UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE FiSICA DE SAO CARLOS

Paulo Junior Tadayoshi Nakada

Estratégias de inativacdo fotodinamica no controle do biofilme de

Pseudomonas aeruginosa

Sao Carlos
2023






Paulo Junior Tadayoshi Nakada

Estratégias de inativacdo fotodinamica no controle do biofilme de

Pseudomonas aeruginosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Fisica do Instituto de Fisica de
S8o Carlos da Universidade de S&o Paulo,
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentragéo: Fisica Aplicada
Opcéo: Fisica Biomolecular

Orientadora: Profa. Dra. Cristina Kurachi
Coorientadora: Dra. Fernanda Alves

Verséao Corrigida

(verséo original disponivel na Unidade que aloja o Programa)

Sao Carlos
2023



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Nakada, Paul o Juani or Tadayoshi
Estrat égi as de inativacdo fotodi nami ca no control e do
bi ofi | mre de Pseudononas aerugi nosa / Paul o Juni or

Tadayoshi Nakada; orientadora Cristina Kurachi - verséo
corrigida -- Sdo Carlos, 2023.
79 p.

Di ssertacdo (Mestrado - Progranma de POs- Graduacdo em
Fisica Aplicada Bionolecular) -- Instituto de Fisica de Sdo
Carl os, Universidade de Sdo Paul o, 2023.

1. Erradicacdo. 2. Azul de netileno. 3. lodeto de
potassio. |. Kurachi, Cristina, orient. Il. Titulo.




AGRADECIMENTOS

Gostaria de comecar agradecendo aos meus pais Paulo Nakada e Wilma Y Y
Nakada, por todo amor, dedicacdo e esforco que tiveram pela minha criagcdo e
construcdo da pessoa que sou hoje. Ndo menos importante, dedico esse trabalho para
minha irmazinha Priscila T Nakada que esteve junto comigo em todas as situacdes
boas ou ruins durante todo esse percurso. Aos parentes que se manteve presentes e
aos amigos que de alguma forma puderem contribuir para construcao desse trabalho.

Agradeco de coracdo aos anos de aprendizado a Profa. Cristina Kurachi que
pdde compartilhar um pouco de sua sabedoria e humanidade comigo e com todo o
Grupo de Optica. Falando nesse grupo, agradeco a todos que se fizeram presentes
no dia a dia contribuindo com ensinamentos e descontra¢des na hora do café. Este
grupo ndo seria o mesmo sem a lideranca do Prof. Vanderlei Bagnato que coordena
de maneira magistral todas as linhas de pesquisa e consegue compartilhar também
seus anos de experiencia com cada um que cruza seu caminho, além de ser um ser
humano eximio. Com todas as caracteristicas desses dois pesquisadores sumarizada
tive o prazer de conhecer e dividir os dias de experimentos e analises com a Ph.D.
Fernanda Alves, que tornou possivel o desenvolvimento e concluséo desse estudo.

E, por fim, gostaria de agradecer imensamente o apoio das Agéncias de
Fomento: Fundacgdo de Apoio a Fisica e a Quimica (FAFQ) — Projeto EMBRAPII —
DTI; Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) - 2013/07276-1
(CEPOF); 2014/50857-8 (INCT).






“A constant search for knowledge and profound awareness of the universe

that triggers feelings too deep and mysterious for words. ”
Yiigen W31






RESUMO

NAKADA, P.J.T. Estratégias de inativacdo fotodindmica no controle do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa. 2023. 79 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica
de Séo Carlos, Universidade de Séo Paulo, S&o Carlos, 2023.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é frequentemente associada a infecgdes em humanos e é
conhecida por formar biofilmes espessos, resistentes e dificeis de serem tratados, cerca de 65
% das infeccBes humanas estdo presentes na forma de biofilmes bacterianos. Para se combater
esses biofilmes foram utilizadas estratégias terapéuticas visando a melhor efetividade de
tratamento, cada estratégia estava direcionada para um determinado alvo. No caso do
tratamento enzimatico, o foco era os polissacarideos presentes na matriz extracelular devido a
utilizando de Hidrolases de Glicosideos que clivam ligacdes glicosidicas. A inativacao
fotodindmica (IFD) focava na destruicdo das células bacterianas presentes no biofilme e poderia
ser utilizada ap6s um pré-tratamento enzimatico ou durante a dissociacdo do iodeto de potassio
(KI) devido a interacdo desse sal com os produtos da IFD. Para o protocolo padrdo de
crescimento do biofilme foi utilizado 2x10®8 UFC/mL de bactéria em placa de 96 pogos com
agitacdo de 75 rpm e 37 °C por 48h, em seguida, as amostras foram submetidas aos tratamentos.
Avaliando o tratamento enzimatico contra os biofilmes, os melhores resultados obtidos foram
utilizando a CTEC (coquetel enziméatico comercial) que obteve cerca de 50 % de reducéo
percentual da biomassa do biofilme utilizando uma concentracdo de 0,3 mg/mL dessa enzima.
Para a IFD, utilizou-se um dispositivo LED (660 nm, 50 mW/cm?) com dose final de 60 J/cm?,
os melhores resultados obtidos foram separados em planctdnicas (com 7,17 logs de reducéo) e
biofilmes (com 1 log de reducdo) utilizando azul de metileno (AM) a 20 uM. Associando as
técnicas, comegando com um pré-tratamento enzimatico e posterior IFD, os resultados ndo sdo
satisfatorios e ndo houve reducdes efetivas. Por fim, utilizando a IFD com adigéo de Kl ocorre
uma potencializacdo dos efeitos fotodindmicos devido a producéo de espécies reativas de iodo
de longa duracéo que sdo capazes de erradicar os biofilmes de P. aeruginosa utilizando apenas
20 uM de AM, 100 mM de K, 2 h de incubag&o e dose final de 60 J/cm?.

Palavras-chave: Erradicacdo. Azul de metileno. lodeto de potéssio.






ABSTRACT

NAKADA, P.J.T. Photodynamic inactivation strategies to control Pseudomonas
aeruginosa biofilm. 2023. 79 p. Dissertation (Master of Science) — Institute of Physics of Sao
Carlos, University of Sao Paulo, Sdo Carlos, 2023.

Pseudomonas aeruginosa is often associated with infections in humans and is known for
forming thick, resistant, and challenging-to-treat biofilms. Approximately 65 % of human
infections are present in the form of bacterial biofilms. Various therapeutic strategies have been
employed to combat these biofilms, each targeting a specific aspect of their biology. In the case
of enzymatic treatment, the focus was on the polysaccharides present in the extracellular matrix,
utilizing Glycoside Hydrolases that catalyze the hydrolytic cleavage of the glycosidic bond.
Photodynamic Inactivation (PDI) aimed at destroying the bacterial cells within the biofilm and
could be used after enzymatic pretreatment or during the dissociation of potassium iodide (KI)
due to its interaction with PDI products. For the standard biofilm growth protocol, a bacterial
concentration of 2x108 CFU/mL was used in a 96-well plate with agitation at 75 rpm and
incubation at 37 °C for 48 hours, followed by the application of the treatments. When evaluating
enzymatic treatment against P. aeruginosa biofilms, the most favorable results were achieved
using a CTEC (commercial enzymatic cocktail) at a concentration of 0.3 mg/mL, resulting in
approximately a 50 % reduction in biofilm biomass. For PDI, a LED device (660 nm, 50
mW/cm?) with a final dose of 60 J/cm? was employed, and the best results were distinguished
between planktonic cells (with a 7.17 log reduction) and biofilms (with a 1 log reduction) using
20 uM of Methylene Blue (MB). Combining these techniques, starting with enzymatic
pretreatment followed by PDI, did not yield satisfactory results, and there were no effective
reductions. Finally, using PDI with the addition of Kl led to an enhancement of photodynamic
effects due to the production of long-lived iodine reactive species, which were capable of
eradicating P. aeruginosa biofilms using only 20 uM of MB, 100 mM of KI, 2 hours of

incubation, and a final dose of 60 J/cm?.

Keywords: Eradication. Methylene Blue. Potassium lodide.
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1 INTRODUCAO

Bactérias sdo microrganismos unicelulares que podem ser encontradas em praticamente
todo habitat. Elas coexistem com animais e plantas mantendo uma relacdo simbidtica e
parasitaria. (1) Apesar de a maioria das bactérias serem benéficas aos individuos, outra por¢éo
s&o patdgenos oportunistas que podem causar infec¢des ou doencas. (2) As bactérias podem ser
encontradas de forma livre no meio chamadas de plancténicas; ou aderidas a uma superficie e
vivendo em comunidade chamadas de biofilme. (3-4) Apesar do tipo de organizacao, ambas
possuem a capacidade de desenvolver infecgdes ou doengas nos seres humanos, animais ou
plantas. Em cerca de 65% das infeccbes humanas, os microrganismos causadores estdo
presentes na forma de biofilme.

