrogenadas.
Mesmo apoés a irradiagao, essas biomoléculas podem reduzir ou oxidar outras moléculas
iniciando uma cadeia de reacao redox. A transferéncia de elétrons para o oxigénio pro-
duz o radical superéxido (O ) que sofre a reacao redox e produz perdxido de hidrogénio
(H503), no meio bioldgico catalizado pela enzima Superéxido Dismutase (SOD). A produ-
¢ao da hidroxila (OH ™) pode ocorrer via reagao Fenton com a redugao de ions metalicos,
tais como os fons ferrosos (Fe™3, Fe™), sendo o superéxido o agente redutor. Outra pos-
sibilidade de geracao de radical hidroxila é pela reacao direta do peroxido de hidrogénio

como superéxido, denominada de Heber Weiss. '3 14

O fotoprocesso do tipo II resulta na produgao do oxigénio singleto (*O,), por meio
da transferéncia de energia do F'S no estado tripleto excitado para o oxigénio no estado
tripleto (30s), seu estado basal. O oxigénio singleto possui o orbital 7*2p desocupado,
por isso é altamente reativo com compostos ricos em elétrons, tem um curto tempo de
vida (107 a 107® s) e uma baixa difusdo (> 200 nm), por esta razdao sua reagao ocorre

com as biomoléculas préximas ao FS.4445
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Ambas as reagoes tipo I e IT ocorrem simultaneamente, variando a eficiéncia depen-
dendo do FS e da disponibilidade de moléculas de oxigénios presente no meio. Contudo, a
reacao do tipo II tende a ser a de maior interesse, uma vez que os mecanismos de protecao
ao estresse oxidativo ndo se aplicam ao oxigénio singleto, sendo assim a IFD eficiente e

de baixa probabilidade de resisténcia.*3

2.2.3 Estresse oxidativo

A energia necessaria para a sobrevivéncia celular é obtida pela respiragao aerdbica,
que também é a principal fonte de geracao de EROs no interior de uma célula, seja pro-
carionte ou eucariética. O oxigénio molecular é essencial na cadeia respiratéria, pois atua
como o receptor final de elétrons do processo respiratério.*® Contudo, uma pequena fracao
de elétrons pode interagir com o oxigénio molecular, formando EROs como o superoxido
(O3) e peréxido de hidrogénio (Hy0y).46

O estresse oxidativo ocorre no caso em que ha um aumento exacerbado da pre-
senga de EROs no interior celular, e/ou quando a capacidade antioxidante da célula é
limitada.** Por exemplo, a oxidacdo lipidica promovida pelo H,O,, principalmente nos
acidos graxos poli-insaturados devido a insaturagdo e os grupos de metileno ("CH2"),
desencadeia reacao em cadeia de radical livre, ou seja, a partir de uma reacao oxidativa

os outros lipideos sdo oxidados sequencialmente, em efeito cascata.?”

Como resposta, as bactérias produzem enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase (SOD), catalase e peroxidase. A SOD é responsavel por converter o O; em
H50,, enquanto a catalase e a peroxidase atuam na decomposicao do HyO, em agua e
oxigénio.*® Além disso, a bactéria pode responder impedindo a formacao de radicais com
controle enzimatico e regulacao da disponibilidade de substratos, de modo a minimizar
a formagao de EROs como subprodutos. A sintese de SOD é regulada por SoxRS, que
também regula os genes que codificam enzimas de reparacao de DNA e do metabolismo
de carbono.** Em geral, o sistema SoxRS é ativado em resposta ao estresse oxidativo para
neutralizar radicais livres e reparar danos oxidativos em macromoléculas. Assim como o
gene OxyR, que atua como um sensor de redox em niveis elevados de H>05.*? O regulador
OxyR ao ser oxidado muda sua conformagcao, de modo a ativar sequéncias especificas de
DNA de enzimas antioxidantes, como a SOD, a catalase e a peroxidase. Além disso, o
OxyR também regula outros genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, como

aqueles relacionados a reparacao de DNA e a homeostase redox.46:4®

Na IFD, o oxigénio singleto produzido na reagao do tipo II é a EROs mais reativa.
O metabolismo celular ndo produz o oxigénio singleto, mas pode ser produzido pelos FSs
enddgenos como flavinas e porfirinas na presenca de luz.”® No caso das células fotossintéti-
cas, a producao ocorre devido a excitacao dos pigmentos clorofilas ou bacterioclorofilas.**

Entretanto, o entendimento de protegao contra o oxigénio singleto ainda ¢é escassos. Em
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alguns microrganismos foi observado que a presenca de oxigénio singleto pode ativar os

genes regulados por SoxRS, mas ndo foi identificado a ativacao de OxyR.*

A reacgao fotodinamica do tipo I produz EROs que comumente sao produtos se-
cundarios nos processos metabdlicos em uma célula, portanto, existem mecanismos de

1.5 No caso

protecao intrinsecos capazes de combater as EROs advindas da reacao tipo
do oxigénio singleto, ndo hé relatos de enzimas que o degradem.® Entretanto, a acdo fo-
toxidativa da IFD ocorre no interior da célula bacteriana em grande escala, de modo que
a expressao das enzimas de controle do estresse oxidativo seja insuficiente para evitar os
danos promovidos pelas EROs.?° Por essas razoes, a IFD é descrita como uma técnica que
possui baixa probabilidade em desencadear resisténcia ao seu mecanismo de agdo. Mas
ressalvas devem ser feitas quanto aos componentes da técnica, por exemplo, a interacao
da bactéria e FS,®! que em esséncia é uma interacio molécula e célula e pode estar sujeita

a acao de bombas de efluxo, por exemplo.??

2.3 Combinacao de terapias
2.3.1 Sinergismo e antagonismo

A resisténcia antimicrobiana emergente supera a introducdo de novos medica-
mentos, motivando a busca por estratégias que maximizem os efeitos dos tratamentos
existentes com a combinacao de terapias, a qual visa melhor eficicia pelo efeito sinér-
gico, ampliar o espectro de agdo antimicrobiana, minimizar efeitos colaterais e suprimir
o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana.?® Neste cendrio, a interacao pode ser
entre compostos, ou seja, combinacao de diferentes ATBs e adjuvantes, ou até mesmo
a combinacao de ATBs com outros tratamentos seja a IFD, peptideos antimicrobianos,

bacteriéfagos e nanoparticulas.’

Idealmente, espera-se que ao combinar técnicas o resultado a ser obtido seja um
efeito de sinergia. Entretanto, uma reposta potencializada nao significa um resultado
sinérgico entre as terapias combinadas, pois sinergia requer uma definicdo cautelosa con-
forme determinado em 1992 na Finlandia, descrito no acordo de Saariselki.?® O sinergismo
refere-se a uma interacao entre duas substancias ou elementos que resulta em um efeito
maior do que a soma dos efeitos individuais de cada um. Em outras palavras, a agdo com-
binada é mais intensa ou mais eficaz do que se cada terapia atuasse isoladamente.?>>% Por
outro lado, o antagonismo refere-se a uma interacao entre duas substancias ou elemen-
tos que resulta em um efeito menor do que o esperado com base nos efeitos individuais
de cada um. Nesse caso, as terapias tém efeitos opostos ou contrarios, neutralizando ou

diminuindo a atividade uma da outra.®” 58

Portanto, categorizar a resposta em sinérgico e antagonico esta associado com o

resultado da analise do efeito por meio de modelo de referéncia, o qual pode incluir outras

definicoes intermedidrias e diferenciar a interpretacio de uma resposta em sinérgica.35°
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Por exemplo, o modelo de aditividade de Loewe supoe que os efeitos das terapias indivi-
duais em uma combinagdo sao independentes e podem ser somados aritmeticamente. Ou
seja, se as terapias A e B forem aditivas, a resposta combinada delas serd igual a soma
das respostas individuais esperadas das substancias A e B, quando utilizadas nas mesmas
concentragoes. Isso implica que as terapias atuam independentemente uma da outra, su-
pondo que nao haja sinergismo ou antagonismo na combinagao. Embora seja uma analise
simples de sinergia, pode nao ser verdadeira quando existem interagoes nao lineares ou

mecanismos complexos de acao.?” 5

Por outro lado, o indice de Bliss considera que o efeito combinado de dois trata-
mentos é determinado pela probabilidade da resposta ser afetada por pelo menos um dos
tratamentos. Isto é, o indice de Bliss quantifica a sinergia entre duas terapias ao considerar
a sobreposicao dos seus efeitos individuais, sendo o grau de sinergismo a probabilidade
de que a combinacao de ambas terapias tenha um efeito maior do que o esperado quando
agem de forma independente, ou seja, que sua a¢ao conjunta é mais eficaz do que a soma

de suas acoes individuais.®% 6!

Independentemente das técnicas utilizadas na combinac¢ao, é importante adotar
abordagens metodolégicas apropriadas e selecionar um modelo de referéncia para catego-
rizar os resultados em relagao ao grau de interacao, para garantir a validade dos resultados

e uma interpretacao adequada do nivel de interacao alcancado.?®

2.3.2 Efeito da acdo combinada da IFD e ATBT

Ao longo dos anos, diversos estudos combinando ATBs e IFD sao apresentados
na literatura considerando diferentes microrganismos, FS, fonte de luz, ATBs, de modo a
totalizar em mais de 80 parametros distintos associados.®? Todavia, a minoria dos estudos
abordaram as metodologias (tabuleiro de xadrez, efeitos p6s-antibidticos, tempo de morte)
ou modelos de anélise (Loewe, Bliss) para classificar os resultados em efeitos sinérgicos e

antagodnico apropriadamente.53

Apesar disso, esses estudos tém demonstrado a capacidade da IFD em potencializar
a agdo dos ATBs na maioria dos casos.’ %% Por exemplo, o F'S meso-tetra (4-aminofenil)
porfina, uma porfirina cationica, associada a cloranfenicol e tobramicina apresentam re-
sultados aditivos para S. aureus e E. coli, e sinérgicos para Staphylococcus epidermidis e
S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus).%* O FS rosa bengala apresenta sinergia com gentamicina (GEN) e ciprofloxacino
em Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.% O FS azul de metileno aumentou a
susceptibilidade de MRSA para cloranfenicol e tetraciclina.’® E efeito significativos na
reducao da concentragao inibitéria minima (MIC) de ciprofloxacino em E. coli foi obtido

com IFD utilizando FSs imidazol catidénicos.”

Entretanto, algumas combinagbes sao indiferentes, ou seja, ndo apresentam um
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efeito potencializador da agao bactericida, por exemplo, GEN, vancomicina, rifampicina,
acido fusidico e ceftriaxona combinados com o FS azul de metileno em S. aureus.5* 58
Assim como é relatado antagonismo para vancomicina combinado com IFD utilizando rosa
bengala em E. faecium.%® Apesar de poucos os casos relatados, nem todas as associacoes,

de fato, serdo sinérgicas.%?

Estudo em biofilmes foi realizado combinando ATBs e IFD utilizando azul de meti-
leno como FS. Nos biofilmes de S. aureus e E. coli com subconcentragoes de ciprofloxacino,
os resultados indicaram que independente do grau de resisténcia dos microrganismo, a as-
sociacdo de IFD e ATB foi mais eficaz que a monoterapia na reducao do biofilme.®® Por
outro lado, a combinacao com GEN mostrou atividade antimicrobiana na cultura plancto-
nica de S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, mas quanto a cultura de biofilme apenas a

P. aeruginosa apresentou resultado significativo para associacdo.5’

Além disso, analises de tratamentos combinados em longos prazos foram avalia-
dos para IFD com azul de metileno e amoxicilina (AMO) durante 5 dias em S. aureus.
Os resultados demonstraram que nenhuma resisténcia bacteriana significativa foi desen-
volvida.”™ Entretanto, a redugao da concentragio inibitéria minima (MIC, do inglés Mi-
nimum inhibitory concentrations) de oxacilina em MRSA promovida pela combinagao
de TFD com deuteroporphyrin como FS nao foi mantida para geragoes descendentes das

células tratadas.™

Em geral, os estudos relatados na literatura tém buscado demonstrar a potencia-
lizacdo da agao dos ATBs pela IFD, explorando combinacoes sinérgicas entre diferentes
classes de ATBs e FSs, bem como a ordem de associacdo, seja simultanea ou sequencial.?
Esses parametros tém impacto direto nos resultados obtidos no tratamento. No entanto,
¢é importante destacar que poucos estudos tém adotado metodologias e analises adequa-
das.®® Além disso, a literatura ainda carece de embasamento mecanistico dos efeitos da
associacdo da IFD com ATBs, a fim de garantir que essa abordagem combinada seja
uma alternativa eficaz para combater a resisténcia bacteriana, e ndo contribuir para sua

propagacao.?6:37



41

3 AVALIACAO DOS EFEITOS COMBINATORIOS DA INATIVACAO FOTODI-
NAMICA COM A ANTIBIOTICOTERAPIA

A resisténcia bacteriana aos ATBs representa uma grave ameaca a satide publica
global no século atual. E crucial fortalecer e estar de acordo com as conformidades do
tratamento de infec¢Oes causadas por bactérias resistentes, por meio do desenvolvimento
de novos métodos antimicrobianos eficazes, comprovados para uso clinico. A TFD surge
como uma alternativa a antibioticoterapia (ATBT) convencional, o tratamento padrao
para infecgoes, devido ao seu mecanismo de agao que permite a eliminacao de células mi-
crobianas indesejaveis sem promover a selecao de linhagens bacterianas resistentes e com
baixos efeitos colaterais. Nos tltimos anos, o Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica
(CEPOF-IFSC/USP) tem realizado diversos estudos de controle microbioldgico visando
aprimorar o potencial da aplicacao clinica da IFD. No entanto, a pesquisa clinica para
o tratamento de infecgoes bacterianas requer grupos comparativos com uso de antimi-
crobianos (ATBs) para também avaliar possiveis interagoes medicamentosas antagonicas
ou sinérgicas que podem acontecer. Neste contexto, este capitulo teve como objetivo in-
vestigar a combinacao de diferentes classes de ATBs, assim como protocolos de IFD em
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, ambas bactérias Gram-positivas. Os re-
sultados indicaram que os protocolos de IFD utilizando CUR como FS mostraram-se
eficientes, em condigoes de baixa dose de luz, dependendo da concentragao de FS. Além
disso, a aplicacao de subdose de IFD previamente & ATBT (antibioticoterapia) apresentou
resultados promissores, pois reduziu a Concentragao inibitéria minima (MIC) da maioria
dos ATB estudados. Os iniciais apresentados sao fundamentais para o desenvolvimento

dos proximos capitulos da pesquisa cientifica desenvolvida nesta tese.