Infeccdes bacterianas sdo causadas por uma porcdo de patdgenos que invadem 0s
tecidos de um organismo e podem causar doencas infecciosas no hospedeiro, caso o sistema
imunolégico ndo seja capaz de combater essa invasdo. Nos Estados Unidos, anualmente, cerca
de 6,5 milhdes de feridas crénicas custam ao sistema de satde mais de US$ 50 bilhdes, sendo
que cerca de 9-12 milhdes de americanos sdo acometidos por essa condicdo. (5) Um
levantamento na Europa mostrou que cerca de 7 bilhdes de Euros séo destinados para infecgdes
bacterianas por ano. (6) Ja no Brasil, o custo diario de pacientes com Infec¢do Relacionada a
Assisténcia a Saude (IRAS) foi 55% superior ao de um paciente sem IRAS, 0 que sugere que
anualmente o sistema de saude gasta pelo menos o dobro do valor em relacdo aos pacientes que
ndo possuem infeccBes bacterianas. (7) Os fatores cruciais para o desenvolvimento de infec¢cdes
e doencas bacterianas sdo: infectividade de um microrganismo, que esta relacionado com a
quantidade de individuos infectados comparados com a quantidade de individuos que foram
sujeitos ou expostos; patogenicidade que é o potencial de um microrganismo causar doengas;
e, por fim, a viruléncia que sdo os fatores expressos pelos microrganismos que os auxiliam na
invasdo e crescimento no hospedeiro e, consequentemente, o estabelecimento e
desenvolvimento da infecgdo. (2-3) Bactérias patogénicas correspondem a uma parcela bem
pequena em relacdo ao montante de bactérias existentes. (2) Algumas delas listadas pela
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como patégenos prioritarios para pesquisar e
desenvolver novos antibidticos ou formas de se combater essas bactérias, sdo elas:
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriacea (prioridade critica);
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp.,
Salmonellae, Neisseria gonorrhoeae (prioridade alta); e, com prioridade média, Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae, Shigella spp. (8)
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Com base no nivel de prioridade expresso pela OMS, uma bactéria que frequentemente
causa infeccBes em humanos € a bactéria P. aeruginosa que possui uma alta capacidade
adaptativa de seu genoma, complexos mecanismos de resisténcia antimicrobiano e elevados
custos para os tratamentos, tornando-se um grave problema de salde publica global. (8) A
resisténcia antimicrobiana ocorre naturalmente, no entanto o uso indevido de antibidticos pode
acelerar esse processo. A resisténcia € a caracteristica dos microrganismos de resistir aos efeitos
destrutivos dos medicamentos, essa caracteristica pode ser adquirida de forma natural devido
aos processos de selecdo natural ou acelerado pelo uso indevido e exacerbado dos
antimicrobianos descobertos. Uma outra caracteristica bastante comum entre as bactérias é a
tolerancia que esses microrganismos possuem, o que significa que um determinado
microrganismo é mais tolerante que outro, devido a sua pouca resposta quando submetidos a
um determinado medicamento. (9) Além disso, a formacdo e estabelecimento de biofilmes
bacterianos, um poderoso fator de viruléncia, aumenta a tolerancia aos diversos tratamentos,
impulsionando em mais de 1000 vezes a resisténcia antimicrobiana da bactéria quando em
biofilme em comparacdo a forma planctonica. (10)

Os biofilmes sdo comunidades microbianas sésseis que crescem aderidos a uma
superficie envolvida por uma matriz extracelular auto-secretada que possibilita os
microrganismos sobreviverem em condicOes adversas (11-12) Uma vez que 0s microrganismos
estdo inseridos em uma matriz extracelular, esta dificulta a permeabilidade dos agentes
antimicrobianos, como antibidticos e toxinas, gerando um enorme desafio para o controle
bacteriano. (11,13-16) Estima-se que a formacao de biofilmes tenha uma influéncia em mais de
90% das infeccbes cronicas. (17) A bactéria P. aeruginosa € conhecida por formar biofilmes
espessos e de dificil controle o que a torna um excelente modelo para estudar formas de
tratamentos alternativos relevantes para atuar em paralelo ou ser alternativa a antibioticoterapia.
(17-18) A bactéria P. aeruginosa coloniza efetivamente uma variedade de superficies, como
materiais médicos, cateteres urinarios, implantes, lentes de contato, equipamentos da industria
alimenticia (tanques de mistura, cubas e tubos). (17) Portanto, entender a maquinaria por tras
dos processos que envolvem a formacgdo de biofilmes é fundamental para se desenvolver
estratégias terapéuticas eficazes para erradicar as infec¢bes associadas aos biofilmes.

Desde a descoberta da penicilina e o desenvolvimento de diversas moléculas com agéo
antimicrobiana, o tratamento com antibioticos é a principal opcéao terapéutica para as doencas
infecciosas. No entanto, em decorréncia do mecanismo de acao dos antibidticos ser baseado em
alta especificidade para um sitio bioldgico ou reacdo metabolica, a selecdo de bactérias

resistentes e o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (AMR, do inglés Antimicrobial
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Resistance) sdo respostas decorrentes da antibioticoterapia. As infecgdes causadas por
microrganismos resistentes constituem um grande problema de satde mundial, associado a
altos nimeros de mortes e de perdas econémicas. Em um relatério de 2017, a Organizacao das
Nacdes Unidas, apresentou uma alarmante previsdo de cerca de 10 milhdes de mortes anuais
decorrentes de consequéncias da AMR até 2050, caso medidas urgentes ndo sejam tomadas.
(19) Com a pandemia de COVID-19 e 0 amplo uso de antibidticos que vivenciamos desde 2020,
0 cenario previsto foi antecipado em uma década, tornando ainda mais urgente as acOes
indicadas no relatorio.

A Inativacdo Fotodinamica (IFD) é uma técnica bastante conhecida e largamente
estudada ha mais de um século. (20) Desde a sua descoberta em 1900 por Oskar Raab and
Hermann von Tappeiner, que observou a inativacdo de certos tipos de Paramecium spp. -
espécies de protozoarios ciliados - por meio da acao do laranja de acridina que, apos iluminacéo,
apresenta fatores antimicrobianos. (20-22) Outros experimentos foram surgindo combinando
diferentes reagentes e luz para diversas aplicacOes, tais reagentes sdo chamados de
fotossensibilizadores (FS) nos tempos atuais, 0s quais sdo excitados por um comprimento de
onda especifico e na presenca do oxigénio molecular produz espécies reativas de oxigénio
(EROs) que degradam as diversas biomoléculas, incluindo lipideos, proteinas e &acidos
nucleicos, sdo portanto toxicas para diversos tipos de células como bactérias, virus, fungos e
protozoarios. (20,23) Na década de 1940, muitos estudos envolvendo IFD foram esquecidos
apos a descoberta da penicilina, no entanto, estudos posteriores observados por Lipson e
colaboradores (25) mostraram que o uso de um derivado de hematoporfirina (HPD, do inglés
haematoporphyin derivative) acumulava-se em tumores e emitia fluorescéncia. Por volta de
1990, notou-se uma diferenca entre os FS antimicrobianos de amplo espectro e 0s compostos
que eram especificos em matar células cancerigenas. Os FS anticancerigenos sdo compostos
altamente ativos com estruturas neutras ou aniénicas com certo grau de hidrofobicidade, ja os
FS antimicrobianos também séo compostos altamente ativos, porém mais sollveis em agua e
com estruturas catiénicos mais proeminentes. (31-32) De acordo com todos esses relatos, a IFD
se tornou uma nova alternativa terapéutica ndo-invasiva com alto potencial antimicrobiano.

Apesar da acdo fotodindmica ndo ter um sitio bioldgico especifico, ela promove a
inativacdo dos diversos tipos de microrganismos. As bactérias Gram-negativas, no geral,
tendem a ser mais resistentes a IFD, visto que a estrutura da membrana desse tipo de bactéria €
mais complexa e variada, possuindo membrana externa composta por uma bicamada
constituida por fosfolipidios e lipopolissacarideos, carregada negativamente, o que a torna

pouco permeavel a moléculas pequenas, dificultando a difus@o do fotossensibilizador, sendo
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apontada como a principal causa da baixa resposta ao processo fotoquimico. (33-34) Ja no caso
de biofilmes formados por bactérias Gram-negativas, além dos mecanismos intrinsecos de
defesa e alta complexidade, a dificuldade para inativar esses microrganismos aumenta de forma
dréstica devido a producdo de uma matriz extracelular composta por substancias poliméricas
extracelulares (EPS), dessa forma, a permeabilidade de fA&rmacos como os FSs através da matriz
extracelular e das membranas bacterianas é cada vez menor. (35)