3.1 Metodologia
3.1.1 Cultivo microrganismo

A bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Streptococcus pyogenes coletada
de paciente diagnosticado com faringotonsilites em pesquisa clinica (Comité de Etica
Humana da Santa Casa, Sao Carlos-Sao Paulo, Brasil CAAE 83082018.4.0000.8148) foram
cultivadas em meio Brain Heart Infusion Agar (BHI) por 24 h. As colonias foram suspensas
em tampao fosfato salino (PBS) para teste de IFD. Para tratamentos contendo ATB foram
suspensos em meio Mueller Hinton Control Cation (MH). O indculo foi ajustado em 10®
UFC/ml por meio da absorbancia em 600 nm (Cary UV-Vis50, Varian).
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3.1.2 Inativagdo fotodinamica

A solucdo estoque da curcumina sintética (CUR, PDTPharma®) foi preparada
em alcool etilico em 5 mM e diluida em 4gua destilada nas concentracoes de interesse.
Desta forma, a concentracao de éalcool etilico foi substancialmente reduzida para evitar
possiveis efeitos adversos em estudo futuros, com concentracio final de 0,2%. Realizou-
se trés grupos controles: Controle Geral (bactéria), Controle Escuro (bactéria + FS),
Controle Luz (bactéria + luz) e o grupo tratamento IFD (bactéria + FS + luz). O volume
final do pogo foi de 400 pl. Para os grupos IFD e grupo escuro as bactérias foram incubadas
com 2,5 a 160 uM de CUR por 15 min. Posteriormente, os grupos luz e IFD foram
submetidos a dose de luz 5 J/cm? utilizando o dispositivo LED de 450 nm (Biotable®).
As amostras foram semeadas em placas de Petri contendo agar BHI para contagem das
unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/ml) sobreviventes. Condigdes abaixo
do limiar de dose da IFD foram usadas para os experimentos de combinagao, garantindo

a sobrevivéncia das células bacterianas para continuidade do estudo.

3.1.3 Concentragao inibitéria minima

Os experimentos foram adaptados conforme a recomendacgao do Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI).™ Solugoes estoque de 5 mg/ml de amoxicilina (AMO)
em tampao fosfato, eritromicina (ERI) em &alcool etilico e gentamicina (GEN) em agua
foram preparadas. A partir da solucao estoque, foi preparada a solugdo na concentragao
de interesse em meio MH. Foram adicionados 50 uL. de meio MH nos pogos da placa de
96 pocos, com excecao do primeiro poc¢o da primeira coluna. Os ATBs foram distribuidos
por meio da diluicao sequencial, sendo 100 pL no primeiro poco e transferido 50 uL para
os pocos adjacentes de uma mesma fileira. Posteriormente, o inéculo bacteriano em 108
UFC/ml foi diluido em concentragao final de 20 %, sendo 50 pL adicionados aos pogos,
totalizando o volume final de 100 pL.. Em conjunto foi realizado o controle positivo de
crescimento bacteriano e controle negativo do meio de cultura, a placa foi armazenada a
37 °C por 24 horas. Posteriormente, 30 ul. de solugdo de resazurina (0,0015%) foi adicio-
nada por 4 horas a 37 °C. A concentracao inibitéria minima (MIC, em inglés) foi definida
como a menor concentragdo do ATB com capacidade de inibir o crescimento visivel das

cepas bacterianas, indicada pela atividade metabdlica da resazurina.

3.1.4 Curva de crescimento com terapia combinada

De acordo com os procedimentos descritos na sec¢ao 3.1.2 e 3.1.3 foram realizados
os ensaios de interacdo com a MIC de todos os ATBs determinadas separadamente e as
correspondentes doses de IFD. Para isso, diferentes gradientes de concentracao de ATB
e F'S foram utilizados. As bactérias foram submetidas primeiramente a IFD e, posterior-

mente transferidas para cubetas com adicdo de ATB com concentragoes proxima da MIC,
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definindo o tempo zero. A densidade éptica foi medida em 600 nm em cada grupo das
respectivas monoterapias e o grupo controle durante um periodo de 8 horas, para verificar

a curva de crescimento dos respectivos tratamentos.™

3.1.5 Fotodegradaciao da curcumina com antimicrobianos

A partir da solucao estoque de CUR preparada em &lcool etilico em 5 mM,
preparou-se nova solu¢ao em agua destilada na concentragao de 20 pM. As solugoes es-
toques do ATBs AMO, ERI e GEN foram diluidas em agua para uma concentracao de 5
pg/ml. Em uma placa de 24 pogos foram adicionados 250 pl de CUR (20 M) e 250 pl
de um dos ATBs, totalizando 4 pogos para AMO, ERI e GEN. E 4 pocgos contiveram 250
pl de CUR (20 uM) e 250 ul de dgua. A placa de 24 pogos foi submetida a irradiagdo no
dispositivo de LED (Biotable®) de 450 nm e 40 mW /cm? em doses de luz de 0, 20, 40 e
80 J/cm?. A cada intervalo, as amostras foram transferidas para cubeta de quartzo e a
fluorescéncia foi coletada no comprimento de onda de excitacdao de 430 nm no fluorimetro

Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer®.

3.1.6 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata com n=9 para cada grupo estu-
dado. Os resultados foram analisados utilizando a ANOVA associada ao teste de Tukey
post hoc. Os valores foram considerados significativamente diferentes com um intervalo
de confianca de 95%. Para analisar os efeitos sinérgicos e antagdnicos da combinagao de

terapias, foi aplicado o modelo de independéncia de Bliss™ conforme a equacao 3.1:

Sbliss — FATB *FIFD _ Comb (31)

sobrev sobrev sobrev

3.2 Resultados

3.2.1 Inativagdo fotodindmica e concentracao inibitéria minima de S. aureus

A Figura 5 mostra a resposta de sobrevivéncia de S. aureus na IFD com dose de
luz fixa em 5 J/cm?, variando a concentracao do FS (CUR). Os grupos controle luz (L5)
e escuro (FS2,5-FS160) indicam que nao ha atividade téxica da CUR no escuro e da luz
no comprimento de onda de 450 nm quando aplicado sobre as bactérias nas condig¢oes
estudadas, pois nao houve reducao estatisticamente significativa da carga bacteriana,
garantindo que os resultados de IFD sao decorrentes das espécies reativas de oxigénios
formadas. Para a IFD observou-se uma reducao da carga bacteriana de 1,90 Log (UFC/ml)
para 2,5 uM de CUR, a menor concentracao avaliada. Para 10 e 20 uM foi reduzido 2,64
e 3,30 Log (UFC/ml) respectivamente, e a redugao completa foi obtida na concentragiao

160 uM de FS, a maior avaliada, considerando a mesma dose de 5 J/cm?.
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Figura 5 — Inativacao Fotodinamica (IFD). Sobrevivéncia de S. aureus com controle es-
curo curcumina de 2,5 a 160 uM (C), controle dose de luz de 5 J/cm? (L5) e
IFD com dose de luz fixa para diferentes concentragoes de curcumina (CL5).
Letras distintas indicam diferencga estatisticamente significativa p<0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.

A concentracao inibitéria minima foi determinada para AMO, ERI e GEN em S§.
aureus e classificada como sensivel e resistente de acordo com os valores de referéncia
do BrCAST.™ Além disso, foi avaliado o efeito da IFD nos valores de MIC para as
concentragoes de CUR na fluéncia de 5 J/em?, inativando menos de 50% da populagao.

Os dados sao apresentados na Tabela 1.

De modo geral, a cepa estudada é sensivel aos ATBs avaliados antes e depois
da IFD com excecdao da ERI, ao qual a S. aureus se mostrou resistente quando nao
submetida previamente a IFD. Quando o ATB é entregue junto com a CUR no escuro ha
uma pequena tendéncia em aumentar os valores da MIC comparado aos grupos controles,
sendo que a combinacdo AMO+FS2,5 apresentou classificagdo como resistente ao invés de
sensivel. Além disso, todos os grupos que receberam subdose de IFD antes do antibidtico
AMO e ERI, a S. aureus apresentaram menores valores de MIC, diferentemente da GEN
que mostrou valores maiores, porém dentro da classificacao sensivel ao antimicrobiano

para essa bactéria.

E vélido ressaltar que embora a cepa avaliada originalmente tenha sido obtida

da colegao ATCC, o ntimero de passagens do estoque utilizado sdo superiores a cinco,
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Tabela 1 — Concentragao Inibitéria Minima (MIC) e classificagdo da Amoxicilina (AMO),
Eritromicina (ERI) e Gentamicina (GEN) para S. aureus em sensivel (S) ou
resistente (R). Valores para controle e com diferentes concentragoes de curcu-
mina no escuro (FS) e com dose de luz de 5 J/cm? (IFD).

(pg/ml)
Grupos | Amoxicilina | Eritromicina | Gentamicina
Controle | 0,125 S 32 R 0,5 S
FS2.5 2 R | 64 R 0,5 S
FS10 0,25 S 64 R 1 S
F'S20 0,25 S 16 R 0,25 S
IFD2.5 | 0,125 S |05 S 2 S
IFD10 0,125 S 10,5 S 2 S
IFD20 0,063 S 105 S 2 S

Fonte: Elaborada pela autora.

de modo que a cepa ndo mantém as mesma caracteristicas fenotipicas e aumentem as

probabilidades de mutacdo comparada a cepa ancestral.”

3.2.2 Inativagao fotodindmica e concentracao inibitéria minima de S. pyogenes

Na Figura 6, é apresentada a resposta de sobrevivéncia de S. pyogenes a IFD
com uma dose de luz fixa de 5 J/cm?; variando a concentracao do FS (CUR). Os grupos
controle de luz (L5) e escuro (C) evidenciam a auséncia de atividade téxica da CUR
quando aplicada as bactérias assim como a dose de luz de 5 J/em? no comprimento de
onda de 450 nm, isso é comprovado pela falta de reducao estatisticamente significativa da
carga bacteriana. A inativacdo obtida nos grupos de IFD é, portanto, em decorréncia da
acao fotoxidativa. Para dose de luz de 5 J/cm? e F'S nas concentragoes de 2,5, 10 e 20 uM
foram obtidas redugoes de 2,76, 2,90 e 3,35 Log (UFC/ml), respectivamente.

A MIC dos ATBs AMO, ERI, e GEN foi avaliada para S. pyogenes, assim como a
influéncia dos parametros da IFD, conforme a Tabela 2. A cepa é classificada como resis-
tente para AMO e ERI, nao apresentou alteracao do MIC quando previamente exposto
a CUR. Entretanto, houve reducao de 256 vezes em relagdo ao controle (bactéria sem
tratamento) quando a IFD foi aplicada previamente no S. pyogenes. No caso da ERI, a
cepa também foi classificada como resistente, sendo que a presenca de CUR nas concen-
tragoes de 10 e 20 uM aumentaram a MIC em 2 vezes. Contudo, a aplicacao prévia de
IFD alterou a classificacdo da cepa de resistente para sensivel a ERI com a reducao dos
valores de MIC. No caso da GEN, a S. pyogenes é considerada suscetivel, mas nao existe
um ponto de corte estabelecido, porém valores tipicos de MIC da GEN para essa bactéria

76-78
L,

estao na faixa de 0,25 a 4 pg/m ou seja, embora tenha tido um aumento do MIC

quando aplicada a IFD, ainda estao dentro dos valores reportados.
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Figura 6 — Inativagdo Fotodindmica (IFD). Sobrevivéncia de S. pyogenes com controle
escuro curcumina de 2,5 a 160 uM (C), controle dose de luz de 5 J/cm? (L5) e
IFD com dose de luz fixa para diferentes concentragoes de curcumina (CL5).
Letras distintas indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 2 — Concentracao Inibitéria Minima (MIC) e classificagdo da Amoxicilina (AMO),
Eritromicina (ERI) e Gentamicina (GEN) para S. pyogenes em sensivel (S)
ou resistente (R). Valores para controle e com diferentes concentragoes de
curcumina no escuro (FS) e com dose de luz de 5 J/cm? (IFD).

(pg/ml)
Grupos | Amoxicilina | Eritromicina | Gentamicina
Controle | 128 R 8 R 10,125 -
FS2.5 128 R 8 R 10,125 -
FS10 128 R 16 R 10,125 -
FS20 128 R 16 R 10,125 -
IFD2.5 0,5 R 0,5 S 0,5 -
IFD10 0,5 R 0,5 S 0,5 -
IFD20 0,5 R 0,125 S 0,5 -

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.3 Avaliagao de efeitos sinérgicos e antagdnicos

A curva de crescimento microbiano da combinagao de IFD com ATBT foi reali-
zada tanto para S. aureus quanto para S. pyogenes. Os protocolos de IFD empregados
foram os que apresentaram menos de 50% de inativacdo. Primeiramente, foi aplicada a
IFD e posteriormente a adicao dos ATBs. A taxa de crescimento foi avaliada para as 27

combinagoes e as 12 monoterapias, além do grupo controle.
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Figura 7 — Curva de crescimento da combinagdo da inativagao fotodindmica (IFD) e da
antibioticoterapia em S. aureus com fluéncia (L) 5J/cm? em 450 nm, com
grupo controle e respectivas monoterapias. Variacao da concentragao do fotos-
sensibilizador (F) de 2,5, 10 e 20 uM e das concentragoes das ATBs em MIC,
Y% MIC, 4 MIC. A) Controles dos parametros de IFD, B) combinacao com
amoxicilina (AMO),C) combinagao com eritromicina (ERI) e D) combinagao
com gentamicina (GEN).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para S. aureus, conforme mostra a Figura 7, as terapias reduziram a taxa de cres-
cimento da bactéria quando comparada com o grupo controle, que possui um crescimento
mais acelerado. O grupo luz nao modificou o padrao de crescimento de S. aureus, en-
quanto que apenas o FS retardou o inicio do crescimento exponencial, porém a saturacao
em 8 h é atingida semelhantemente ao grupo controle (Figura 7.A). Nos demais painéis
(Figura 7.B-D) verificou-se que a taxa de crescimento dos grupos combinados é menor do

que as monoterapias, com a saturagao nao alcancando 60% em relagao ao grupo controle.

O efeito combinado de dois tratamentos representado pelo indice de Bliss (Figura
8) é definido como a probabilidade do microrganismo ser afetado por pelo menos um dos

tratamentos, os quais agem independentemente.

A) 0 0.125 0.25
&ANTAGONISMO SiNERGISMO->
B) A = 0,25
M E; 0,125
0O = 0,063
2,5 10 20
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c E = 16
£
R 3 8
3
I = 4
2,5 10 20
CUR (M)
D) G = 0,5
E % 025
3
N = 0,125
2,5 10 20
CUR (uM)

Figura 8 — Avaliagao do efeito sinérgico ou antagénico para S. aureus pelo indice de Bliss
(Equacao 3.1) para IFD (curcumina (CUR) de diferentes concentragoes, 5
J/cm?) e ATB. Sinergia (S>0) estd representado em escala azul e antagonismo
(S<0) esta representado em vermelho. A) Escala de cor. B) Grupo com Amoxi-
cilina (AMO). C) Grupo com Eritromicina (ERI). D) Grupo com Gentamicina
(GEN).
Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 8 foi observado a combinac¢ao sinérgica em 81,5% dos grupos combi-
nados (N=27), ou seja, embora as monoterapias usadas sejam subdose, as combinagoes

resultaram em uma inativagdo bacteriana promissora. As combinagoes antagonicas foram
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observadas nos grupos cujo uma das monoterapias (ATB ou IFD) possuiam baixa efetivi-
dade e, desse modo, o efeito nao foi suficiente para promover uma inativagao bacteriana

significativa mesmo combinando as terapias.

A anilise da Figura 9 revela que as terapias, seja a IFD, a ATBT ou a combinagao
de ambas, reduziram a taxa de crescimento de S. pyogenes em comparagdo com o grupo

controle, que apresentou um crescimento mais acelerado.
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Figura 9 — Curva de crescimento da combinagdo da inativagao fotodindmica (IFD) e da
antibioticoterapia em S. pyogenes com fluéncia (L) 5J/cm? em 450 nm, com
grupo controle e respectivas monoterapias. Variacao da concentragao do fotos-
sensibilizador (F) de 2,5, 10 e 20 uM e das concentragdes dos ATBs em MIC,
Y% MIC, 4 MIC. A) Controles dos parametros de IFD, B) combinacao com
amoxicilina (AMO), C) combinagao com eritromicina (ERI) e D) combinagao
com gentamicina (GEN).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 9.A, observa-se a influéncia dos parametros da IFD na proliferacao de
S. pyogenes, constatando que a luz tem pouca influéncia. No entanto, apesar de o FS
retardar a fase logaritmica de crescimento, a densidade Optica alcanga a mesma saturagao
em 8 horas. Em relagdo aos grupos que receberam os antibiéticos AMO, ERI e GEN,
representados na Figura 9.B-D, respectivamente, a saturacao nao atingiu 60% em relacao

ao grupo controle.

Para S. pyogenes, dos 27 grupos combinados 5 resultaram como antagonicos pelo
indice de Bliss, conforme mostra a Figura 10. Majoritariamente, os grupos antagonicos
foram obtidos quando uma das monoterapias afeta significativamente a populagdo bac-
teriana, por exemplo a IFD de 20 uM com 5 J/cm?, com o resultado combinado sendo

praticamente equivalente ou até mesmo inferior que a monoterapia.
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Figura 10 — Avaliagao do efeito sinérgico ou antagdnico para S. pyogenes pelo indice de
Bliss (Equagao 3.1) para IFD (curcumina (CUR) de diferentes concentragoes,
5 J/cm?) e ATB. Sinergia (S>0) esta representado em escala azul e antago-
nismo (S<0) estd representado em vermelho. A) Escala de cor. B) Grupo
com Amoxicilina (AMO). C) Grupo com Eritromicina (ERI). D) Grupo com
Gentamicina (GEN).
Fonte: Elaborada pela autora.
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As curvas de crescimentos das combinacoes de tratamentos apresentadas na Figura
7 e na Figura 9 nao sao modeladas por fungoes sigmoides ou logistica adequadamente.
Entretanto, foi possivel quantificar a taxa de crescimento por um ajuste linear em duas

regioes, sendo que ha uma inflexdao da curva em 4 h, como visualizado na Tabela 3.

Tabela 3 — Comparacao entre as taxas de crescimento para as combinacoes de inativacao
fotodindmica (IFD) com os antimicrobianos (ATBs): amoxicilina, eritromicina
e gentamicina para Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes das curvas
de crescimento apresentadas na Figura 7 e Figura 9.

Bactérias IFD - Amoxicilina | IFD - Eritromicina | IFD - Gentamicina
Oh-4h \ 4h-8h Oh-4h \ 4h-8h Oh-4h \ 4h-8h
S. aureus <1 Monot. <Monots <Monots
S. pyogenes | <Monots \ >Monots <ATB <Monots

Fonte: Elaborada pela autora.

Na IFD+ERI e IFD+GEN, a bactéria S. aureus teve taxas de crescimento inferior
as monoterapias, independente da regiao (Oh-4h ou 4h-8h). No caso dos tratamentos de
IFD+AMO, as combinagoes apresentaram uma taxa de crescimento menor que pelo menos
uma das monoterapias, seja a ATBT ou a IFD. Para S. pyogenes, as taxas de crescimento
das combinacoes foram diferentes para cada ATB. O grupo IFD+AMO, apresentou taxa
de crescimento menor que as monoterapias na regiao de Oh-4h, sendo que na regiao de 4h-
8h o crescimento do tratamento combinado foi maior que a monoterapia. Para IFD+ERI,
a combinacao apresentou taxas de crescimento inferior apenas na monoterapia de ATB,
mas foi maior do que a da monoterapia IFD. Contudo a IFD+GEN resultou em taxa de

crescimento menor do que todas as monoterapias correspondentes.

3.2.4 Fotodegradacao da curcumina com antimicrobianos

A luz é um dos principais componentes da IFD, sendo o efeitos de diferentes
doses de luz no espectro de fluorescéncia da CUR com/sem ATBs foram avaliados e estao

apresentados na Figura 11.

A intensidade de fluorescéncia do FS é cerca de 6 vezes maior quando a CUR
estd sozinha em comparagdo com sua presenca em combinac¢ao com um ATB. O pico de
fluorescéncia apenas da CUR foi de 541 nm, enquanto que na presenca de AMO, ERI

observa-se um deslocamento do pico de fluorescéncia para 538 nm, para GEN em 536 nm.
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Figura 11 — Espectros de fluorescéncia com excitagao em 430 nm da curcumina (CUR,
10pM) com/sem antimicrobianos (5 pg/ml), fotodegradada com dose de luz
de 0 a 80 J/cm2 A) Apenas CUR, B) grupo com amoxicilina (AMO), C)
grupo com eritromicina (ERI) e D) grupo com Gentamicina (GEN).
Fonte: Elaborada pela autora.

Com base na area da curva de fluorescéncia, os valores obtidos ao longo das di-
ferentes dose de luz aplicadas foram normalizadas pela drea inicial (t = 0 s). Os dados
foram plotados na Figura 12 como curva de decaimento exponencial. Desse modo, foi
determinada a taxa de fotodegradacio da CUR na auséncia dos ATB em 2,59.107* 571, ¢
na presenga de AMO (2,54.107* s71), ERI (8,43.107* s7!) e GEN (2,75.107* s7!). Para
o grupo com AMO e GEN as taxas se mantiveram préximas as obtidas para apenas CUR.
Entretanto, o grupo com ERI foi o qual apresentou maior taxa de fotodegradacao, sendo

até 3 vezes maior do que o grupo apenas CUR.
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Figura 12 — Curva de fotodegradacao normalizada da CUR, (Cur, 10uM) com/sem amo-
xicilina (AMO), eritromicina (ERI) e gentamicina (GEN) na concentragoes
de 5 pg/ml, com doses de luz de 0 a 80 J/cm?2, pela drea da curva de fluores-
céncia obtida com excitacao em 430nm.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Discussao

Ambas bactérias Gram positivas S. aureus e S. pyogenes sao de relevancia clinica
devido a doencas causadas em seres humanos. Como agravante, diversas linhagens de
S. aureus sio multirresistentes, ou seja, ndo respondem a diversas classes de ATBs.™ S.
pyogenes, em geral, sao cepas suscetiveis a ATBs, porém frequentemente sao identificados
isolados que apresentam resisténcia a penicilinas e macrolideos.” Idealmente, na rotina
clinica, seria necessario identificar a sensibilidade antimicrobiana da cepa para a escolha
adequada do medicamento.?? Em alguns casos, podem ser necessarios ATBs alternativos

ou combinacoes de tratamentos para combater a infeccao, sendo a IFD uma das opgoes.

A CUR é uma molécula presente na raiz da Curcuma longa, amplamente utili-
zada na culinaria e conhecida pelas suas diversas propriedades medicinais, como anti-
inflamatérias e antimicrobianas.®? Sendo um composto natural que apresenta baixa bi-
odisponibilidade, ou seja, é eliminada rapidamente do organismo, resultando em baixas
concentragoes sanguineas, por isso o uso em humanos da CUR é aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA).8" Além disso, a CUR ¢ caracterizada como FS, pois ao ab-
sorver luz no comprimento de onda entre 420 a 450 nm produz EROs, sendo de interesse
para tratamentos de infec¢oes bacterianas superficiais como feridas, faringotonsilites entre

outras.8?
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Quando a CUR é combinada com ATBs sem a presenca da luz, os resultados podem
variar dependendo da concentracao em que o F'S esté presente, conforme apresentados na
Tabela 1 e Tabela 2. Em baixas concentragoes, é possivel que a CUR apresente competicao
com a acao do ATB, uma vez que ambos podem estar competindo pelo mesmo alvo
no microrganismo, ou pela internalizacao dentro da célula bacteriana. Diferentemente,
quando a CUR estd em maiores concentragoes na auséncia de luz, sua propriedade de

inibir o crescimento bacteriano auxilia a atividade dos ATBs.

A interacao entre a concentragdo de ATBs ou da IFD e seus efeitos individuais é
um aspecto importante a ser considerado. E possivel observar que concentracoes muito
baixas dessas terapias podem nao ser eficientes ao inibir o crescimento bacteriano, pois
nao ha quantidade dos parametros para combater efetivamente as bactérias. Da mesma
forma, concentracoes altas podem apresentar resultados antagonistas, ou seja, os efei-
tos combinados nao sao superiores aos das monoterapias. Além disso, em alguns casos,

concentracoes elevadas de ATBs podem levar a um aumento da resisténcia bacteriana.®?

A acao fotoxidativa utilizando a CUR como FS causa danos na estrutura bacte-
riana, seja membrana celular, proteinas e 4cidos nucleicos.®* Esses danos podem tornar
a membrana mais permeavel e comprometer a integridade das células bacterianas. Possi-
velmente, a internalizacdo dos ATBs pode ser facilitada devido aos danos causados pela
IFD, permitindo que os ATBs atinjam seus alvos e exercam sua atividade de maneira
mais eficaz. Além disso, como mostrado na Figura 7 e na Figura 9, a acdo combinada da
IFD e dos ATBs pode ter um efeito mais prejudicial na replicacao celular bacteriana do
que as monoterapias, pois os ATBs inibem a sintese de DNA ou de protefnas,” enquanto
a IFD pode danificar ainda mais as estruturas moleculares essenciais para a replicacio.?”
Dessa forma, a combinacao das duas terapias pode resultar em efeito sinérgico, conforme

a Figura 8 e Figura 10.

Ademais, a presenca de ATB durante a absor¢do da luz pela CUR pode nao ser
favoravel, como elucidado na Figura 11 e Figura 12, pela reducao da intensidade de
fluorescéncia dos grupos CUR+ATB em até 90%. Possivelmente, esse efeitos podem ser
devido a interacoes moleculares que resultam em mudancas nas propriedades de absorcao
da luz pela CUR, levando a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia.®> Outra hipdtese
pode ser pela transferéncia de energia para outras moléculas presentes, de modo que o ATB
pode atuar como um aceptor de energia, desviando a energia excitada da CUR para outras
moléculas proximas. Essa transferéncia de energia diminui a eficiéncia da fluorescéncia do
FS.86 E valido ressaltar que, em questdo, as concentracdes molares tanto do FS quanto do
ATB estao em concentragoes proximas, aproximadamente 1:1, sendo CUR 10 M, AMO
13,7 uM e GEN 10,5 uM. Concentragoes elevadas podem levar a um maior efeito na
redugao da intensidade de fluorescéncia com 5 pg/ml de ERI correspondendo a 6,8 M,

ou seja a menor proporcao de moléculas de ATB e CUR, aproximadamente 2:1. Além
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disso, as moléculas de ERI fotodegradadas podem formar complexos de CURs com os

grupos oxilas, resultando em diminui¢ao do sinal de fluorescéncia.

As duas espécies de bactérias estudadas neste capitulo mostraram respostas seme-
lhantes aos tratamentos aplicados. Os resultados apresentados evidenciam que a hipotese
da acao fotodinamica é capaz de potencializar a acao dos ATB, porém é essencial encon-
trar o equilibrio adequado nas concentragoes de ATBs ou IFD para obter os melhores

resultados terapéuticos.

3.4 Conclusao

Em conclusao, os resultados indicam que as concentragoes de ATBs ou IFD que
nao sao eficientes na monoterapia tém a tendéncia de apresentar resultados antagoni-
cos. Portanto, é fundamental encontrar concentragoes adequadas que possam fornecer
um efeito sinérgico e maximizar a eficicia da terapia combinada, evitando concentragoes
excessivas que possam levar a efeitos adversos. No entanto, é importante ressaltar que
as respostas sinérgicas da combinagao da IFD e dos ATBs podem variar dependendo da
cepa bacteriana especifica, dos tipos de ATBs utilizados, das doses de luz empregadas
e das condigoes experimentais. Além disso, a presenca de ATB afeta a fluorescéncia da
CUR, resultando em reducao significativa na intensidade de fluorescéncia. Esses resulta-
dos sao fundamentais para clarificar as melhores abordagens para investigar mais a fundo

a interacao entre a IFD e os ATBs e suas implicagoes.
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4 POTENCIALIZACAO DOS ANTIMICROBIANOS POR EFEITOS FOTODI-
NAMICOS

Alternativas para a falha de ATB em infecgoes por bactéria resistentes é um dos
principais desafios de saude global. A presenca de espécies reativas de oxigénio pode po-
tencializar a agdo dos ATBs em cepas sensiveis e resistentes. Todavia, a combinacao de
técnicas como a ATBT e a inativacao fotodindmica nao é trivial devido aos diversos pa-
rametros, os quais podem modular a resposta em efeitos sinérgicos e antagonicos. Este
estudo aplica um método fisico-quimico ao tratamento padrao para modular a resposta
sinérgica a fim de contornar os mecanismos de resisténcia bacteriana. Protocolos de ina-
tivacdo fotodindmica (curcumina 10 M, 10 J/cm?, comprimento de onda () 450 nm)
e o seu comportamento celular de Staphylococcus aureus na presenca dos ATBs amo-
xicilina, eritromicina e gentamicina foram analisados a partir da dindmica da interacao
do fotossensibilizador que produz apenas efeitos téxicos apds a absorcao de um deter-
minado comprimento de onda da luz. Além da viabilidade bacteriana, a interagao de
curcumina, ATBs e bactérias foram imageadas e analisadas quimicamente usando mi-
croscopia de fluorescéncia confocal e espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR). A interagdo entre as terapias dependeu da ordem sequencial de apli-
cagao, atividade metabdlica e ligacdo das biomoléculas da superficie celular bacteriana.
Os resultados demonstraram um efeito potencializador do ATB com redugao de até 32
vezes nas concentragoes inibitérias minimas e redugoes médias de 7 log UFC/ml por acao
fisico-quimica em nivel bacteriano apds o tratamento fotodinamico. As alteracoes obser-
vadas em decorréncia da interagdo bactéria-ATB, como permeabilizacao de membrana e
aumento da suscetibilidade, podem ser uma possibilidade para solucionar o problema da

multirresisténcia microbiana.?