Uma alternativa terapéutica bastante estudada para abordar o problema das infecgdes
causadas por biofilme é o uso de enzimas que pode ser utilizado tanto para prevenir a formacao
de biofilmes, atuando na fase de adeséo dos mesmos impossibilitando a formagéo de qualquer
tipo de infeccédo, quanto para dispersar a matriz extracelular de biofilmes maduros que protege
e confere resisténcia a esses microrganismos, por meio da hidrolise das ligacGes glicosidicas
entre dois ou mais carboidratos. (36-40) Para cada fase de crescimento do biofilme, é possivel
utilizar certas classes de enzimas apropriadas para atuar naquele estagio de desenvolvimento.
Por exemplo, algumas delas possuem maior efeito nas fases iniciais de adeséo do biofilme,
como é o caso das DNases e hidrolases de glicosideos (GHs). (3) Adicionalmente, para 0s
biofilmes maduros com a finalidade de erradicar uma infeccdo, pode-se utilizar as proteases,
como a desoxirribonuclease e outras classes de hidrolases de glicosideos (GHs), para
comprometer a matriz extracelular e dispersar as bactérias susceptiveis as terapias
convencionais no meio, ou seja, tornando-as plancténicas e ndo aderidas e protegidas. (13,41)
Esta abordagem sobre os biofilmes maduros é comumente associada com antibioticos, uma vez
que, apos a dispersao das células, seja aplicado um agente antimicrobiano capaz de inativar as
células planctdnicas. (42) No entanto, o uso desenfreado e indevido de antibidticos necessita de
formas alternativas de tratamento para minimizar a seletividade de bactérias resistentes. (18,
43-45) Uma alternativa ao uso de antibiéticos bastante estudada e que ndo ha relatos de
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana € a terapia fotodinamica. (46-47) Dessa forma,
uma possibilidade de tratamento combinado seria utilizar um pré-tratamento enzimatico
seguido da acdo fotodindmica que, em teoria, ira comprometer a matriz extracelular e permitir
que os fotossensibilizadores penetrem nos biofilmes, para entdo, alcancar as células bacterianas
e inativa-las, eliminando a infeccdo e impossibilitando também outras formas de
(re)colonizagéo. (23,33-34,48)

Além da utilizacdo de enzimas que podem auxiliar no aumento da efetividade
fotodindmica, outra estratégia utilizada é a adi¢do de sais inorganicos ao fotossensibilizador.
Daniela Vecchio e colaboradores publicaram um estudo relevante utilizando IFD com adigédo

de um sal inorganico chamado iodeto de potassio (KI) e mostrou um efeito sinérgico dessa
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combinacdo tanto em testes in vitro, quanto in vivo na morte de culturas bacterianas ap6s adicao
desse sal. (49) Michael Hamblin investigou o efeito de outros sais inorganicos (azida de sédio,
iodeto de potéssio, brometo de potéssio, tiocianato) associados a IFD e observou que ha um
aumento significativo da morte celular bacteriana na presenca desses aditivos, no entanto,
alguns possuem certas limitag6es como toxicidade, menor oxidacéo, eficiéncia moderada e, por
fim, concluiu que dentre os sais avaliados, o iodeto de potéssio apresentou maior eficiéncia e
nenhuma toxicidade com células de mamiferos. (31) Com base nos relatos apresentados, uma
possivel alternativa para tratamento de biofilmes bacterianos seria adicionar iodeto de potassio
juntamente com os FSs para potencializar o efeito da IFD, além disso ha a possibilidade da
utilizacdo de um pré-tratamento enzimatico para facilitar o processo de penetragédo do FSs.
Para melhor compreensdo os tratamentos utilizados foram divididos em Capitulos,
sendo eles: Capitulo 4 - ENZIMAS; Capitulo 5 - TERAPIA FOTODINAMICA; Capitulo 6 e 7
— TRATAMENTOS COMBINADOS. Todos os Capitulos possuem informacdes Unicas e
respectivas de cada Capitulo e, consequentemente, as contribuices finais visa interligar e

finalizar as conclusdes parciais obtidas dos Capitulos anteriores.
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2 CONCEITOS FUNDAMENTAIS

2.1  Pseudomonas aeruginosa

A bactéria P. aeruginosa pode ser encontrada comumente no ambiente, como no solo e
na agua. E uma bactéria Gram-negativa, patogeno oportunista que pode causar infeccdes
nosocomiais, nas vias aéreas, trato urinario, feridas e queimaduras, no sangue (sepse) e nos
pulmdes (pneumonia associada a ventilagdo). (17) Apresenta-se em forma de bastonete, possui
mecanismos de resisténcia avangados e podem causar doengas em plantas, animais e
principalmente, em humanos. Em 2017, esta bactéria foi reconhecida pela OMS como um dos
patdgenos prioritarios para se pesquisar e desenvolver novos antibiéticos, pois além de
desenvolverem resisténcia aos agentes antimicrobianos, sdo capazes de formar biofilmes. (8,
17,50)

2.2 Biofilmes bacterianos e os desafios envolvidos

O processo de formacédo do biofilme bacteriano € um processo de maltiplos estagios e
dindmico que esta intimamente associado a sobrevivéncia desses microrganismos. Na natureza
amaioria das bactérias pode aderir a uma superficie e formar biofilmes, sendo que esse processo
se inicia com a adesdo de bactérias a uma superficie (bidtica ou abiotica), seguido pelo seu
crescimento, acimulo de matriz extracelular, maturacéo e, finalizando o ciclo, com a disperséo
de células para a colonizacdo de superficies vizinhas (Figura 1). (43) Esta matriz extracelular
polimérica produzida é altamente complexa e organizada, que confere protecdo e resisténcia
fisico-quimica, impedindo a permeabilidade de agentes antimicrobianos dentro deste
microambiente. (48,51-52) A composicdo e caracteristicas da matriz variam de acordo com as
espécies microbianas que compdem o biofilme, entretanto, no geral, a matriz é formada por
substancias polimeéricas extracelulares (EPS), na qual & composta de biomoléculas,
exopolissacarideos, polipeptideos, eDNA e proteinas. (51,53-55) A matriz extracelular atua
basicamente como uma barreira fisica dificultando a permeabilizacéo e a circulacdo de agentes
antimicrobianos por causa da presenca de polissacarideos, proteinas e DNA extracelular
(eDNA). (51) Adicionalmente, condicOes criticas de baixo nivel de oxigénio e escassez de
nutrientes no interior do biofilme reduzem o metabolismo das células microbianas, conduzindo-

as para o0 crescimento estacionario, condicdo que restringe a acdo antimicrobiana. (56) E, por
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fim, a presenca de DNA extracelular e a presenca de enzimas como beta-lactamases também
sdo fatores que contribuem para a tolerancia e sobrevivéncia dos biofilmes contra os agentes
antimicrobianos. (57) Adicionalmente, had a desprendimento de uma parcela dos
microrganismos desta comunidade, que possibilita a adesdo de células em superficies vizinhas,

ocasionando assim, o estabelecimento da infec¢do em outros locais (41,54,58)

Fase reversivel Fase irreversivel

Propagagdo

&)
> 4 o
=N
Adesao Crescimento Desenvolvimento e Maturagao Dispersao

Figura 1 — Formagdo do biofilme de P. aeruginosa. Legenda: QS (Quorum Sensing): comunicagdo célula-
célula.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software Biorender.

Além da presenca da matriz extracelular, outra caracteristica dos biofilmes bacterianos
é 0 mecanismo de Quorum Sensing (QS), que € a capacidade de comunicacdo entre as células,
presente em muitas bactérias. As bactérias do biofilme, ao detectarem o0 aumento da densidade
populacional local, respondem a este estimulo ativando a expressao génica que coordena uma
série de fatores de viruléncia, motilidade e formacéo de biofilmes. (55,59) As moléculas de QS
sdo diferentes entre as bactérias Gram-negativas e positivas, além de ativarem processos
especificos para cada bactéria.

A maioria das bacterias Gram-negativas obedecem ao mecanismo ja caracterizado da
bactéria Vibrio fischeri, no qual possuem cinco genes estruturais da luciferase (luxCDABE) e
dois genes reguladores (Luxl e LuxR) que coordenam o circuito de QS necessario para emissao
de luz. Luxl produz a molécula sinalizadora lactona homoserina (HSLs) que atua como
autoindutora. LUxR se liga aos autoindutores que atingiram uma concentracdo limite critica
devido ao aumento da densidade populacional, e 0 complexo LuxR-autoindutor se liga ao

promotor e ativa a transcricdo de luxCDABE ou de outros genes alvos. O complexo LuxR-
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autoindutor também se liga ao promotor luxR para reprimir a transcricdo de luxR. Com esse
mecanismo de QS as bactérias Gram-negativas conseguem expressar 0s genes de interesse
devido as flutuacBes na densidade da populacéo bacteriana. Algumas das bactérias que utilizam
o0 sistema de QS do tipo Luxl/LuxR, mas com suas particularidades sdo: Vibrio fischeri, P.
aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, entre outras. (59-60)