4.1 Metodologia
4.1.1 Cultivo microrganismo

A bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi cultivada em meio Brain Heart
Infusion Agar (BHI) por 24 h. As colénias foram suspendidas em tampao fosfato salino
(PBS) para os ensaios de IFD. J4 para os tratamentos contendo ATB, as colonias foram
suspendidas em meio Mueller Hinton Control Cations (MH).. O in6culo foi ajustado em
108 UFC/ml por meio da absorbancia em 600 nm (Cary UV-Vis50, Varian).

4.1.2 Inativacao fotodinamica

O preparo da solucdo estoque do fotossensibilizador CUR sintética (PDTPharma®)

manteve como descrito em 3.1.2. Realizou-se trés grupos controles: Controle Geral (bacté-
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ria), Controle Escuro (bactéria + FS), Controle Luz (bactéria + luz) e o grupo tratamento
IFD (bactéria + FS + luz). Para os grupos IFD e grupo escuro as bactérias foram in-
cubadas com 10 uM de CUR por 15 min. Posteriormente os grupos luz e IFD foram

2 utilizando o dispositivo LED de

submetidos a dose de luz no intervalo de 5 a 80 J/cm
450 nm (Biotable®). A determinacdo da dose de luz ¢ dada pela Equacdo 4.1, onde “D”

¢é a dose de luz, “I” a intensidade do dispositivo de irradiacao, “t” o tempo de irradiacao.

D=1xt (4.1)

Em seguida, todas as amostras foram diluidas e semeadas em placas de Petri con-
tendo BHI dgar para determinar a UFC/ml sobreviventes. Condigoes abaixo do limiar de
dose da IFD foram usadas para os experimentos de combinagdo, garantindo a sobrevi-
véncia das células bacterianas. A fracao de sobrevivéncia foi calculada conforme indicado

pela Equacao 4.2.

Fsobrev = Log (UFC/ml)tratado (42)
LOg (UFC/ml)sem tratamento

4.1.3 Concentragao inibitoria minima

Os experimentos foram realizados conforme descrito em 3.1.3. Os agentes ATBs
amoxicilina (AMO), eritromicina (ERI) e gentamicina (GEN) foram distribuidos em pla-
cas de 96 pocos por meio da dilui¢ao sequencial e posteriormente o inéculo bacteriano com
concentracao padronizada foi adicionado. Em conjunto foi adicionado o inéculo bacteriano
com concentragao padronizada como controle positivo de crescimento bacteriano e con-
trole negativo o meio de cultura com ATB, e a placa foi armazenada a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente a soluc¢ao de resazurina (0,0015%) foi adicionada por 4 horas a 37 °C. A
concentragao inibitéria minima (MIC, em inglés) foi definida como a menor concentragao
do ATB com capacidade de inibir o crescimento visivel das cepas bacterianas, indicada
pela atividade metabdlica da resazurina. No estudo MIC apés IFD, a tnica alteracao é do
inoculo adicionado que corresponde a bactéria inicialmente tratada seguindo o protocolo

de descrito em 4.1.2.

4.1.4 Combinacao da inativacao fotodinamica e antibioticoterapia

Tratamento combinado: O primeiro tratamento aplicado em S. aureus seguiu o
protocolo descrito em 4.1.2. A bactéria foi incubada na presenga de 10 uM de CUR
por 15 min. Posteriormente, as amostras foram irradiada em 10 e 20 J/cm?. As células
bacterianas sobreviventes foram adicionadas ao meio MH contendo AMO, ERI, GEN em

diferentes concentracoes por 24 h a 37 °C, vide Tabela 4. Apds o periodo de incubacao
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com os ATBs, as amostras foram diluidas e plaqueadas em meio BHI agar para contagem

de colonia apos 24 h.

Tratamento simultineo: O indculo bacteriano (PBS) foi incubado a 37 °C na pre-
senca de 10 uM de CUR e diferentes concentragoes de ATB em MH por 15 min, vide
Tabela 4. Posteriormente irradiada em 10 e 20 J/cm? e apds 24h de incubacio a 37 °C, as

amostras foram diluidas e plaqueadas em meio BHI dgar para contagem de colonia apés
24 h.

Tabela 4 — Concentragao de antimicrobianos (ATBs) para tratamentos combinados. Os
valores centrais correspondem a concentracao inibitéria minima de cada ATB.

Antimicrobiano pg/ml
Amoxicilina 1 05 0,25 0,125 0,062
Eritromicina | 64 32 16 8 4
Gentamicina 2 1 0,5 0,25 0,125

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.5 Permeabilidade da membrana citoplasméatica

O protocolo aplicado para avaliar a permeabilizagdo da membrana citoplasmatica
por meio da medida da absorbancia de material genético extracelular foi adaptado de
Siriwon et al.®” A bactéria S. aureus foi submetida ao tratamento de IFD descrito em 4.1.2.
Apés o tratamento, amostras dos grupos tratados incluindo o controle foram coletadas e
filtradas através de uma membrana de celulose de nitrato estéril (0,22 ym) e a absorbancia
do sobrenadante foi medida em 260 nm (Cary UV-Vis50, Varian®).

4.1.6 Ciclo de tratamento

Dois protocolos foram aplicados para tratamentos ciclicos combinando IFD e ATB.

Ciclo simultaneo: a bactéria foi incubada com CUR 10 4M por 15 min e posteri-
ormente irradiada com 10 J/cm? em 450 nm pela Biotable®. Em seguida as células foram
suspendidas em MH contendo AMO, ERI, GEN separadamente nas condigoes de MIC es-
tabelecidas previamente e foram incubadas a 37 °C por 6 horas. Posteriormente a células
foram lavadas e uma pequena amostra foi coletada para plaqueamento e determinacao da
UFC/ml. As demais células lavadas foram submetidas novamente a IFD, seguindo esse

protocolo por mais 5 ciclos.

C'iclo alternado: Foi estabelecido a cada 6h a aplicacao de um tratamento, iniciando
com IFD, crescimento de 6h, aplicacao de ATB, crescimento de 6 horas. Ou seja, no tempo
Oh a bactéria foi incubada com CUR 10 uM por 15 min e posteriormente irradiada com 10

J/cm? em 450 nm pela Biotable® e as células sobreviventes foram suspendidas em apenas
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MH e incubadas a 37 °C por 6 horas. Posteriormente as células foram lavadas e uma
pequena amostras coletadas para plaqueamento e determinagao da UFC/ml. As demais
células lavadas foram suspendidas em MH contendo AMO, ERI, GEN separadamente nas
condi¢oes de MIC estabelecidas previamente e foram incubadas a 37 °C por 6 horas. O
procedimento foi repetido totalizando 30 horas, sendo que nos tempos 0, 12, 24 horas S.

aureus recebeu IFD e nos tempos 6 e 18 horas ATB.

4.1.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As amostras plaqueadas do ciclo de tratamento 4.1.6 a 37 °C por 24 horas, tiveram
as colonias coletadas para analise no equipamento de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR, em inglés) por Reflexdo Total Atenuada da Agilent Cary 630 FTIR
Spectrometer®. Uma colénia bacteriana foi distribuida uniformemente sobre a superficie
do cristal. A amostra seca foi escaneada 250 vezes e o resultado foi a média das medidas.
O espectro de FTIR foi medido no intervalo de 4000 a 650 cm~!. As medidas foram
realizadas em trés amostras diferentes. O espectro resultante das bactérias foi submetido

ao célculo da segunda derivada, posteriormente a normalizacdo pelo minimo-méximo.®8

4.1.8 Microscopia confocal

Para os ensaios na microscopia confocal foi utilizado um microscopio confocal Zeiss
LSM 780%® com um diodo laser de 405 nm, um laser Chameleon Coerente (Ti:Safira) como
fontes de excitacao para dois fotons com pulso de laser a 80 MHz e uma lente objetiva
(63%, abertura numérica 1,2, imersao em dgua) foram usados nos experimentos. As células
bacterianas foram mantidas a 37°C a 7% de CO;. O volume de medicao final para cada
pogo foi de 200 uL. A viabilidade celular foi medida usando o reagente LIVE/DEAD™
com excitagdo de 2 fotons a 800 nm no modo de canal, a fluorescéncia foi capturada
entre 415 e 540 nm para laranja de acridina e 580 a 620 nm para brometo de etidio. Os

experimentos foram realizados para amostras com viabilidade acima de 90%.

Internalizagdo do fotossensibilizador: A poténcia média do laser foi ajustada entre
1,1% e 4% para que a fluéncia da emissao de fétons por pixel fosse suficiente para a
coleta de imagens no modo canal e espectral. O escaneamento foi ajustado para coleta de
imagens a cada 30 segundos por 30 minutos usando baixa dose (<0,5 J/cm?) sem danos

mensuraveis por fotodegradacao.

Recuperagao de fluorescéncia apos fotodegradag¢io (FRAP, do inglés Fluorescence
Recovery After Photobleaching): As amostras foram fotodegradadas em uma regiao re-
tangular especifica da imagem e o plano focal da imagem foi sempre fixado em 10 pum
acima da interface da lamina de vidro. A poténcia do laser de dois fotons a 800 nm na
regiao fotodegradada foi ajustada para 40% da intensidade nominal (300 4W) enquanto

2% da poténcia foi usada para escanear toda a imagem. O processo de fotodegradacao
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foi iniciado apds a coleta de 5 imagens (7,75 s/imagem). Quinze imagens de recuperagao

foram coletadas. O comprimento de onda da deteccao de emissao variou de 490 a 585 nm.

Imagem tempo de vida de fluorescéncia (FLIM, do inglés Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy): Para experimentos de imagem do tempo de vida de fluorescéncia
(FLIM), o laser 2P foi pulsado a 80 MHz. A fluorescéncia foi dividida por um divisor de
feixe em dois canais de detecgao de um sistema PicoQuant GmbH detectando a fluorescén-
cia entre 500 e 550 nm. O método utilizado foi a contagem de fétons tinicos correlacionados
com o tempo (TCSPC, do inglés Time Correlated Single Photon Counting) utilizando um
detector de avalanche, que possui um tempo de resposta limitado em cerca de 100 ps. O
ajuste bi-exponencial foi usado para ajustar os dados de decaimento de fluorescéncia. A
escolha da faixa de ajuste foi definida pelo programa de software (Time Trace Analysis by
PicoQuant GmbH) considerando a parte de decaimento dos dados dependentes do tempo

de acordo com os parametros 6timos.

A configuragdo Optica foi ajustada para a melhor relacao sinal-ruido e fixada

quando diferentes amostras foram comparadas.

4.1.9 Anélise dos dados

Os experimentos foram realizados em trés ocasioes com n=9 para cada grupo
estudado. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando a ANOVA associada
ao teste de Tukey post hoc. Os valores foram considerados significativamente diferentes
com um intervalo de confianca de 95%. Para os espectro de FTIR, os dados tratados
(normalizados e derivados) foram submetidos a andlise hierdrquica de cluster pelo Origin®.
Para analisar os efeitos sinérgicos e antagonicos da combinacao de terapias, foi aplicado

o modelo de independéncia de Bliss™ conforme a Equacio 3.1 (Capitulo 3).

4.2 Resultados

4.2.1 Inativacao fotodinamica e antibioticoterapia

A Figura 13 mostra a resposta de sobrevivéncia de S. aureus com variacao da
dose de luz em concentragao fixa do FS em 10uM. Nao foi constatado toxicidade da
CUR no escuro (auséncia de iluminagao), assim como nao houve fotoinativacdo somente
quando aplicado doses de luz (auséncia de FS). Como o objetivo é obter condigoes que
apresentem inativagoes significativas de uma populacao bacteriana, convencionalmente 3
Log (UFC/ml), mas que nao sejam de agao totalmente inibitéria para viabilizar a avaliagao
do efeito combinado com outra terapia, a concentracao de 10 uM de CUR com doses de
luz de 10 e 20 J/cm? foram estabelecidos para os estudos adiantes resultando em 2,81 e
3,27 Log (UFC/ml) de inativacao bacteriana, respectivamente. Além disso, optou-se por

variar a dose de luz ao invés da concentracao de CUR, uma vez que a ATBT esta atrelada
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a concentragdes de ATBs. Ou seja, altas concentragdes poderiam sobrecarregar a bactéria

dependendo dos protocolos.

»

H

log (UFC/ml)

N

Figura 13 — Inativagao Fotodindmica (IFD). Log (UFC/ml) da sobrevivéncia de S. aureus
com controle escuro curcumina 10 pM (C10), controle doses de luz de 5 a 80
J/em? (L) e IFD com concentracao de fotossensibilizador fixa para diferentes
doses de luz (C10L). Letras distintas indicam diferenca estatisticamente sig-
nificativa p<0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 14 é apresentado o MIC utilizando amoxicilina (/-lactdmico), eritro-
micina (macrolideo) e a gentamicina (aminoglicosideo), indicando que a cepa estudada
é sensivel aos ATBs, com exce¢do da eritromicina que foi classificada como resistente.
Enquanto a ATB apresenta uma especificidade dependendo do ATB utilizado, podendo
ser observado pelas diferentes MICs, a condig¢oes de reducao bacteriana da IFD sao cons-
tantes. A aplicacao prévia da IFD potencializou a agdo dos trés ATBs, pois as células
microbianas sobreviventes mostraram-se mais sensiveis com a reducao de 2 a 32 vezes dos
MICs. A bactéria exposta a presenga da CUR no escuro nao sofreu alteragdo nos valores
de MIC para AMO e GEN, mas houve uma reducao de 8 vezes para a ERI. As reducgoes
dos valores de MIC promovidas pela aplicagao previa da IFD, em geral, permaneceram
constantes independente da dose de luz aplicada. Esse resultado demonstrou que combi-
nacoes sinérgicas podem ser identificadas dependendo das condi¢oes de tratamento e da
classe de ATB escolhida.
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Figura 14 — Valores de e Concentracao Inibitéria Minima (MIC) padrao (controle) para
amoxicilina, eritromicina e gentamicina para S. aureus em combinacao (ou
nao) com IFD (10 uM (C), 10 J/ecm? (L)).Gréaficos usando a escala Logs do
eixo y.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para avaliar os danos causados na membrana plasmatica bacteriana pela IFD, a
presenca do DNA extracelular foi quantificada por absorbancia em A de 260 nm apds os
tratamentos. A Figura 15 mostra que a presenga de material genético é mais proeminente
nos grupos tratados com CUR quando comparado ao grupo controle (auséncia do tra-
tamento), principalmente para os grupos que receberam irradiacdo. A maior dose de luz
aplicada (20 J/cm?) apresentou a absorbancia mais elevada, ou seja, nos grupos IFD héa
uma maior presenca de DNA extracelular no sobrenadante indicando danos na membrana

devido ao aumento da permeabilidade da membrana plasmatica bacteriana.
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Figura 15 — Determinacao da permeabilidade da membrana pela absorbancia em 260 nm
correspondente a DNA extracelular. Absorbancia obtida para S. aureus sem
tratamento, apenas curcumina (CUR, 10 uM) sem luz e fotodegradada (10
J/em?), bactéria com CUR sem luz, e bactéria exposta a inativagao fotodina-
mica (IFD, 10 uM de CUR e A 450 nm). Letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significativa p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Protocolos de terapias combinadas