No caso da bactéria P. aeruginosa existem dois mecanismos principais de QS que
controlam a expressdo de fatores de viruléncia e a formacao de biofilmes que s@o os sistemas
Lasl/LasR e RhII/RhIR, homdlogos aos pares LuxIl/LuxR ja descritos e presentes na maioria
das bactérias Gram-negativas. Neste caso, Lasl e Rhll sdo os autoindutores que catalisam a
formacédo das moléculas de sinalizacdo homosserina lactona N-(3-oxododecanoil)-homoserina
lactona e N-(butril)-homoserina lactona, respectivamente. Ja as proteinas LasR e RhIR se ligam
aos autoindutores dependentes de Lasl e Rhll apds um limiar critico da concentracdo de
moléculas sinalizadoras (alta densidade celular). O complexo LasR-autoindutor se liga a uma
variedade de promotores do fator de viruléncia e estimula a transcricdo, além de induzir a
transcricdo de RhIR, para iniciar o segundo circuito de QS. A formacdo do complexo RhIR-
autoindutor ativa a transcricdo de um subconjunto de genes de viruléncia, assim como varios
genes alvos que ndo sdo regulados pelo primeiro circuito (formagdo do complexo LasR-
autoindutor). O primeiro circuito induz a expressdo de RhIR dando inicio a segunda cascata de
sinalizacdo. Além disso a ativacdo de RhIR é regulada pelo aumento da expressdo do
autoindutor Lasl, controlando que o primeiro circuito seja mais frequente que o segundo
circuito de deteccdo de quorum da P. aeruginosa. (59-60) Baixas concentracdes de oxigénio e
escassez de nutrientes no interior do biofilme reduzem a atividade metabdlica das células
bacterianas, conduzindo-as ao crescimento estacionario o que pode restringir a atividade
antibacteriana de certos farmacos. Além disso, a penetracdo limitada de certos antibidticos, a
acéo de componentes da matriz extracelular e a presenca de enzimas como p-lactamase dentro
do biofilme também sdo apontados como fatores que contribuem para a resiliéncia de biofilmes
frente a acdo de antimicrobianos. (44) Devido a esse complexo sistema presente nas bactérias,
torna-se um grande desafio a busca e o desenvolvimento de terapias alternativas para combater
os biofilmes bacterianos.

Uma das barreiras principais para ser enfrentada € a composicéo e estrutura do EPS que
pode variar bastante dependendo dos microrganismos, tensdo de cisalhamento local,
disponibilidade de nutrientes/substratos e ambiente do hospedeiro. (61) A sintese de EPS e a

organizacdo espacial também diferem entre comunidades microbianas monoespécies e
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multiespécies. No caso da P. aeruginosa, algumas caracteristicas importantes podem ser
visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Componentes e fungdes da EPS em biofilme de P. aeruginosa.

Biomoléculas Componentes Localizagéo Func¢éo
Extracelular / Adeséo, estruturacéo, estabilidade, prote¢éo contra
Psl associado a célula resposta imune, interacdo célula-célula
Extracelular / Adesdo, estruturacdo, estabilidade, interacdo célula-célula,
Polissacarideos Pel associado a célula protecdo contra antibidticos

Adeséo, estruturacéo, retencdo de nutrientes/agua,
Alginato Extracelular protecdo contra adversidades do ambiente/resposta
imune/ antimicrobianos

N . Extracelular / Adesdo, estruturacéo, contracdo de motilidade,
Pilinas Tipo 4 ) ) ) .
. associado a célula sensoriamento mecanico
Proteinas _
Lectinas o o ) » . .
Extracelular Adesdo, interacdo célula-célula, estabilidade, citotoxina
(LecA/LecB)
Adeséo, estruturacéo, coesdo, fonte de nutrientes,
Acidos Nucleicos eDNA Extracelular reparacdo de danos no DNA, transferéncia de genes,
interacdo com outros componentes da matriz
) . . LPS Extracelular / Adesdo, colonizagdo e invasdo de hospedeiros, ativacdo
Lipopolissacarideos ) . i .
(endotoxina) associado a célula de resposta imune

Fonte: Adaptada de KARYGIANNI. (61)

Sendo que todos estes componentes podem ser encontrados associados a superficie
celular quanto secretados extracelularmente. Todos os componentes presentes na EPS auxiliam
na adesdo e estruturacdo do biofilme em superficies adversas, onde alguns componentes
contribuem para fungbes especificas dentro do biofilme, como por exemplo os
exopolissacarideos bacterianos secretados (proteinas, eEDNA e eRNA) auxiliam na estruturacéo
e funcionalidade da matriz. Ja as proteinas e glicoproteinas do hospedeiro contribuem para a
estrutura da matriz e auxiliam na fixacdo microbiana enquanto servem de fonte de nutrientes
microbianos. Alem disso, a matriz extracelular confere resisténcia, protegdo contra agentes
externos, retencdo de nutrientes, interacdo célula-célula, entre outras funcGes para o biofilme
bacteriano. (61)

Para cada estagio de formacéao do biofilme ha diferentes métodos para se combater este
tipo de infec¢do. Durante os estagios iniciais de adesao e crescimento de biofilmes bacterianos
as células se encontram em formas planctbnicas que sdo mais sensiveis aos diversos

antimicrobianos, caso elas sejam sensiveis a acdo deles. J& para as formas sésseis que estéo
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aderidas, possuem uma comunidade complexa e alta densidade populacional, algumas
abordagens de tratamentos ja ndo sdo mais vidveis, necessitando de novas estratégias anti-
biofilmes. Seguindo os estagios de crescimento de biofilmes bacterianos, 0 método mais
comumente utilizado para se combater as formas planctonicas e sensiveis sdo 0s antibidticos de
diversas classes, sejam eles especificos ou de amplo espectro. No entanto, existe limitacbes no
uso desses inimeros antibioticos para bactérias resistentes e biofilmes bacterianos. Para se
combater essas limitacdes, uma estratégia atrativa e que vem ganhando relevancia é o uso de
enzimas capazes de atuar tanto nas membranas celulares quanto na matriz extracelular do
biofilme comprometendo essas estruturas ou dispersando as células presentes no biofilme. (37-
38,45,62-63) Ha estudos que se concentram na digestdo direta da matriz extracelular sem
tratamentos conjuntos, como é o caso da utilizacdo da desoxirribonuclease (DNase) para
digestdo enzimatica de eDNA que é um importante componente da matriz. (64) Assim como
ha estudos que se concentram em tratamentos combinados envolvendo coquetéis enzimaticos,
associados a agdo de antibidticos contra co-culturas de biofilmes reportado por Fanaei e
colaboradores. (39-40)

Segundo Tosato e colaboradores, 0 uso de azul de metileno (2,5, 5 e 10 uM) associado
ao Cap (100 uM) contra biofilmes maduros de K. pneumoniae (~ 10® UFC/mL) ap6s uma dose
final de de irradiacéo de 14,88 J/cm? resultou em reducdes gradualmente aumentadas conforme
aumenta as concentracdes do FS. Ou seja, utilizando uma concentragdo de 10 uM de azul de
metileno e 100 uM de Cap observou-se uma erradicacgdo total dos biofilmes de K. pneumoniae.
(65)

Conforme Han e colaboradores que investigaram a acdo de enzimas encapsuladas em
copolimeros sintéticos contra biofilmes de P. aeruginosa utilizando 125 uM de nanoparticulas
de um copolimero sintético poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) carregadas com rodamina
6G (Rho-PLGA) para visualizacdo da interagdo entre as nanoparticulas com os biofilmes. As
imagens, bem como a excitacdo a emissdo de luz foram feitas através do microscopio de
varredura a laser confocal e as contagens e determinagdo da dispersdo e nao-dispersdo dos
biofilmes foram avaliados utilizando o software Leica TCS SP5 confocal. De acordo com esse
estudo, a utilizacdo de enzimas (pyruvate dehydrogenase) nano-encapsuladas em diferentes
concentragcdes promoveram a dispersdo de 66 % dos biofilmes totais nas melhores condicdes.
(66) Essas combinacdes citadas vem sendo bastante estudadas e contribuem para a associacéo
de enzimas e terapia fotodindmica (40,65-66), como alternativa terapéutica para o uso
exacerbado dos antibidticos e superar o grave problema de selecdo das bactérias resistentes que

esses farmacos trazem consigo. (46-47,67)
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Outros estudos se concentram em tratamentos profilaticos, que previnem e inibem a
formacdo de biofilmes antes do processo de maturagdo. (22,37,60,68-69) No entanto, 0
tratamento de biofilme ja estabelecido € um desafio para os profissionais da salde, uma vez que
as estratégias terapéuticas disponiveis atualmente mostram-se incapazes de inativar
completamente os biofilmes, sendo o biofilme uma condicdo clinica mais relevante. Desta
forma, torna-se necesséria a busca e o desenvolvimento de novas estratégias anti-biofilmes para
os diversos estagios de desenvolvimento. Poucos sdo 0s agentes antimicrobianos que
conseguem exercer um papel adequado para prevenir e/ou interromper biofilmes maduros,
sendo que a concentracdo bactericida minima eficaz de antibidticos para a erradicacdo do
biofilme maduro in vitro é impossivel de alcancar sem causar efeitos adversos e alteracdes
renais ou hepaticas, além de apresentarem algumas desvantagens, como tempo de incubacéo
longo, baixa especificidade para as estruturas do biofilme e efetividade variada entre os
microrganismos. (15,70-72) Os biofilmes podem se estabelecer em diversos locais e gerar
complicagdes, e um dos problemas atuais é a sua formagdo em ambientes industriais e
dispositivos médicos. (11) Esses locais susceptiveis ao crescimento e proliferacdo de biofilmes

sdo possiveis alvos de estudos para erradicacdo e dispersdo dessa formacdo microbiana.

2.3 Inativacdo Fotodinamica (IFD)

O principio fundamental da terapia fotodindmica (TFD) se baseia ha combinacao de trés
componentes: uma molécula fotossensivel que ndo seja toxica para 0 microambiente a ser
inserida e ndo cause interferéncia no metabolismo celular dependendo tanto da concentracdo
quanto do tempo de incubacdo desses FSs; luz no comprimento de onda adequado para
excitacdo do FS; e oxigénio molecular para transferéncia de elétrons e/ou energia, como
podemos ver no diagrama de Jablonski (Figura 2). Ha dois tipos de mecanismo gerados da
reacdo fotodindmica, sendo que a fase inicial é similar entre elas. Comegcando com o FS no
estado singleto fundamental (So), ap6s essa molécula estar alojada no interior das células
bacterianas ha irradiacdo de luz no comprimento de onda adequado para entregar energia
suficiente ao FS e atingir o estado singleto excitado (S1) que pode passar por um processo de
relaxamento decaindo em cada nivel vibracional da molécula e sofrer dois tipos de conversdes:
0 primeiro seria emitir fluorescéncia ou calor via converséo interna e retornar para o So; € 0
segundo seria sofrer uma mudanga entre estados quénticos fazendo um cruzamento inter-
sistemas e passar para o estado tripleto excitado (T1). O FS no estado tripleto pode transferir

energia e elétrons para biomoléculas ao seu entorno. Como o0 oxigénio presente no interior das
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células estda no mesmo estado tripleto na sua forma molecular a interagdo entre essas duas
moléculas gera dois tipos de reagdes: por meio da transferéncia de elétrons (Tipo 1) e/ou por
meio da transferéncia de energia (Tipo 2). A reacdo do Tipo 1 gera radicais livres e radicais
anibnicos que interagem com o oxigénio e produzem EROs, tais espécies sdo responsaveis por
produzir estresse oxidativo no ambiente celular e resultar na morte de células bacterianas e
cancerigenas. A reacao do Tipo 2 € caracterizada pela transferéncia de energia entre 0 FS e 0
oxigénio molecular (302), ambos no mesmo estado quantico, que produz majoritariamente uma
espécie altamente toxica chamada de oxigénio singleto (*O,), capaz de destruir biomoléculas

fundamentais para sobrevivéncia celular como DNA, lipideos e proteinas. (23,73)
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Figura 2 — llustragdo esquematica do diagrama de Jablonski mostrando o mecanismo de a¢do da IFD contra as
biomoléculas e os microrganismos em geral.(73)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software Biorender.

O acumulo dos FSs é um dos fatores cruciais para a eficiéncia da IFD, no entanto, para
cada tipo de bactéria seja Gram-negativa ou Gram-positiva esse acumulo no interior celular é
variado, devido a complexidade de cada tipo celular. Basicamente o acumulo dos FSs podem
ocorrer em trés regides celulares: acdo externa, acdo intracelular e transporte ativo. Entretanto,
esses trés caminhos sdo capazes de romper a membrana e causar inativagdo celular. A interacdo
dos FSs com as membranas esta relacionada com a permeabilidade que cada membrana possuli,
sendo que para as bactérias Gram-positivas, hd uma maior quantidade de peptideoglicano, baixa
quantidade de lipopolissacarideos e sua complexidade ndo € téo alta quanto as bactérias Gram-
negativas, além dessa expressiva quantidade de lipopolissacarideos hd uma quantidade grande
de proteinas transmembranas que podem atuar como bombas de efluxo expulsando os FSs que

conseguiram adentrar no meio intracelular. No entanto, alguns FSs sdo desenvolvidos para
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penetrar esses obstaculos presentes nas bactérias Gram-negativas e se manter no meio
intracelular, que seria a regido que mais sofreria danos oxidativos devido a IFD devido a
producdo de EROs e, principalmente, dos oxigénios singletos. (74)

Atualmente, a curcumina, que é um componente ativo da Curcuma longa, um rizoma
pertencente a familia das Zingiberaceae e conhecida popularmente por acafrdo-da-india, tem
sido utilizada com sucesso como fotossensibilizador em IFD. Composto polifenélico em p6 de
pigmento amarelo-alaranjado que ao ser solubilizado é capaz de absorver luz azul na faixa
espectral de 405 - 435 nm, cuja interacdo com a luz, ocorre em um curto intervalo de tempo,
propiciando um répido efeito fototoxico as biomoléculas de células-alvo. O Photodithazine
(PDZ) e produzido a partir da cianobactéria Spirulina platensis, cuja estrutura foi modificada
atraves da adicdo de N-metil-D-glicosamina 0,5 % como agente solubilizante e estabilizante,
tem o custo baixo pois é encontrado em grandes quantidades. As propriedades fototoxicas do
PDZ séo bastante eficazes e podem estar relacionadas com a sua alta capacidade de penetrar
nas células através das membranas biol6gicas. O azul de metileno (AM) é um composto
pertencente a familia das fenotiazinas que possui, em solucdo aquosa, duas bandas principais
de absorcdo na regido visivel do espectro eletromagnético, uma banda referente ao componente
monomeérico (660 nm) e outra da sua forma dimerizada (610 nm). (75) Dentre as duas formas
citadas, sabe-se que 0s monomeros de AM sdo mais efetivos, quando aplicados em tratamentos
médicos, em relacdo a seu dimero. Esse corante apresenta diversas caracteristicas favoraveis ao
efeito fotodindmico, considerado seguro para as aplica¢fes da IFD in vitro e in vivo, visto que
sua utilizacio é consagrada em diversos procedimentos na area médica. E importante salientar
também que a fotoinativacdo de bactérias, parasitas e fungos com o AM pode ser realizada de
forma seletiva quando comparada as células epiteliais. (75)

2.4 Enzimas

Todas as enzimas sdo proteinas, com exce¢do de algumas moléculas de RNA catalitico,
sua atividade depende de sua conformacéo nativa. As enzimas sao classificadas de acordo com
as reacdes que elas catalisam (Tabela 2) além de possuirem um namero de identificacdo de
acordo com a Comissdo de Enzimas (EC, do inglés Enzyme Commission). As enzimas atuam
acelerando a velocidade das rea¢des bioldgicas, geralmente atuam em pH neutro, temperaturas
amenas e ambiente aquoso. Para que o substrato seja convertido em produto € necessaria uma
quantidade de energia e, as moléculas ao atingirem este nivel de energia mais elevado (estado

de transicdo), e formado um complexo instavel que ndo pode ser detectado, e é neste estagio
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que ocorrem quebras e formacdes de ligacbes quimicas. A diferenca de energia entre o estado
fundamental e o estado de transi¢do é denominada energia de ativagdo [70]. Para que haja o
aumento da velocidade da reacdo pode-se aumentar a temperatura, concentracdo do substrato
ou pH, alternativamente pode-se diminuir a energia de ativacdo com adi¢do de um catalisador,

uma enzima pode ser vista como um catalisador bioldgico.

Tabela 2 - Classes enzimaticas e suas funces.

Classes Funcéo
Oxirredutases Realizam transferéncia de elétrons
Transferases Reac0es de transferéncia de grupos quimicos
Hidrolases Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais para a agua)
Clivagem de C-C, C-O e C-N ou outras ligacGes por eliminacéo,
Liases rompimento

de ligacGes duplas ou anéis ou adicdo de grupos as ligacbes duplas
Transferéncia de grupos funcionais dentro de uma mesma molécula,
produzindo seus diferentes isbmeros
Formacdo de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N por reacdes de condensacédo
acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores similares

Isomerases

Ligases

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um ponto importante entre as fungbes enzimaticas é a capacidade de quebra de ligacdes
quimicas que podem ser utilizadas para degradar a matriz extracelular presente nos biofilmes
bacterianos. Algumas classes enzimaticas vém sendo testadas contra uma gama de
microrganismos, a fim de encontrar um tratamento clinico efetivo e irreversivel. No entanto, as
classes de enzimas mais utilizadas contra P. aeruginosa para o0s tratamentos séo as proteases,
DNases e hidrolases de glicosideos. (13) De acordo com a Tabela 3, as proteases mais
empregadas em biofilmes bacterianos séo as LapG, Proteinase K e Tripsina que atuam nas
ligagbes peptidicas distribuidas em diversas regides da matriz extracelular. Outra classe
enzimatica apresentada pela Tabela 4 sdo as DNases que sdo enzimas capazes de degradar a
molécula de DNA via hidrolise, além de atuar em biofilmes de diversos microrganismos. Mais
uma classe enzimatica capaz de atuar em biofilmes sédo as Hidrolases de Glicosideos (Tabela 5)
que clivam ligagdes glicosidicas presentes nos polissacarideos e sdo capazes de dispersar uma
ampla gama microrganismos. Dentre as classes mais empregadas, as hidrolases de glicosideos

foram selecionadas para os estudos preliminares.
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Tabela 3 - Proteases.