A influéncia da ordem de combinac¢ao de IFD com ATB nas respostas de inati-
vacao bacteriana foi avaliada. Na Figura 16, a resposta de sobrevivéncia de S. aureus é
apresentada em diferentes concentragoes de ATBs préximo ao valor de MIC. No grupo
denominado terapia combinada a bactéria recebeu primeiro a IFD e em seguida o ATB.
Neste protocolo, todos os grupos tratados apresentaram menor sobrevivéncia quando com-
parado com as monoterapias (apenas ATB ou IFD) para a combinacao de ERI e GEN com
a IFD, ou seja, uma resposta sinérgica. Os grupos tratados AMO combinada com IFD (20
J/em?) foram sinérgicos, uma vez que apresentaram sobrevivéncia inferior a monoterapia.
Enquanto as maiores concentragoes de AMO combinadas com IFD (10 J/cm?) apresentou
uma sobrevivéncia microbiana maior em relacdo ATB, mas inferior a monoterapia IFD,
neste caso nao sendo sinérgicos. Em termos de reducao logaritmica, o maximo obtido para
o grupo terapia combinada (IFD/ATB) foi 5,65 Log (UFC/ml) para IFDyy/AMO; e 9,5
Log (UFC/ml) para IFDyy/ERIss € IFDgy/GEN< 25.
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Figura 16 — Fracdo de sobrevivéncia do protocolo terapia combinada (IFD/ATB) e tera-
pia simultdnea (IFD-+ATB), sendo aplicado 10 M de curcumina e 10 e 20
J/cm2. A) Amoxicilina, B) Eritromicina, C) Gentamicina. As normalizagoes
sao em relagao a bactérias nao tratadas. * indica combinagao sinérgica para
independéncia do Bliss.
Fonte: Elaborada pela autora.
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No protocolo denominado de terapia simultanea, o ATB foi irradiado com o F'S, ou
seja, CUR e ATBs foram aplicados simultaneamente nas células sem tratamento prévio.
A maioria dos resultados para AMO e ERI apresentaram-se antagoénicos com uma sobre-
vivéncia maior que as monoterapias, enquanto a GEN apresentou resultados sinérgicos
e antagonicos, principalmente em funcdo da concentracdo do ATB utilizada. A sobre-
vivéncia microbiana decaiu para ambas as doses de luz com o aumento da concentracao
aplicada. Em termos de reducao logaritmica, o maximo obtido para o grupo terapia simul-
tanea (IFD+ATB) foi 5,08 Log (UFC/ml) para IFD1y+AMOg 125 € 3,65 Log (UFC/ml)
para IFD1g+ERI35 e IFD9y+GEN,.

De modo geral, a irradiacao do ATB no protocolo terapia simultanea leva a resul-
tados majoritariamente antagonistas pois ha menores redugoes da mortalidade bacteriana
decorrente da interacao entre a CUR e o ATB de modo a diminuir a disponibilidade para
acao antimicrobiana. Esses resultados demonstraram que nao apenas as concentracoes
de ATBs, mas o FS e a dose de luz influenciaram na obtencao de resultados sinérgicos,

entretanto o protocolo aplicado pode ser um determinante.

4.2.3 Dinamica de interagao bacteriana com fotossensibilizador e ATBs

Com base nos resultados de terapia simultdnea majoritariamente antagonista, o
mecanismo da interagdo da CUR com o ATB seguido pela irradiacao foi investigado por
meio da microscopia de fluorescéncia confocal. Na Figura 17.A é mostrado a cinética de
incorporagdo da CUR sem e com a presenga dos ATBs AMO, ERI e GEN. Comparati-
vamente, a CUR possui um comportamento distinto na presenca e na auséncia de ATBs.
A concentragao inicial incorporada (t=0 min) é 40% inferior, mas o aumento da incor-
poragdo é de até 2,5 vezes para o FS, uma proporgao semelhante a presenca de ATBs.
A bactéria com CUR e ERI possui uma dindmica de internalizacao imediata, enquanto
a CUR sem e na presenca de AMO e GEN possui um tempo minimo para iniciar a in-
corporacao ativa, sendo que ao longo desse tempo ha indicativos de uma perturbagao no
controle da permeabilidade da membrana, uma vez que a intensidade de fluorescéncia do
FS internalizado decai. Devido a limitagoes experimentais, ha um intervalo médio inicial
de 30s para coleta de fluorescéncia, que foi o mesmo para todos os grupos em todas as

repeticoes.

Na Figura 17.B, a acao da fotodegradagao da CUR incorporada pela bactéria é
mais acentuada para a CUR sem ATB, com uma queda de 1,75 vezes maior da intensidade
de fluorescéncia do FS que na presenca de ATB. Esse efeito esta relacionado com fotode-
gradagao da CUR resultando na produgao das EROS, a qual se mostra mais proeminente
para o uso da CUR sem ATB (Figura 18). O tempo de recupera¢ao da CUR internalizada
com maximo de 85% ¢é de 2,1 min, enquanto na presenca dos ATBs a taxa de recupera-

¢ao média foi aproximadamente de 70% em 0,4 min, sendo mais rapido. Os resultados



67

B
2501 = Curcumina
e Curcumina + AMO 1,04
Curcumin + ERI ©
2004 -+ Curcumin+GEN B
-~ - X 0,84
o — g
2 150 St s
3 ’,-F' c 0,6+ e CUrCUMiNG
3 v 3 == Curcumina + AMO
G 1004 s 3 Curcumina + ERI
S s ‘® 0,44 == Curcumina + GEN
IS b 7 ®
S =
50 + 0,2+
__>| Tempo de fotodegradagéo
0 . . v - . 0,0 +—qr . . . .
0 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 10
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 17 — Microscopia de fluorescéncia confocal. Intensidade de fluorescéncia da curcu-
mina na presenca e auséncia de ATB. A) Cinética de incorporagao de cur-
cumina. B) Recuperagao da Fluorescéncia Apés Fotodegradagao (FRAP) da
curcumina.

Fonte: Elaborada pela autora.

corroboram com os da Figura 17.A, tendo em vista que a presenca de ATB facilita a
internalizacao do FS, mas nao necessariamente favorece a IFD. A baixa fotodegradacao
da CUR na presenca dos ATBs pode estar relacionada com a diminui¢ao da producao de
EROS, e isso esta de acordo com os resultados mostrados anteriormente (Figura 16), uma
vez que o protocolo de terapia simultanea tem menor inativagdo bacteriana. Na Figura
18 sao apresentadas as imagens obtidas no microscépio confocal durante o experimento
do FRAP, mostrando a regiao fotodegradada e a regido externa nao fotodegrada, com a

recuperacao da fluorecéncia ao longo do tempo.

A eficiéncia de um FS pode ser modulada com o meio em que esta presente. No
caso da curcumina, por ser uma molécula majoritariamente hidrofébica, é esperado que
no ambiente aquoso as moléculas estejam agregadas como é evidenciado pelo predomino
do tempo de vida curto e o deslocamento para o vermelho no espectro de emissao, tam-
bém constatado na presenga do ATB em meio aquoso (Figura 19.A). No interior de uma
célula bacteriana, a curcumina esta desagregada, o que aumenta a presenca de tempo
de vida longo, os quais sao indicativos de processos radiativos. Conforme a saturacao da
curcumina intracelular se manifesta, os tempos de vida longos sao abatidos predominando
os tempo de vida curto, que culminam em processos nao radiativos, ou seja, diminuindo
o rendimento de producao de EROs, principalmente para os casos em que o FS ¢ incor-
porado simultaneamente com o ATB (Figura 19.B) uma vez que favorece um aumento da

concentracao de CUR intracelularmente.
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Figura 18 — Imagem de microscopia confocal de fotodegradacao e recuperagao de fluo-
rescéncia de curcumina (CUR) internalizada (10 puM) por S. aureus com a
presenca dos antibidticos amoxicilina, eritromicina e gentamicina. Imagem
da fotodegradacao do fotossensibilizador com ampliagdo de 63x e modo canal
com timelapse na sequéncia 1min7s, 2min7s e 10minls. Imagem da A) CUR
B) CUR + amoxicilina, C) CUR + eritromicina e D) CUR + gentamicina.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19 — Tempo de vida de fluorescéncia da curcumina. A) Emissdo espectral da curcu-
mina sem e com a amoxicilina, na auséncia e presenca de células, em diferentes
tempos de internalizagdo. B) Tempo de decaimento temporal da curcumina
sem e com a presenca do ATB no interior celular, durante 10 min de incor-
poragao (T1) e na saturagdo de curcumina internalizada (20 min).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.4 Resposta bacteriana a ciclo de tratamentos

Na pratica clinica, os ATBs sdo administrados periodicamente, desse modo ciclos
de tratamentos combinados durante 30 h foram simulados neste estudo (Figura 20). A
monoterapia IFD nas primeiras horas apresenta resultado de sobrevivéncia microbiana
equivalente a monoterapia de ATB, mas ao longo do tempo a IFD permanece com a
resposta constante, com a fracdo de sobrevivéncia variando de 0,86 a 0,66 enquanto a
sobrevivéncia do grupo ATB decai, enquanto a sobrevivéncia de AMO declina de 0,98
para 0,25, ERI diminui de 0,99 para 0,41 e GEN de 1,02 para 0,46. Na Figura 20.A
o tratamento combinado consistiu em alternar a cada 6 h entre a IFD e a ATBT (al-
tern.ATB). Nas primeiras horas as células bacterianas sao mais debilitadas devido a acao
rapida da IFD favorecendo a acdo do antimicrobiano apresentando menor sobrevivéncia
quando comparado com as monoterapias. No entanto, ao longo do tempo houve uma
maior sobrevivéncia da bactéria tratada com as terapias alternadas quando comparado
com a ATBT. Ou seja, o resultado apresentado evidencia que alternar os tratamentos por
longos periodos é mais efetivo quando comparado a monoterapia IFD, mas a monoterapia

ATBT se mostra superior a esses dois protocolos.
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Figura 20 — Ciclo de tratamentos. IFD com 10 M de curcumina e 10 J/cm? de cor ver-
melha, grupo controle de antimicrobiano de cor azul. As normalizac¢oes sao
em relagdo a bactérias nao tratadas A) Tratamento combinado alternando
a cada 6 horas iniciando pela IFD. B) Tratamento combinado concomitante
(protocolo terapia combinada) a cada 6 horas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 20.B é mostrada a sobrevivéncia de S. aureus tratado com a combi-
nacao da IFD e ATB a cada 6 horas, utilizando o protocolo terapia combinada, que

se demonstrou mais efetivo (IFD/ATB). O resultado evidencia que a combinagao das
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terapias diminui significativamente a sobrevivéncia da bactéria em comparagdo com as
monoterapias, considerando que o mecanismo de agdo da IFD ¢ imediato nas células bac-
terianas e a agdo da ATB é efetiva ao longo do tempo. O resultado do ciclo concomitante
destaca-se como melhor protocolo, por exemplo, no tempo de 12 hs a monoterapia IFD
tem uma reducdo da sobrevivéncia bacteriana de 20% e para ATB uma média de 21%,
todavia para o ciclo concomitante a reducao é em média de 52%, ou seja, a resposta nao é
um efeito aditivo das monoterapias IFD e ATB, mas sim apresenta um resultado superior

de reducgao.

As colonias sobreviventes apds 12 hs dos ciclos de tratamento foram submetidas
a espectroscopia de FTIR para avaliar o efeito das monoterapias e das combinacoes nos
modos vibracionais das biomoléculas presentes na superficie da célula bacteriana, seja
constituida ou por adesdo (Figura 21). A observagao de alteragoes das frequéncias nas
quais as moléculas interagem com a radiacao excitando seus modos vibracionais podem
dar indicativos das condig¢oes locais onde a molécula se encontre. Desse modo, integridade

de membrana, proteinas, composicao da parede foram investigadas.

A regidao 900 — 1200 cm ™! corresponde aos carboidratos,®® como mostrado na Fi-
gura 22.A, os tratamentos analisados foram arranjados em cinco grupos, cuja a simila-
ridade é maior que 50%. O controle permaneceu com similaridade de 20% com 6 trata-
mentos (Figura 22.A azul) e ndo manteve nenhum grau de similaridade com o tratamento
IFD/GEN. Em relagio as proteinas (1500 - 1800 cm™!)®® foi observado que o controle e a
IFD mantém similaridade de 83,8% e para ambos os grupos as proteinas sao totalmente
distintas dos demais tratamentos, embora estes possuam similaridade de 86,2% entre si.
Neste segundo agrupamento (Figura 22.B azul), o tratamento mais significativo quanto &
similaridade entre eles é a ERI e o menos significativo é a AMO. Essa analise é coerente
com os mecanismos de acao dos antimicrobianos que esta relacionado com as proteinas
bacterianas. Na Figura 22.C nenhum tratamento compartilha similaridade com o controle

88 sendo que a similaridade entre os

em relagdo aos acidos graxos (2800 — 3100 cm™!)
tratamentos foi de apenas 64,7% (Figura 22.C azul), com excegao da IFD que apresen-
tou similaridade de 45,6%. Essa anélise de alteracao nos modos vibracionais dos lipideos
mostra-se condizente com os resultados apresentados na Figura 17, que indicam pertuba-
¢ao na membrana. De modo geral, a aplicacao de qualquer tratamento seja combinada ou

monoterapia afetou os estados vibracionais das biomoléculas da superficie bacteriana.
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Figura 21 — Espectro de absorbancia FTIR das bactérias sobreviventes apds 12hs do ciclo
de tratamento das monoterapias IFD, amoxicilina (AMO), eritromicina (ERI)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3 Discussao

O ntmero de casos de bactérias resistentes e persistentes tem aumentado signifi-
cativamente ao longo dos anos, estimulando estudos para potencializar a acao do ATB.
O mecanismo de agdo dos ATBs visa inativar processos essenciais para a manutencao
e crescimento da célula bacteriana.®® Tendo em vista que a resisténcia bacteriana aos
ATBs ocorre pela modificacao de sitios de ligagao dos farmacos, aumentando a expres-
sao de bombas de efluxo ou de enzimas que degradam tais moléculas, é de interesse a
combinagao de terapias que atuam por outro mecanismo de acao e que em determinadas
situagoes possam potencializar a acdo do farmaco. A efetividade do ATB nao corresponde
apenas a interagao ligante-receptor, pois estes também promovem outras respostas me-

0 como pelo aumento da producao basal de EROs relatados para alguns ATBs

15,44,91

tabélicas,’
bactericidas da classe -lactdmico e aminoglicosideos. O estresse oxidativo pode ser

potencializado com a introducdo da IFD em um tratamento combinado.