Proteases

Descricéo

LapG

Uma protease produzida pela Pseudomonas putida que atua na proteina de ligacao a
exopolissacarideos presentes na membrana externa, LapA, liberando a interacéo
presente nos biofilmes.

Proteinase
K

Uma serina protease altamente reativa e estavel queque possui ampla clivagem de
ligacOes peptidicas adjacentes ao grupo carboxilico de amino&cidos alifaticos e
aromaticos. Atua contra os biofilmes produzidos por uma variedade de bactérias,
incluindo S. aureus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus heamolyticus, Gardnerella vaginalis e E. coli, Heamophilus influenza
e Bdellovibrio bacteriovorus.

Tripsina

Uma serina protease pancreatica que cliva peptideos no lado carboxilico da lisina ou
arginina. Atua contra biofilmes produzidos por varias espécies bacterianas, incluindo
P. aeruginosa, Streptococcus mitis, Actinomyces radicidentis, Staphylococcus
epidermidis e Gardnerella vaginalis.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 - DNase.

DNase

Descricéo

DNase |

Uma DNase pancreéatica que atua no biofilme de uma ampla gama de
microrganismos, incluindo P. aeruginosa, Vibrio cholerae, E. coli, S. pyogenes,
Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Shewanella oneidensis, S. heamolyticus, Bordetella pertussis, Bordetella
bronchiseptica, Campylobacter jejuni, H. influenza, B. bacteriovorus, S. aureus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, C. albicans e Aspergillus
fumigatus.

DNase 1L2

Uma DNase humana encontrada em queratindcitos que atua nos biofilmes
maduros de P. aeruginosa e S. aureus.

NucB

Uma DNase bacteriana produzida pela bactéria marinha, Bacillus licheniformis,
que atua em biofilmes de vérias espécies bacterianas, incluindo B. licheniformis, S.
aureus, S. epidermidis, Staphylococcus salivarius, Staphylococcus constellatus,
Staphylococcus lugdunesis, Staphylococcus anginosus, E. coli, Streptococcus
intermedius, Micrococcus luteus e Bacillus subtilis.

Dornase alpha | Uma forma altamente purificada de DNase | humana recombinante (rhDNase )

atua contra os biofilmes maduros de S. aureus e Streptococcus pneumoniae.

Streptodornase Uma DNase estreptocdcica que atua contra os biofilmes maduros de P.

aeruginosa.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 5 - Hidrolases de glicosideos.

Hidrolases de

., Descricao
Glicosideos ¢

Uma hidrolase de glicosideo que degrada o exopolissacarideo alginato, comum em
Alginato liase | biofilmes mucoides de P. aeruginosa, causando disperséo de células bacterianas e
aumentando a eficécia antibidtica e fagocitose.

Uma hidrolase de glicosideo que hidrolisa ligagdes glicosidicas o-1,4 € é derivada
de mdaltiplas fontes, como certos microrganismos e o pancreas de mamiferos.

a-amilase . N g
Causa dispersao de biofilmes maduros formados por V. cholerae, S. aureus e P.
aeruginosa.
a-manosidase Uma hidrolase acida que rompe os biofilmes de P. aeruginosa.

Uma hidrolase de glicosideo que tem como alvo residuos de manose terminais com
ligagdo B-1,4 e rompe os biofilmes de P. aeruginosa.

Uma hidrolase de glicosideo produzida por multiplos microrganismo que hidrolisa
Celulase a ligagdo glicosidica B-1,4. Foi demonstrado que causa a dispersao de biofilmes de
S. aureus e P. aeruginosa.

Uma hidrolase de glicosideo produzida pela bactéria A. actinomycetemcomitans,
que degrada o polissacarideo poli(1,6)-N-acetil-D-glucosamina (PNAG), por meio
da hidrdlise das ligagdes glicosidicas 3-1,6. Esta enzima tem sido eficaz contra os
Dispersina-p biofilmes produzidos por multiplas bactérias, incluindo S. aureus, A.
actinomycetemcomitans, S. epidermidis, A. baumannii, K. pneumoniae, E. coli,

Burkholderia spp., A. pleuropneumoniae, Yersinia pestis e Pseudomonas
fluorescens.
Uma hidrolase de glicosideo que rompe o polissacarideo da P. aeruginosa, Pel,
causando a dispersdo de biofilmes maduros.

Uma hidrolase de glicosideo que rompe o polissacarideo P. aeruginosa, Psl,

causando a dispersdo de biofilmes maduros.

-manosidase

PelAh

PsIGH

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.5  Sais inorganicos

Um sal é definido como um composto iénico neutro formado pela combinacdo quimica
de &cido e base ou por neutralizagdo. Os sais inorganicos sdo compostos quimicos que nédo
contém ligagBes CH, ao contrario de sais organicos. Na natureza, a presenca de sais é essencial
para a sobrevivéncia dos seres vivos. Em humanos, alguns dos sais inorganicos importantes
para diversas funcGes corporais sdo cloreto de sodio (NaCl), cloreto de calcio (CaCly), cloreto
de magnésio (MgCly), bicarbonato de sédio (NaHCO3), cloreto de potéssio (KCI), sulfato de
sodio (N a2S04), carbonato de célcio (CaCOs) e fosfato de calcio (Caz(PO4)2). Em solugdes, 0s

sais inorganicos dissociam-se e formam ions (ou eletrélitos). Esses ions sdo essenciais em



34

diferentes atividades metabolicas da célula. O NaCl, por exemplo, dissocia-se em ions sodio e
cloreto. Os ions sddio, em particular, sdo essenciais durante a despolarizagdo de neurdnios e
células musculares e, portanto, essenciais para a retransmissdo de impulsos e contracdo
muscular.

Um estudo de revisdo feito por Michael Hamblin investiga o uso de alguns sais
inorganicos em conjunto com a IFD contra culturas de bactérias plancténicas utilizando quatro
sais inorganicos. (31) As espeécies de todas as classes de microrganismo, incluindo bactérias,
fungos, parasitas e virus podem ser destruidas pelas presencas de EROs. O primeiro sal
inorganico mencionado € a azida de s6dio que quando adicionada em conjunto com AM, tem
uma eficiéncia aumentada de 1-2 logs de morte bacteriana tanto para gram-negativas (E. coli)
quanto para gram-positivas S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-
Resistant S. aureus) utilizando apenas 10 mM do sal. No entanto, um dos problemas verificados
foi que o anion azida é toxico para células de mamiferos, inviabilizando a sua aplicacdo em
humanos. Outro sal analisado foi 0 brometo de potassio que possui eficiéncia adicional de 3
logs para MRSA e 4 logs para E. coli. O brometo de potassio, ao contrario da azida de sédio,
ndo é toxico. Entretanto, o ion brometo é mais dificil de oxidar, aproximadamente, 50 % a
menos do que o ion iodeto. Logo, o sal inorganico que possui 0s melhores parametros para se
utilizar é o iodeto de potéssio, com elevada eficiéncia de morte celular (6 logs para gram-
negativas; 3 logs para gram-positivas), ndo toxico e alta producdo de radicais de iodeto reativos.
Um ponto importante citado no artigo é que o Kl pode ser usado de maneira efetiva e segura
aprovada pela "Food and Drug Administration (FDA)" em 2001. (77)



35

3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Avaliar a efetividade da inativacdo fotodindmica contra biofilme de Pseudomonas
aeruginosa em associagdo com duas estratégias para aumentar a efetividade do tratamento,
sendo elas: aplicacdo de enzima previamente a IFD (pré-tratamento enzimatico) e adi¢cdo de

iodeto de potassio a solucdo do fotossensibilizador.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Pré-tratamento enzimatico

* Determinacdo dos parametros enzimaticos (concentragdo, tempo de incubagdo e
efetividade na reducdo) e selecdo da melhor enzima capaz de degradar a matriz extracelular do
biofilme de P. aeruginosa.

* Avaliagdo do pré-tratamento enzimético (com a enzima que apresentar o melhor

resultado) em associacdo com a IFD contra biofilme de P. aeruginosa.

3.2.2 Inativagéo Fotodinamica (IFD)

» Avaliagdo da IFD variando os pardmetros do protocolo, sendo: tipo e concentragdo do

fotossensibilizador, tempo de incubacéo e fluéncia (dose de luz).

3.2.3 IFD com adigéo de iodeto de potassio (KI)

* Avaliar a IFD utilizando diferentes fotossensibilizadores com adicédo de KI.