Quando a IFD é aplicada antes do ATB em condi¢ao sub-inibitéria, danos na
membrana sdo provocados afetando sua permeabilidade, principalmente ao utilizar a CUR
como FS. Conforme é descrito na literatura essa molécula tém predisposi¢cao em interagir

2 uma das

com a bicamada lipidica e influenciar a dindmica dos canais de gramicidina,’
razoes pelas quais a aplicacao prévia de curcumina resultou em maior suscetibilidade a ERI
(Figura 15). O aumento da permeabilidade da membrana pode favorecer a internalizagao
do ATB o qual é uma condicdo para sua efetividade.”® Além disso, a producio de EROs
promovida pela interacao da CUR com a luz azul afeta ndo apenas a membrana, mas
os diversos componentes celulares, fragilizando ou destruindo a célula bacteriana.®? As
EROs produzidas podem atuar na peroxidacao lipidica, que compromete a integridade
estrutural e aumenta a permeabilidade dos fons Na®™ e K—, inibem a replicacao de DNA e
RNA pela oxidagao dos agucares dessas biomoléculas, degradam proteinas e enzimas por

danos causados aos residuos triptofano, metionina e lisina.?*%%4

Comparando ambos os protocolos (Figura 16) fica evidente que os danos prévios
causados pela sub IFD tanto na membrana como nos processos metabélicos celulares
debilita a bactéria, tornando a mais suscetivel a acdo de outros ATBs. Por esta razao,
mais grupos resultaram em efeito sinérgico utilizando o protocolo de terapia combinada,
que também pode ser visualizado com a diminui¢ao dos valores de MIC (Figura 14), fato

66,67,93 68,95

também observado em culturas planctonicas e em biofilmes.

As respostas sinérgicas ou antagonicas sao dependentes dos diferentes parametros
de cada monoterapia. Embora ambas as técnicas antimicrobianas estejam sendo combina-
das, provavelmente a acao nao ¢ realizada simultaneamente, mas sim como uma sucessao
de fatores, tendo em vista que em nossos estudos foi observado que a internalizacao simul-
tanea de CUR com AMO, ERI e GEN se mostrou menos eficiente na inativagao bacteriana,

enquanto o protocolo terapia combinada o potencializa. N6s supomos que no protocolo
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terapia simultadnea os ATBs sdo expostos a irradiacao, o que embora nao corresponda a
sua regiao espectral de absorcao, pode promover uma perturbacao no meio, assim como
os ATBs podem ser substratos das EROs semelhante as biomoléculas, o que diminui a
efetividade da IFD (Figura 19). No caso da GEN que apresentou resultados sinérgicos em
ambos protocolos, pode estar relacionados com a presenca de aminas, que atuam como

oxidante em bactérias.

O uso de processos avangados de oxidacao (POAs), tais como oxidagdo Fenton,
oxidagao fotocatalitica e oxidagao eletroquimica ¢é relatado na literatura para a degrada-
cao de ATBs em tratamentos de dguas potavel, de modo a inibir a a¢ao antimicrobiana e
potencializar a sua biodegradabilidade, uma vez que o aumento desses farmacos no am-
biente agrava o cendrio de bactérias resistentes.”® Nesses estudos foram constatados que
OH, O; e ;0% promovem a oxidacdo e reducdo de diversas classes de ATBs, obtendo
como produtos de reacao compostos de estrutura central preservada e intermedidrios.”” %
Analogamente, a presenca do ATB durante a produgdo de EROs pela IFD possibilita o
mesmo cenario promovido pelos POAs, de modo que os ATBs sofram degradacao durante

a acao fotodinamica.

Quando o FS ¢ internalizado, as moléculas estao livres internamente, tendo uma
maior eficiéncia na producao de EROs quando comparada com as moléculas externas em
solucdo, que estdo majoritariamente agregadas (Figura 19.A). Nés hipotetizamos que as
moléculas de curcumina estao distribuidas espacialmente préximo ao raio de transferéncia
de energia (R;= 5 a 10 nm) devido a concentragao intracelular estar aproximadamente na
ordem de grandeza de milimolar, Equacao 4.3-4.5. Sendo assim, quando a CUR absorve um
foton, tem a eficiéncia da energia a ser transferida para moléculas de oxigénio diminuida,
isso ocorre devido ao aumento das transferéncias nao radiativa entre as CURs. Como
resultado, a IFD apresenta uma eficiéncia menor quando houve alta internalizacao de
FS (na presenga do ATBs, protocolo terapia simultdnea), quando comparada com menor

concentragao intracelular de CUR (auséncia de ATBs, protocolo terapia combinada).

Volume ocupado por uma molécula,

VT:4/3*7T*R§”rans

Vi =4/3 % 7% 125 ~ 500 nm® (4.3)
Densidade de moléculas,
molécula 1 2% 1073 19 ,
VT 500mmE 10 Tamd 2 % 10" moléculas/ml (4.4)
Concentragao molar,
2% 1017
M=" =2 033 mol/ml = 33 mM (4.5)

Vo 6%1023
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Ao analisarmos o tempo de decaimento da fluorescéncia da CUR no interior do
microrganismo, notamos que este tempo ¢é severamente afetado pelas condi¢des de concen-
tragao bem como a presenca dos ATBs. O decaimento mostrado na Figura 19.B ¢ diferente
de um monoexponencial, como indicado pela nao linearidade das curvas de fluorescéncia.
Isto indica uma situagao que vai além da variagdo do estado excitado com nimero re-
presentado pelas moléculas excitadas. Observa-se inicialmente que o caso nao saturado
sempre decai mais lentamente que o saturado, demonstrando que o regime de saturacao
da concentragao (fluxo moléculas entrando equivalente ao fluxo de moléculas saindo) leva
a um complexo estado de alteracao do ambiente para a molécula de CUR, que acelera a
transferéncia de energia pelos métodos nao radiativas, acelerando o decaimento natural
do estado excitado. Pelo fato desse comportamento estar relacionado ao ATB, sugere-se
que tais moléculas tém participacao fundamental neste processo. Do ponto de vista de
influenciar o tempo de vida do estado excitado da CUR, observa-se que a AMO < ERI
< GEN.

Estudos tem demonstrado que o mecanismo de acao de IFD nao promove a sele¢cao
de bactérias resistentes mesmo que condigoes sub-inibitorias de tratamentos sejam aplica-
das, diferentemente da ATBT.3%:51 Apesar dos éxitos dos tratamentos de IFD, infeccoes
sistémicas e internas apresentam dificuldades de serem tratadas por tal técnica devido as
limitac¢oes da penetracao da luz no tecido bioldgico, diferentemente da ATBT que é capaz
de trata-las. Ou seja, qualquer técnica apresenta vantagens e desvantagens, por isso ao
fazer a combinacao de terapias, além de visar resultados ATBs potencializados, deve-se
buscar minimizar as desvantagens como ocorre com a IFD junto a ATBT. Além disso, nao
sO os efeitos inibitérios devem ser analisados durante a combinacao de tratamentos, mas
também os efeitos sobre as estruturas celulares sobreviventes e sua atividade metabdlica

devem ser observados.

De acordo com os resultados do presente estudo, os tratamentos combinados le-
varam a respostas de maior eficiéncia do que as monoterapias. O uso combinado de IFD
com diferentes classes de antibidticos pode resultar em desempenhos distintos do ATBs

devido a taxa de incorporacao bacteriana e estados vibracionais de biomoléculas.

4.4 Conclusdo

A TFD pode potencializar a acao do ATB quando ambos sao combinados. Os ATBs
atuam a partir da internalizagdo das moléculas para o interior celular, uma vez que os
alvos de agdo desses farmacos sao nas estruturas intracelulares. A reducao da MIC com
aplicacao prévia da IFD demonstrou que o dano da célula bacteriana, principalmente na
membrana, afeta a permeabilidade celular, favorecendo a captacao de ATBs por aumen-
tar a suscetibilidade das bactérias aos antibioticos. Esses resultados sao promissores na

perspectiva de reverter o cenario de microrganismos resistentes e persistentes.
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Diferentes protocolos de combinagao de ambas as terapias exercem efeitos sinérgi-
cos ou antagonicos. As EROs produzidas pela IFD podem enfraquecer a célula, facilitando
a acao dos ATBs, ou degrada-los, diminuindo sua eficiéncia. Além disso, a interagdo ATBs
e FS pode comprometer a eficiéncia fotodinamica. A aplicacao prévia de IFD destacou-
se como a melhor sequéncia temporal de combinagao das terapias estudadas. Embora a
interacao entre terapias possa nao levar a resultados triviais, o ajuste dos parametros

potencializa a a¢do antimicrobiana que pode ser uma solucao para falhas antibioticas.
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5 ACAO DA INATIVACAO FOTODINAMICA NAS FALHAS DE ANTIMICRO-
BIANOS

As bactérias multirresistentes (BMR) caracterizadas pela sobrevivéncia e cresci-
mento na presenca de ATBs, seja por alteragoes genéticas, seja por resposta ao ambiente,
constituem uma das mais graves ameagcas a saude publica e devem ser combatidas com
urgéncia. A IFD é uma alternativa para quebrar a resisténcia antimicrobiana que pode
potencializar o efeito dos ATBs, cuja evidéncia dos efeitos sinérgicos de sua combinagao
foi demonstrada em estudo anterior.%%? Este capitulo aborda o aumento da suscetibili-
dade bacteriana aos ATBs pela aplicacao de IFD, que também pode auxiliar em outras
falhas de ATBs, seja na persisténcia ou na viruléncia bacteriana. Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA) isolado de um paciente e Staphylococcus aureus (ATCC
25923) induzidos resisténcia a amoxicilina, eritromicina e a gentamicina foram avaliados
quanto a MIC para diferentes intervalos de IFD usando 10 uM de curcumina e 10 J/cm?
em 450 nm. A fragdo de sobrevivéncia da populacdo e a quantificagdo da biomassa do
biofilme também foram avaliadas na presenca e auséncia de IFD. O estudo caracterizou
a recuperacao da suscetibilidade da amoxicilina, eritromicina e gentamicina apds cinco
ciclos de IFD. Os niveis de quebra de resisténcia para cada antibiético a partir do efeito
fotodinamico, bem como a progressao em microrganismos descendentes, foram demons-
trados em até 30 h apds a aplicacao da IFD. A formacao de biofilme foi uma expressao
de viruléncia bacteriana avaliada em cepas submetidas préviamente a IFD. A acao foto-
dindmica apresentou uma caracteristica inovadora de modificar o grau de sensibilidade
bacteriana aos ATBs de acordo com as dosagens, reduzindo assim a resisténcia e per-
sisténcia de microrganismos de cepas padrao e clinicas, ou seja, aquelas que adquiriram
resisténcia in vitro ou do historico clinico do paciente. Para que a IFD seja um adjuvante
aos ATBs, levantamos a hipotese de que a reducao do grau de resisténcia antimicrobiana

por meio da acao fotoxidativa é o caminho para combater as falhas dos ATBs.

5.1 Metodologia

5.1.1 Microrganismo

As linhagens estudas foram a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) sem/com
inducao da resisténcia no laboratério e a cepa Staphylococcus aureus meticilina resis-
tente (MRSA), esta isolada clinicamente de pacientes com infec¢do de garganta (Comité
de Etica Humana do hospital ptblico Santa Casa, Sao Carlos-Sao Paulo, Brasil CAAE
83082018.4.0000.8148). Para o experimentos descritos em 5.1.3, 5.1.4 e 5.1.5. As bactérias
foram cultivadas aerobiamente em meio liquido Brain Heart Infusion (BHI), overnight a
37 °C, 150 rpm. O inéculo foi centrifugado a 3000 rpm e o pellet suspendido em tam-

pao fosfato salino (PBS), centrifugado novamente. O in6culo foi padronizado em 107 a



80

108 UFC/ml pela densidade ética em 600 nm. Para os experiementos 5.1.2 e 5.1.6, foi

utilizado a suspensao de colonias descrito em 4.1.1.

5.1.2  Concentragao inibitéria minima

Neste capitulo a determinacao da MIC manteve a metodologia descrita em 4.1.3.
Para a MIC de células descendentes apds IFD, o indculo foi cultivado em BHI por 18h,
e transferido para novo meio completando 24h e 30h novamente. Para cada intervalo 18,

24 e 30h seguiu a padronizacdo em 10° UFC/ml, como descrito.

5.1.3 Inducao de resisténcia a antimicrobianos

Inicialmente o indculo padronizado em 10® UFC/ml e foi transferido para tubo
Falcon contendo 6 ml de meio MH com concentracao de ATB variando de MIC, % MIC,
Y4 MIC. O cultivo foi mantido aerobiamente por 24 h, a 37 °C, 150 rpm. Posteriormente, o
inéculo foi centrifugado a 3000 rpm e suspendido em MH para padronizaciao 10® UFC/ml.
O novo inéculo foi dividido em duas etapas: i) submetido a determinagao da MIC (segao
4.1.3), ii) cultivo em 6 ml de meio MH com concentracdo de ATB variando de MIC,
Y% MIC, 4 MICn sendo esse procedimento repetido por 3 ciclos. Na tultima etapa, as
cepas cultivadas com %4 MIC foram congeladas em criotubo contendo meio BHI e glicerol
20%, sendo denominadas de S. aureus AMO-induzida, ERI-induzida e GEN-induzida e

utilizadas para os estudos deste capitulos .

5.1.4 Ciclo de inativagao fotodinamica parcial

O in6culo padronizado em 10® UFC/ml das cepas induzidas a resisténcia com 4
MIC (segao 5.1.3) e a MRSA foram submetidas a protocolo de IFD descrito em 4.1.2. Dose
de luz e concentragao de FS foram usadas para reduzir menos de 3 log(UFC/ml) com base
no resultado da Figura 13. As amostras foram submetidas a duas etapas: i) determinagao
da MIC descrito na se¢ao 5.1.2 e ii) cultivo em meio BHI por intervalos de 6 e 24 h
para repetir esse protocolo por 5 ciclos. Na ultima etapa, as cepas foram congeladas em
criotubo contendo meio BHI e glicerol 20%. A partir desse estoque congelado, novo indculo

foi preparado (5.1.1) para a determinacao da MIC como descrito em 5.1.2.

5.1.5 Ensaio de persisténcia

Apés a padronizacao do inoculo (5.1.1), as bactérias foram transferidas para tubos
Falcon com 25 ml de meio MH 10xMIC de AMO, ERI e GEN . Um grupo foi submetido
préviamente ao protocolo de IFD, ou seja, foi incubado com CUR 10 uM e irradiado em
10 J/cm? com a Biotable® em 450 nm. As células sobreviventes foram entdo transferidas,
do mesmo modo, para tubos Falcon com 25 ml de meio MH contendo 10xMIC dos trés
ATBs. A cada intervalo de hora amostras foram coletadas, diluidas e plaqueadas para

determinagao das UFC/ml. A taxa de sobrevivéncia foi definida como:
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(UFC/ml)tratamento
(UFC/ml>inicial

Tazxa de sobrevivéncia =

(5.1)

5.1.6  Quantificacdo biomassa de biofilme

A partir de colonias de bactéria, indculo foi ajustado em 10® UFC/ml e distribuido
200 pL em placa de 96 pogos, mantidos em incubacgao de 48 horas a 37 °C. Posteriormente,
o meio foi removido e cada pocgo foi lavado duas vezes com 200 ul. de PBS. Em cada pogo
foram adicionados 100 pL de solugdao do corante Cristal Violeta 0,1%, mantido em contato
com o biofilme por 15 minutos, em seguida removido e cada pogo foi lavado com 200 uL
de agua destilada por quatro vezes. As placas foram deixadas a temperatura ambiente
por 15 minutos para a completa evaporagao dos residuos de dgua. Posteriormente, 200 pLL
de alcool etilico absoluto foram adicionados em cada pogo para a solubilizagao do corante
aderido a matriz. A quantificacdo da biomassa total foi realizada através da leitura da
densidade éptica a 570 e 600 nm, onde resultados maiores de absorbancia indicam maior

producao de biomassa no biofilme.

5.1.7 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata biologica (N=9). A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Os dados descritos por distribuigdo normal
foram apresentados em média com desvio padrao e analisados por ANOVA One Way e
Tukey. Para os dados nao paramétricos o teste de Kruskal-Wallis e da mediana foram
aplicados, e os resultados foram plotados em mediana. Para todas as analises foi conside-
rado o p-valor < 0,05 como significativo. O software utilizado para a andlise estatistica

foi o TIBCO Software Inc version 14 e os graficos plotados por Origin, Version 2022b.

5.2 Resultados

5.2.1 Indugao da resisténcia bacteriana ao antimicrobiano

A exposigao constante dos ATBs AMO (MICy, = 0,25 pug/ml), ERI (MIC, = 16
pug/ml) e GEN (MICy = 0,5 ug/ml) nas respectivas concentragoes de MICy, % MICy e ¥4
MIC, foram aplicadas em culturas de S. aureus (ATCC 25923), com lavagem e suspensao

do meio fresco contendo as mesmas concentragoes sub-inibitérias de ATBs em intervalos
de 24 h.
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Figura 23 — Concentragao inibitéria minima (MIC) apés a indugao de resisténcia aos
ATBs com o cultivo em MICy, % MICy e 4 MICy de S. aureus (ATCC
25923) para A) amoxicilina (AMO), no qual MICy é 0.25 pg/ml, B) eritromi-
cina (ERI), no qual MICy é 16 pug/ml e C) gentamicina (GEN), no qual MIC,
¢ 0.5 pg/ml. Os dados sao a mediana das triplicatas experimentais. Graficos
usando a escala Log, do eixo y.
Fonte: Elaborada pela autora.

Nas primeiras horas de cultivo os valores de MIC mantiveram aproximadamente
constante, mas apés 72 h de cultivo, na Figura 23.A é possivel observar o aumento da MIC
de AMO entre 160 a 384 vezes. Para o cultivo em subconcentragoes de ERI mostrados
na Figura 23.B, inicialmente ha uma diminuicdo do valor de MIC em 3,7 vezes, mas
posteriormente segue crescente linearmente finalizando em 72 h com aumento de 2 a
4 vezes de MICy. Para ambos os ATBs, AMO e ERI, o maior aumento é devido as
concentragoes de cultivo de %2 MICy e 4 MICy, enquanto para a GEN (Figura 23.C) é

possivel observar que independente da concentracao o aumento foi de 64 vezes no valor da
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MICy. Foi constatado que apds 72 h de cultivo os valores de MIC da cultura para os trés
ATBs é aumentado significantemente, de modo que a linhagem descendente se demonstra
como resistentes a AMO, ERI e GEN. As amostras produzidas sdo as principais cepas
resistentes aos ATBs usados nas préximas etapas, sendo estas denominadas de S. aureus
AMO-induzida (Figura 23.A), ERI-induzida (Figura 23.B) e GEN-induzida (Figura 23.C).

5.2.2 Aumento da suscetibilidade bacteriana

A Figura 24 mostra o efeito de ciclos de IFD a cada 6h na MIC de cepas de
S. aureus resistentes, seja de amostra coletada de pacientes (MRSA) ou da resisténcia
induzida de S. aureus (ATCC25923) pelo cultivo de 4 MIC de AMO (0,063 pg/ml),
ERI (4 pg/ml) e GEN (0,125 pg/ml), cujo foi apresentado na Figura 23. O ciclo zero
corresponde ao valor da MIC inicial das cepas a partir do in6éculo de estoque congelado.
A MRSA apresentou elevado valor de MIC para os trés ATBs avaliados, sendo que a
concentragao de 1024 ug/ml era o valor maximo possivel de detectar. Independente do

ATB utilizado para induzir a resisténcia, as cepas descendentes apresentaram valores de
MIC acima do ponto de corte para suscetibilidade de AMO, ERI e GEN.

A acdo fotodinamica para potencializar os ATBs foi mais efetiva para a cepa S.
aureus GEN-induzida, de modo que apos 5 ciclos de IFD as cepas apresentaram MIC
abaixo do ponto de corte, classificando como sensivel aos ATBs AMO, ERI e GEN. Na
Figura 24.A, apos 5 ciclos de IFD houve uma diminuicao da MIC de AMO em 102; 128;
64 e 8533 vezes para MRSA, S. aureus AMO-induzida, ERI-induzida e GEN-induzida,
respectivamente. Para ERI apresentado na Figura 24.B, os valores de MIC diminuiram
em 77; 64; 128; 2048 vezes para MRSA, S. aureus AMO-induzida, ERI-induzida e GEN-
induzida, respectivamente. A aplicacao de IFD foi eficaz na acao da GEN, Figura 24.C,
uma vez que 2 ciclos houve reducao dos valores de MIC, sendo abaixo do ponto de corte
para todas a cepas. Apés 5 ciclos de IFD os novos valores de MIC de GEN foram de
0,1875 ug/ml para MRSA e 0,5 ug/ml para S. aureus AMO-induzida, ERI-induzida e
GEN-induzida.

A Tabela 5 apresenta os valores da andlise da taxa de quebra da resisténcia da
acao fotoxidativa da IFD parcial em ciclos, definida como pela Equagao 5.2. O parametro
indica que a cepa de S. aureus induzida por GEN responde de forma mais eficaz a agao de
ciclos parciais de IFD para aumentar a suscetibilidade a AMO>GEN>ERI. Como a GEN
apresentou os maiores valores de 7, sua recuperacao de suscetibilidade foi mais efetiva para
MRSA>GEN-induzido>ERI-induzido>AMO-induzido. Valores altos de n (Equacao 5.2)

representam maior eficiéncia na viabilidade da recuperagao do ATB.

. LOgQ(M]Cz> - L092(Mjcponto—de—corte>
n= y -
Numero de ciclos

(5.2)
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Figura 24 — Aumento da suscetibilidade aos ATBs com a determinacao da concentracao
inibitéria minima (MIC) a cada ciclos de inativacao fotodindmica (IFD) de
10 uM de CUR, 10 J/cm? a 450 nm nas cepas coletada de pacientes (MRSA)
ou de resisténcia induzida de S. aureus (ATCC25923) pelo cultivo de 4 MIC
de AMO (0.063 pg/ml), ERI (4 pg/ml) e GEN (0.125 pg/ml). MIC de cada
cepa referente aos ATBs A) amoxicilina, B) eritromicina e C) gentamicina. Os
dados sdo a mediana das triplicatas experimentais. Graficos usando a escala

Logs do eixo y.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 5 — Valores de 7 indicativos de uma taxa de quebra de resisténcia pela agao de
IFD parcial para cada cepa e amoxicilina (AMO), eritromicina (ERI) e gen-
tamicina (GEN) avaliados. Em verde estdo a combinacao cepa-antimicrobiano
que apresentaram as melhores taxas

Bactéria AMO ERI GEN
MRSA 143 1.33  2.48
AMO-induzida 1.39 1.23  1.39
ERI-induzida 1.15 1.44  2.43
GEN-induzida 2.65 2.00 2.38

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.3 Concentracao inibitéria minima em células descendentes apos IFD

Na Figura 25, foi verificado se o aumento da suscetibilidade bacteriana obtida com
o tratamento de IFD apds 5 ciclos se manteve nas células descendentes, quando cultiva-
das diretamente da colonia em meio BHI sem nenhum tratamento. Como demonstrado
na Figura 24, apds 5 ciclos de IFD a MIC diminui drasticamente das cepas resistentes
(clinica e induzidas). As barras em vermelho e azul na Figura 25 sdo as bactérias an-
tes e apos b ciclos de IFD, respectivamente. Para todas as cepas avaliadas, na cultura
de 18h, foi constatado que a MIC obtida é menor que a MIC, (barra vermelha) das ce-
pas MRSA, S. aureus AMO-induzida, ERI-induzida e GEN-induzida para AMO, ERI e
GEN. Transferindo a cultura para meio fresco e cultivado até completar 24h e 30h, AMO
e ERI apresentaram tendéncia em retornar a MIC, das cepas resistentes, ou seja, antes
do tratamento de ciclos de IFD. Contudo, a GEN manteve MIC em valores drasticamente

inferiores comparados com a MIC, das cepas resistentes.

Em ntmeros, apds 30h de cultivo da cepa IFD-MRSA (Figura 25.A) apresentou
MIC 2, 3 e 264 vezes menor que a MIC, para AMO, ERI e GEN respectivamente. Na
Figura 25.B, a cepa IFD-AMO-induzida apresentou MIC 1,3 e 64 vezes menor para ERI
e GEN, mas a MIC de AMO recuperou o valor inicial da cepa resistente. Para IFD-ERI-
induzida (Figura 25.C) a MIC de AMO foi o dobro de MICy, mas para os ERI e GEN
foi menor em 2 e 683 vezes, respectivamente. No caso de IFD-GEN-induzida mostrado na
Figura 25.D, apés as 30 h de cultivo a MIC da populacao bacteriana foi de 2 e 683 vezes
menor que MICy de ERI e GEN respectivamente, mas recuperou o valor de MICy para

AMO.
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Figura 25 — Concentragao inibitéria minima (MIC) de cepas de S. aureus resistentes e
descendentes. A) Esquema da metodologia aplicada para determinar a MIC
da cepa inicial (vermelho), apés 5 cilos de IFD parcial (azul) e do cresci-
mento apos tratamento em 18 (amarelo), 24 (verde) e 30 h (roxo). A) MRSA
clinicamente isolado, B) induzido por amoxicilina (AMO), C) induzido por
eritromicina (ERI), D) induzido por gentamicina (GEN). Os dados sao a
média de triplicados experimentais. Letras diferentes indicam diferenca esta-
tistica para p<0,05 e letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica,
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.4 Efeito da IFD na persisténcia bacteriana

O indice de duragdo minima para matar 99% da populagdo (MDKgg, do inglés
Minimal Duration for Killing 99%) é um pardmetro complementar para indicar as bacté-
rias sensiveis, persistentes e resistentes. Valores moderados de MDKgg caracterizam uma
linhagem persistente, ou seja, embora sejam bactérias sensiveis, o tempo para agao do
ATB ser efetiva é maior. A Figura 26, apresenta a fracao de sobrevivéncia das cepas S.
aureus (ATCC 25923) e GEN-induzida com e sem aplicagdo prévia de IFD.
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Figura 26 — Taxa de sobrevivéncia bacteriana com o cultivo de 10 MIC, de amoxicilina
(AMO), eritromicina (ERI) e gentamicina (GEN) das cepas A) S. aureus
ATCC 25923, B) aplicagao de inativagao fotodinamic (IFD, 10 uM de curcu-
mina, 10 J/cm? a 450 nm) préviamente na cultura de S. aureus ATCC 25923.
C) S. aureus GEN-induzida e D) aplicagao de IFD (10 uM de curcumina, 10
J/ecm? a 450 nm) préviamente na cultura de S. aureus GEN-induzida.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 26.A, apesar da linhagem ser sensivel a AMO, nao foi possivel obter o

MDKgg dentro do periodo de dados experimentais de 5 h, assim como para ERI, mas para
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GEN o valor identificado foi de 2,4 h. Contudo, a aplicacao prévia de IFD em S. aureus
mostrado na Figura 26.B, diminui o MDKgyg para a GEN e ERI, sendo de 1,9 h e 48 h
respectivamente, enquanto que para AMO o MDKjyg é de 5,5 h matematicamente. A taxa
de diminuicao da taxa de sobrevivéncia foi mais acelerada para aplicagao prévia de ITFD
de 0,3 a 0,8 vezes. Para a cepa de S. aureus GEN-induzida, por ser resistente a todos os
ATBs, o comportamento obtido ao longo do tempo foi de uma fragdo sobrevivente cujo
o0 MDKyg é maior do que o tempo do experimento de 5 h. Todavia, a aplicacao prévia de
IFD em cepas GEN-induzida (Figura 26.D) demonstrou que o comportamento da fra¢ao
de sobrevivéncia é mais decrescente em 0,1 a 1,3 vezes para todos os ATBs avaliados,

sendo possivel determinar experimentalmente o MDKgg para GEN em 1,8 h.

5.2.5 Quantificagdo biomassa de biofilme

A formacao de biofilme é uma das expressoes de viruléncia das bactérias, sendo
essa uma das estrategia que protegem os microrganismo da agdo de ATB. Na Figura 27

mostra a biomassa de biofilmes da cepas estudadas neste capitulo.
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Figura 27 — Quantificacdo da biomassa aderida de biofilme por meio da absor¢ao do cristal
violeta em 570 nm normalizado pela densidade 6tica da célula bacteriana em
600nm, para diferentes cepas bacterianas de S. aureus (Amoxicilina(AMO)-
induzida, Eritromicina (ERI)-induzida, Gentamicina (GEN)-induzida, S. au-
reus meticilina resistente (MRSA) e ATCC 25923) com/sem aplicagdo de 5
ciclos de inativagao fotodinamica (IFD,10 uM de curcumina, 10 J/cm? a 450
nm) préviamente a indugao do biofilme.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A biomassa aderida a uma superficie é mensurada pela quantidade de matriz
extracelular por absorgao do cristal violeta (570 nm) e pela presenca de células bacterianas

por densidade dtica (600 nm). O biofilme cultivado totalizou 48 horas de crescimento.

Comparativamente, as cepas que tiveram a indugao da resisténcia pelo cultivo em
4 MICy de AMO, ERI, GEN (Figura 23) apresentaram um aumento da biomassa de
biofilme em relacao a cepa ancestral (ATCC) em 20,4%, 2% e 2,2% respectivamente. A
linhagem de paciente MRSA também apresentou uma biomassa de biofilme em 15,3%

maior que a cepa ATCC.

A aplicagao prévia da IFD nas bactérias resistentes resultou em diminuicao da
biomassa de biofilme aderida na superficie da placa em 12.6%, 1.,8%, and 0.% para AMO-
induzida, ERI-induzida, e MRSA, em compara¢ao com a nao aplicacdo prévia de IFD,
respectivamente. O resultado na figura ilustra possiveis diferencas na expressao de fatores
de viruléncia entre bactérias resistentes e sensiveis. Além disso, o impacto dos ciclos de
PDI nao se limita a modificagao dos perfis de suscetibilidade; ele também sugere possiveis

efeitos antiviruléncia.