* Avaliar a associacdo do pré-tratamento enzimatico e da IFD com adi¢édo de KI.
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4 ENZIMAS

4.1  Metodologia

4.1.1 Microrganismo

O protocolo padrédo para os ensaios utilizando enzimas comeca com a reativacdo da
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) adquirida do banco de microrganismos American
Type Culture Collection e armazenada em freezer (- 20 °C). Este microrganismo foi cultivado
em placas de Petri contendo agar Brain Heart Infusion (BHI) pela técnica do esgotamento e
incubados na estufa a 37 °C por 24 h. Ap6s a formacao das coldnias, foi realizado o preparo do
pré-indculo usando 10 colbnias em 10 mL de meio liquido Tryptic Soy Broth (TSB) durante o
periodo de 18 h (overnight). Em seguida, foi feito o indculo (2x108 UFC/mL final) contendo 1
mL do pré-in6culo em 19 mL de meio TSB, o qual foi incubado por 3 h a 37 °C até que a

bactéria atingisse a fase "mid-log" ou meio da fase exponencial de crescimento.

4.1.2 Selecdo enzimética

Como a composicdo da matriz do biofilme é bastante complexa e variada foi realizado
um “screening” com algumas enzimas que atuam em polissacarideos. (37) As enzimas testadas
foram sintetizadas e caracterizadas pelo Grupo de Biotecnologia Molecular — IFSC/USP
coordenado pelo Prof Igor Polikarpov. Suas propriedades enzimaticas estdo listadas e descritas
na Tabela 6. Apos a selecdo da enzima mais eficaz em degradar a matriz dos biofilmes,
analisado pela quantificagcdo da biomassa total, foram realizados os testes em associagdo com a
IFD para inativar os microrganismos.

Os parametros utilizados para todos os testes com enzimas foram: concentracdo
enzimatica variando de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL e tempo de incubacédo de 4 h, cujos valores sdo
baseados em artigos que utilizaram enzimas para testes em biofilmes de S. aureus e P.
aeruginosa. (37,63,71,78) E como parametro de comparagéo foi utilizado o reagente comercial

CTEC com 0s mesmos parametros enzimaticos de teste.
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Tabela 6 - Enzimas utilizadas e suas propriedades.

Enzimas Propriedades enzimaéticas e sitios de clivagem Referéncias
Membro do grupo da glucosidase e cliva as ligagoes a-1,6
GH13 o grupodag va 35 lgagoes o-L, [73]
glicosidicas presentes nos polissacarideos
Membr r laminarin li ligaco
GH16 embrodo g upo_ das, c’fl inarinase que cliva as ligacdes [74]
glicosidicas B-1,3 ¢ B-1,4
GH20 Membro do grupo acetilglucosaminidase e cliva as ligagoes -1,6- [75]
N-acetilglucosamina presentes nos polissacarideos
Enzima que cliva preferencialmente o substrato 4-nitrofenil
Esterase octanoato que € um peptideo, além disso, as esterases tém [76]
propriedades emulsificantes
Endoglucanase Enzima que cli\Za 1ig'a(;6e_s glicosidica_ls B-1,4 em sitios aleatorios [77]
ndo cristalinos da cadeia de celulose
Celulase que é membro da familia das hidrolases de glicosideos
; . L s o Coquetel
(GHs) e é produzida por varios micrébios celuloliticos, este .
s . ; . Comercial
CTEC coquetel enziméatico comercial contém celulases, B-glucosidases e (Sigma-
hemicelulase para a aplicacdo da degradag&o da celulose a .
para a aplica gracag Aldrich)

acucares fermentaveis

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.3 Crescimento do Biofilme

O crescimento do biofilme foi realizado em placas de 96 pogos conforme a Figura 3. A

suspensao bacteriana de P. aeruginosa foi ajustada na concentragio de aproximadamente 2x108

UFC/mL (densidade Optica entre 0,1 e 0,2), em espectrémetro (Cary UV-Vis 50, Varian, versédo

3.0), no comprimento de onda de 660 nm, Em seguida, 100 uL foram transferidos para a placa

de 96 pocos que foi mantida em estufa a 37 °C com agitagdo de 75 rpm por 90 min (fase de

adesdo). Apos esse periodo, foram feitas duas lavagens com 100 pL de solucdo salina e posterior

incubacdo com 200 uL de meio TSB por 48 h para a fase de maturacéo do biofilme, realizando-

se uma troca de meio de cultura na metade desse periodo. Com o biofilme maduro, foram

realizados os tratamentos sugeridos de forma distinta e conjunta.
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2x10° Controle —, o
UFC/mL PBS - 73rpme 37 °C
p @000
/ | 9999
Y Pré-indculo @000
| T > @000
| ‘overnight” @000
@0000
— @0000
Reativagao das Preparo do inéculo Crescimento do biofilme em
bactérias em agar BHI em TSB placa de 96 pogos por 48h

Figura 3 - Protocolo padréo de crescimento do biofilme de P. aeruginosa.

4.1.4 Avaliacdo dos efeitos enzimaticos sobre o biofilme de P. aeruginosa

4.1.4.1 Quantificacdo da biomassa total

A Figura 4 ilustra os procedimentos realizados para obter a quantificacdo da
porcentagem de biomassa total apos realiza¢do do tratamento enzimatico utilizando o reagente
Cristal Violeta (CV). Para isso, ap0s as 48 h de formacé&o do biofilme, o meio TSB foi removido
dos pocos e os biofilmes lavados duas vezes com 200 uL de solugédo salina. Em seguida, 0s
biofilmes foram incubados com 100 uL de enzimas nas concentragdes de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL

para cada enzima com 4 h de incubagéo.

00000000 0"
900000000 ("

Analise da biomassa Leitor de placas
Enzimas utilizando Cristal Violeta (595 nm)

f i B '-,_L\‘I

DDDVDBY
00000009
0000009
00000009

Tratamento enzimatico

Diluigdo seriada na Contagem das UFC/mL
placa de 96 pogos

Figura 4 — Protocolo de tratamento enzimatico para quantificacdo da porcentagem de biomassa do biofilme e
viabilidade celular das bactérias de P. aeruginosa.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software Biorender.
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Para analise da biomassa total, tirou-se as enzimas e os biofilmes foram lavados duas
vezes com 200 uL de salina. A salina foi removida e os biofilmes foram mantidos na estufa a
37 °C para secagem dos biofilmes por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 100 uL de CV a
0,4 % e aguardou 30 minutos. Depois, removeu-se 0 CV e fez duas lavagens com 200 uL de
agua destilada. Apos as lavagens, adicionou-se 100 uL de metanol e aguardou 30 minutos. Em
seguida, retirou-se uma aliquota de 50 uL de cada pogo com mais 50 uL de salina e transferiu
para uma placa de 96 pocos para leitura. A leitura foi feita em 595 nm e o metanol foi usado

como branco.

4.1.4.2 Viabilidade celular

Para analise de viabilidade bacteriana foi realizado o teste UFC/mL (Figura 4), onde é
possivel realizar a quantificacdo das colbnias bacterianas considerando o nimero de células
presentes em 1 mL de meio liquido e, para evidenciar melhor os resultados, as analises dos
dados foram feitas na base logaritmica logio(UFC/mL). Apds o tratamento enzimatico, 0S
biofilmes foram desprendidos utilizando a ponta da pipeta de 100 uL no fundo do pogo em
diversos sentidos (horizontais, verticais e circulares) pelo menos trés vezes em cada sentido.
Em seguida foi realizada a diluicéo seriada e as amostras plaqueadas em duplicata no meio BHI
agar. Para plaquear, foi usada a técnica da “micro-gota” que utiliza o volume de 10 pL para

cada diluicdo (0 a 5).

4.1.5 Andlise estatistica

Os dados estatisticos foram obtidos em triplicatas de pelo menos duas ocasifes distintas
(n = 6). Cada dado apresentado mostra os valores médios e o desvio padrdo de cada amostra.
Analise estatistica foi feita pelo método de comparacgéo de pares utilizando o teste de Tukey
ANOVA "one-way" com o programa Origin 2020, versdo 9.7.0.185 (Academic), OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA, com nivel de significancia estatistica equivalente a o =
0,05. Letras iguais no topo de cada barra nos graficos mostram semelhanca estatistica entre 0s

grupos e letras diferentes possuem nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05.
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4.2 Resultados e Discussao

A Figura 5a ilustra a quantificacdo da biomassa do biofilme apds utilizacdo de enzimas
selecionadas contra o biofilme maduro de P. aeruginosa utilizando o corante CV. Neste caso,
os testes foram feitos variando a concentracdo enzimatica em 0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL para todos
0s grupos tratados durante o periodo de 4 h. Cada enzima € especifica para a clivagem de certas
ligacbes (Tabela 6). Devido a essa especificidade, quanto maior a concentracdo, mais
comprometida a matriz extracelular estard, caso ela possua ligacGes especificas em sua
COMpOsiGao.