5.3 Discussao

A resisténcia bacteriana é uma das principais preocupacoes de saude mundial, mas
nao a unica causa da falha dos ATBs, sendo também devido as bactérias persistentes e
biofilmes.!? A razao pela qual a resisténcia ¢ o principal foco dos estudos quando se ana-
lisa a efetividade do ATB dé-se pela sua crescente taxa e disseminacao em decorréncia
dos processos de selecao artificial, cuja a exposicao inadequada do farmaco aos microrga-
nismos elimina as células suscetiveis e seleciona as células bacterianas resistentes,?’ como
mostrado na Figura 23. Além disso, elas mostraram que a indu¢ao por uma determinada
classe de ATB desencadeia também a de outras classes. Uma estratégia para potencializar
os efeitos dos ATBs é pela associacao de técnicas, por exemplo, a IFD que pode diminuir

significativamente os valores de MIC mostrado na Figura 24.

Além disso, em trabalhos anteriores, mostramos que a acao da IFD potencializa
o efeito do ATB utilizando os FS azul de metileno® e a CUR (Cap. 4,%%) com diferentes
ATBs. Nossos estudos corroboram com outros presentes na literatura, no qual a ordem
de aplicagao entre as terapias, escolha do FS e classe de ATBs podem ser determinantes

nas respostas sinérgicas.6%69-71,95

Com base no resultado apresentado na Figura 24, o aumento da suscetibilidade
das trés classes de ATBs se mostrou efetiva na populagdo bacteriana resistente sendo
isolado clinico ou resisténcia induzida em laboratério. Embora diminuicdes expressivas
nas MIC tenham sido constatadas, melhorias no protocolo podem promover melhores

resultados, como modificagao do intervalo e da duracao de aplicagao da IFD, com o
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objetivo de obter a quebra da resisténcia pela acao fotodinamica em todos os grupos,
que foi apenas obtido para o ATB GEN (Figura 24.C) e para a cepa S. aureus GEN-
induzida nos demais ATBs, obtendo MIC abaixo do ponto de corte. A GEN atravessa a
membrana bacteriana e se liga ao rRNA em um transporte ativo dependente de oxigénio,
impedindo a sintese de protefnas.!® Quando esse limiar ndo é alcancado, a populacao
sobrevivente predominante permanece sendo as células nao suscetiveis aos ATBs, de modo
que as proximas geragoes da populacao a MIC final é maior ou igual a MIC, de quando
nao houve agdo fotodindmica aplicada (Figura 25). No caso em que o ponto de corte é
ultrapassado, aumenta a probabilidade do predominio das células suscetiveis aos ATBs na
populacao, consequentemente as proximas geracoes nao tendem a ter aumento expressivo
na MIC, como o caso do uso da GEN (Figura 25).

Para as diferentes cepas estudadas a GEN se destaca quanto a quebra da resisténcia
e a manutencao da suscetibilidade apds a recuperacao. Por ser um aminoglicosideo, a
GEN atua no ribossomo subunidade 30S e a ERI, um macrolideo, atua na subunidade
ribossomal 50S.1% Quando h4 a combinacdo da IFD com a GEN e ERI implica em maior
probabilidade de bactérias remanescentes com danos no ribossomo, cuja é uma organela
essencial para manutencgao das atividades celulares. Um dano no ribossomo precisa de um
tempo de recuperacao maior do que danos na parede celular, que é o dano mais acumulado
quando a AMO, S-lactamico, ¢ utilizada.?® Como o intervalo entre as aplicacoes da IFD foi
de 6h, um tempo significativamente maior do que o tempo para que haja novas geragoes
de células filhas, os dados demonstraram que houve permanéncia do efeito de diminuicao
da MIC. Isso sugere que o dano fotoxidativo acumulado em combinagdo com o antibidtico
¢é mais dificil de ser reparado. Além disso, analisando o parametro 7, (Tabela 5) quando
este é grande significa que a taxa de danos supera a regeneragao, neste caso a quebra da

resisténcia é mais permanente. O oposto ocorre quando o pardmetro n é pequeno.

A resposta distinta entre as cepas de S. aureus e as diferentes classes de ATBs
demonstram que a resposta da combinagdo de IFD e ATB nao é universal para cada
trio bactéria, FS e ATB. Além disso, os resultados obtidos também sao influenciados
pela fase de crescimento da bactéria, como na Figura 25 em que apds ter o aumento da
suscetibilidade aos ATBs e as culturas voltarem ao cultivo sem tratamento, as bactérias
na fase estaciondria (18h) majoritariamente nao recuperaram o mesmo nivel de resisténcia

inicial diferentemente das culturas em fase logaritmica (24h e 30h).

O termo "ponto de interrupcio de resisténcia'para efeitos antibacterianos usado
para cepas de bactérias de tipo selvagem e derivadas clinicamente, ambos com mecanis-
mos de resisténcia adquiridos ou selecionados, também foi analisado aqui em termos de
manutencao desse ponto de interrupc¢ao. Observamos uma queda na resisténcia com IFD
em linhagens ATCC que foram induzidas a resisténcia pelo método de inducao antibiética

(pelo método de resisténcia adquirida, Figura 23), apresentaram retorno aos seus limiares
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de resisténcia. Isso nos mostrou a necessidade de adequar as modificagoes da dosagem de

IFD para manter a quebra de resisténcia ao uso de AMO ap6s 24 horas de tratamento.

Neste capitulo, o foco estd em demonstrar que a acao fotodinamica além de ser um
adjuvante a ATBT, também é capaz de atuar nos diferentes casos quando ha a falha do
ATB. Aumentar ou recuperar totalmente a suscetibilidade aos ATBs, como demonstrado
na Figura 24, permite o aumento do tempo de uso util da classe de ATB. As chances de
novos ATBs serem aprovados pelo FDA para estudo de fase clinica I1I é de 6 em 10.131,
sendo que dos que sao aprovados, a probabilidade de ser de uma classe de ATB nova é de
apenas 25%.% Isso implica uma baixa probabilidade de resolver o problema da resisténcia
bacteriana, uma vez que a maioria dos novos ATBs tende a ser de classes existentes.
Portanto, a busca por técnicas que combatam os mecanismos de resisténcia aos ATBs é

essencial.

Usualmente a estratégia que tem sido adotada clinicamente é a associacao de
diferentes classes de ATBs visando a diminuicdo das dosagens de tratamento e respostas
sinérgicas. Contudo, em alguns casos, além de uma resposta antagonica ha a exposicao a
mais de uma classe de ATB, limitando ainda mais as opgoes de tratamentos, diminuindo
o tempo de uso util dessa classe.!%271%% A combinacdo de 2 ou mais ATBs pode induzir
a tolerancia das cepas bacterianas aos medicamentos, ou seja, a sobrevivéncia por um
tempo limitado extenso da bactéria em condicoes letais.!'% Essa é uma das causas nas
quais uma infeccao ¢é dificilmente erradicada, pois ha as reinfecgoes e cerca de 80% sao

infeccdes por biofilmes.!06:107

Diferentemente, a IFD além de aumentar a suscetibilidade do ATB também di-
minui o0 MDKgg (Figura 26) que é essencial para a agdo desses firmacos, os quais ma-
joritariamente agem durante o tempo de crescimento, sendo que as células persistentes
tendem a ter uma taxa de crescimento menor.'%® Desse modo a diminuicdo do MDKgg
promovida pela IFD combate outra vertente da falha dos ATBs. Na persisténcia aqui
demonstrada, avaliou-se a patogénese microbiana de bactérias induzidas por resisténcia e
suscetiveis devido a necessidade de prolongar o tratamento, considerando a possibilidade
de recidiva apods a terapia. Nesses casos recorrentes em pacientes, alternativas sao usadas
para alcancar a eficacia do tratamento, o que também pode aumentar os efeitos colaterais.
Algumas caracteristicas fenotipicas em uma subpopulagao, incluindo bactérias persisten-
tes que sobrevivem em altas concentragoes de ATBs reinfectando pacientes, podem afetar
a resisténcia antimicrobiana e, portanto, a ineficicia dos ATBs.>1% Além disso, os sinto-
mas graves de uma infeccao devem-se a fatores de viruléncia como toxinas e formagao de

biofilme, cuja expressao pode ser estimulada em funcdo da dosagem do ATB.!011

No Capitulo 4 foi demonstrado que a aplicacao de tratamentos seja monotera-
pias de ATB, IFD ou o tratamento combinado alteram o fenétipo bacteriano.” Através

das adesinas, as bactérias ligam-se a superficies alvo como células teciduais, promovendo
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o desenvolvimento de uma infeccao e o direcionamento bacteriano para uma superficie
especifica sendo o primeiro passo para a formagao de uma estrutura tridimensional com-
plexa, ou seja, um biofilme, caracteristico de infec¢bes persistentes, cronicas e infecgoes
bacterianas recorrentes.!®® Na Figura 27, mostramos que o biofilme, um importante fator
de viruléncia, tem maior formacao quando a cepas sao resistentes comparada com célu-
las sensiveis a ATBs. Entretanto, as cepas descendentes apds 5 ciclo de IFD diminuem
a expressao dessa viruléncia, corroborando novamente que a acao fotoxidativa age nas
células modificando estruturas e metabolismo celular quando estas nao sao eliminadas.
Além da IFD, é relatado que CUR tem acao anti-infecciosa ao inibir biofilme de P. aeru-
ginosa entre outros patégenos.''% 112 A reducao da formacao de biofilme é relevante para
tratamento de infec¢bes bacterianas, uma vez que além da deterioracao do paciente, os
biofilmes tendem a ter um aumento da resisténcia aos ATBs em até 1000 vezes.''3 Porém
alguns estudos indicam que nao necessariamente os biofilmes sao resistentes aos ATBs,

mas o ambiente favorece a persisténcia da célula bacteriana aos ATBs.!

Assim, a agao fotodinamica se demonstra nao apenas como um adjuvante sinérgico
ao ATB.,%? mas com capacidade de modificar o grau de suscetibilidade bacteriana aos
ATBs pela diminuicao abaixo dos pontos de corte de resisténcias e a pela diminui¢ao do
MDKjyg, além de controlar a formacao de biofilme de cepas resistentes, um importante
fator de viruléncia bacteriano. Nesses trés principais pontos que tange a falha da ATB, a
IFD associada ao tratamento convencional se demonstra o tratamento adequado e benéfico
para futuras aplicagoes em casos de infeccao bacterinas, sendo uma resposta a demanda
da organiza¢ao mundial da satide (OMS) em buscar alternativas para as falhas de ATBs.
Embora os resultados demonstrem a competéncia da combinagdo da IFD com ATBs,
existem diversos pontos a serem melhor elucidados na resposta de longo prazo deste

tratamento combinado.

Finalmente, deve-se ressaltar que os principais mecanismos fotodinamicos para re-
duzir a resisténcia das bactérias aos ATBs ainda precisam ser determinados. No entanto,
as observagoes aqui apresentadas permitem o estabelecimento de hipoteses. Quando as
bactérias adquirem resisténcia a um determinado ATB, ocorrem modificagoes em seu me-
tabolismo, bem como na permeabilidade da membrana. As reagoes enziméaticas podem
destruir a molécula do ATB ou a bomba de efluxo pode expelir tais moléculas. A oxi-
dacao introduzida pela acdo fotodinamica pode interferir nesses mecanismos diminuindo
sua atividade. Como resultado, ocorre a quebra das barreiras a acdo do antibidtico, po-

tencializando seu efeito antibacteriano pela acao fotodinamica.
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5.4 Conclusao

Nesse capitulo foram mostradas as evidéncias de que a proposta de aplicacao da
IFD para auxiliar o aumento da suscetibilidade bacteriana aos ATBs é possivel. Prolongar
e recuperar o uso de diferentes classes de ATBs sao demandas urgentes dada as perspecti-
vas futuras no que tange a saide global. Desse modo, o problema de infecgoes resistentes
no qual ha a possibilidade de irradiacao como faringotonsilites, pneumonia, tlceras nao
cicatrizantes entre outros, a IFD se demonstra como uma abordagem apropriada, mas que
ainda necessita avaliacdo mais ampla dentro da tematica resisténcia a ATBs. Mais do que
isso, os resultados indicaram a possibilidade de conjugar ATB com IFD de forma que as
geracoes existentes de ATBs possam voltar a ser viaveis no combate as infecgoes. Com o
tempo espera-se que a reversao da resisténcia ao ATB possa ser permanente e nesse caso o
ATB sozinho possa voltar a ser uma boa solu¢ao. A combinac¢ao da oxidagao fotodinamica
com ATBs pode ser uma nova modalidade de combate as infec¢bes em muitas situagoes.

Isso certamente devera ajudar a reverter um cenario dificil de resisténcia antimicrobiana.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme descrito em 1.2, o objetivo da pesquisa desenvolvida nesta tese foi anali-
sar a combinacao entre ATBT e IFD. Com base nos resultados obtidos e analises realizadas

os principais pontos discutidos foram:

o Encontrar concentracoes adequadas de ATBs e IFD é essencial para obter um efeito
sinérgico e maximizar a eficacia da terapia combinada, evitando concentracoes ex-

cessivas que possam causar efeitos adversos.

» A resposta sinérgica da combinacao de IFD e ATBs pode variar dependendo da cepa

bacteriana, dos tipos de ATBs, das doses utilizadas e das condi¢oes experimentais.

o A IFD afeta a permeabilidade celular e aumenta a suscetibilidade das bactérias aos

ATBs, o que pode reverter a resisténcia bacteriana.

« Diferentes protocolos de combinacao podem ter efeitos sinérgicos ou antagonicos,

sendo a aplicacao prévia de IFD considerada a melhor sequéncia temporal.

o A interagdo entre ATBs e FSs pode comprometer a eficiéncia fotodinamica, e o

ajuste dos parametros é importante para potencializar a acdo antimicrobiana.

e A IFD pode auxiliar no aumento da susceptibilidade bacteriana aos ATBs, ofere-

cendo uma abordagem apropriada para tratar infecgdes resistentes.

e A combinacao de IFD com ATBs pode permitir que geragoes existentes de ATBs
sejam viaveis novamente no combate as infecg¢oes, revertendo a resisténcia antimi-

crobiana.

o A agdo fotodindmica em conjunto com ATBs pode ser uma nova modalidade de
combate as infec¢oes e ajudar a reverter o cenario desafiador da resisténcia antimi-

crobiana.

Esses resultados indicam a IFD como uma estratégia adjuvante eficaz para po-
tencializar a acdo dos ATBs e combater infecgoes resistentes. No entanto, mais pesquisas
sa0 necessarias para uma avaliagdo mais ampla, como por exemplo avaliar outros ATBs,
microrganismos e FSs, para a compreensao completa dos mecanismos de ac¢ao e interagao
entre IFD e ATBs.
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