(b)

Nivel de significancia: 0,05 10

—
Q
)

Nivel de significancia: 0,05
ns

TLbc

Biomassa normalizada (%)
Log,o(UFC/mL)

Figura5—- Ac8o enzimética contra o biofilme de P. aeruginosa. a) Quantificacdo da biomassa total apds
tratamento enzimético por meio do cristal violeta. b) Teste de viabilidade celular por meio da
contagem de coldnias apds o tratamento enzimético. Colunas representam a média de triplicatas
feitas em dois experimentos distintos (n = 6) e as barras de erro sdo os desvios padrdes. Letras iguais
no topo de cada barra nos graficos mostram semelhanga estatistica entre os grupos e letras diferentes
possuem nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05. ns: ndo significante. Legenda: GH:
hidrolase de glicosideo; CTEC: coquetel enzimatico; Endo: endoglucanase.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A enzima da familia GH20 apresentou um comportamento inesperado, em que houve
um aumento da biomassa juntamente com o0 aumento da concentracdo enzimatica. Uma
hipotese para este efeito é que a enzima GH20 ndo cliva as ligagBes presentes na matriz
extracelular do biofilme de P. aeruginosa, além de se liga na estrutura do biofilme aumentando

a biomassa do mesmo. Outra possibilidade é a de uma alteracéo estrutural da matriz extracelular
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induzida pela enzima que resulta em uma maior adsorgéo de componentes do meio, aumentando
a biomassa total.

No caso das GH16, observou-se que conforme a concentracdo da enzima aumentava,
havia uma reducdo maior da biomassa (Figura 5a). Sabe-se que enzimas da familia GH16 sao
especificas para clivar ligagdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4, que sdo ligagdes tipicas de glico-
oligossacarideos (celobiose, celotriose, celotetrose, celopentose), 1,3-B-D- celotriosil-glicose
(BGB), 1,3-p-D-celobiosil-celobiose (BGC) e laminarihexaose (L6) (80), isso sugere que uma
porcdo de ligacdes presentes no biofilme de P. aeruginosa contém ligac6es glicosidicas, visto
que a reducdo percentual foi em torno de 50 % em comparagdo com 0 a amostra controle. No
entanto, de acordo com as reducGes apresentadas, h& outros tipos de ligacbes presentes no
biofilme de P. aeruginosa que ndo sao conhecidas que compdem toda essa estrutura complexa
formada. Para melhorar a quantidade de biomassa reduzida, seria necessario saber quais
ligacOes ou estruturas precisam ser desfeitas para gerar resultados com maiores redugdes
percentuais de biomassa. Entretanto, uma desvantagem associada a GH16 é que durante o
processo de sintese ha gastos excessivos e tempos longos (cerca de 2 meses) para se produzir
uma quantidade relativamente pequena dessa enzima, sendo uma grande limitacdo para a
realizacdo dos testes.

Com relagdo as Endoglucanases, também foi verificada que conforme a concentracéo
da enzima aumentava, havia uma reducdo maior da biomassa (Figura 5a). Para estas enzimas,
as ligacdes especificas também sdo as ligacdes glicosidicas 3-1,4 de sitios aleatorios da cadeia
de celulose, produzindo alguns oligossacarideos apenas até a celohexose (83) e isso pode ser
visto pela reducdo de 50% para a concentracdo de 1,0 mg/mL, ja que as ligacGes especificas
dessa enzima séo estatisticamente semelhantes a GH16.

Ja a CTEC, coquetel enziméatico comercial, possui celulase, xilanase e B-glicosidases
dentro da sua composicdo que podem comprometer a matriz extracelular composta de
substancias poliméricas extracelular (EPS) obteve um resultado parecido com a GH16 em que
teve reducdes de 50 % para a concentracdo de 0,3 mg/mL, que foi a melhor reducdo apresentada.

Alguns estudos utilizam Proteases, DNases e Hidrolases de Glicosideos (Tabela 3,
Tabela 4 e Tabela 5) para atuar em sitios de clivagem dentro da matriz extracelular e servem
apenas para inibir a formacéo de biofilme em vez de parar o crescimento bacteriano (71,84),
afirmando que os resultados apresentados ndo possuem a capacidade de inativar os biofilmes
de P. aeruginosa. Assim como é descrito nos estudos de Saggu e colaboradores (85), que
utilizam biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa, tratamentos enzimaticos concomitantes com

antibidticos resultaram em dispersdo dessas células e ndo na inativagdo. Para os tratamentos
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enziméticos foram utilizados GHs que induzem a dispersdo bacteriana e podem causar
septicemia, mas ¢ uma abordagem ndo bactericida, ou seja, ndo € capaz de controlar a
septicemia. Uma maneira de contornar essa situacdo seria pela utilizacdo do antibidtico
meropenem de uso sistémico e tdpico, no qual essa combinacdo de técnicas resultou na
potencializagdo da acdo do antibidtico e diminuiu significantemente o tempo para eliminar a
infeccdo. Tais resultados mostraram que o0 uso combinado de enzima e antibiotico representam
uma nova abordagem terapéutica de infec¢bes cronicas de biofilmes de S. aureus e P.
aeruginosa. Para contornar o uso exacerbado de antibioticos, os tratamentos seguintes serdo
utilizando um tratamento alternativo com uso de terapia fotodindmica a fim de substituir os
antibidticos.

De acordo com Karygianni e colaboradores (61), a composicdo e funcdes da matriz
extracelular dos biofilmes de P. aeruginosa estdo intimamente ligadas as propriedades fisicas
e quimicas associadas ao EPS, no qual confere alta tolerdncia e resisténcia contra agentes
externos, como € o caso de antibidticos, danos mecanicos e tratamentos auxiliares. Além disso,
a presenca de enzimas digestivas associadas a EPS, auxiliam na resisténcia contra antibioticos
e tratamentos utilizados, apesar do mecanismo exato de resisténcia mediado pela EPS néo ser
completamente elucidado. Os autores também notaram que a matriz do biofilme pode atuar
como um sistema digestivo externo devido a imobilizagdo de exoenzimas que participam
ativamente da remodelacdo do EPS e metabolismo de diversos substratos. Em biofilmes de S.
mutans, as enzimas dextranase e frutanase degradam os componentes da EPS, produzindo
glucanos soliveis e frutanos, respectivamente, permitindo a producdo de polissacarideos
fermentéveis no local que podem ser utilizados durante a escassez nutricional. Em biofilmes de
P. aeruginosa, como em outros, suas funcdes de regulacdo da expressdo génica local,
sinalizacdo intracelular entre células e atividade metabolica estdo intimamente associadas ao
EPS o que dificulta a agéo de certas enzimas.

Adicionalmente, além da quantificagdo da biomassa utilizando CV, foi realizado o teste
de UFC/mL para verificar se as enzimas utilizadas eram capazes de inativar as bactérias
presentes no biofilme ou apenas reduzir a por¢do de matriz presente nessa estrutura. De acordo
com a Figura 5b, pode-se afirmar, através da contagem de bactérias viadveis, que as enzimas
selecionadas ndo possuem capacidade de matar células bacterianas do biofilme, apresentando
apenas a capacidade de desestruturar e reduzir a matriz extracelular. Este resultado revela que
a matriz extracelular do biofilme possui diversas biomoléculas funcionais que impedem as
enzimas utilizadas de desmontar e inativar a matriz do biofilme de P. aeruginosa. A reducéo

da matriz extracelular demonstra que estas enzimas sdo promissoras para serem utilizadas como
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pré-tratamento, apenas com foco na por¢do que mantém a arquitetura do biofilme e néo
inativando 0s organismos presentes nesse arranjo. Estes resultados sugerem que a matriz
extracelular dos biofilmes de P. aeruginosa é composta em partes por ligacdes glicosidicas,
devido a reducdo do percentual de biomassa causada por todas essas enzimas. As enzimas da
familia GHs, Endo e CTEC reduzem a biomassa do biofilme, mas ndo impedem o crescimento
bacteriano, sugerindo que essas enzimas sdo favordveis para serem utilizadas como pré-
tratamento.

A complexidade dos biofilmes, especialmente da bactéria P. aeruginosa, impde grandes
desafios para se combater as doengas envolvendo esses arranjos. E dessa maneira que utilizagio
de varias técnicas para se combater os biofilmes tornam-se apropriadas, ja que as abordagens
convencionais separadas possuem suas limitacdes. As enzimas utilizadas com foco nos
polissacarideos presentes na matriz extracelular cumpriram sua funcéo de quebrar as ligacoes
glicosidicas presentes, no entanto, ndo foram suficientes para desestruturar 0s outros
componentes presentes como proteinas, exoenzimas, eDNA e lipideos. (61) Dada essa
complexidade expressa pelos biofilmes, unir estratégias terapéuticas que possuem alvos
distintos dentro do biofilme, mas com um objeto Unico que € sua inativacdo parece ser uma

abordagem com mais efetividade.

4.3  Concluséo parcial

Em suma, observou-se gque o tratamento enziméatico com GH16 apresentou significativa
reducdo na biomassa quando utilizada na concentracdo de 1,0 mg/mL. Entretanto uma
desvantagem relacionada a esta enzima € o elevado tempo de producdo e gastos demandados
para sua producdo. Ja a Endoglucanase, por possuir locais de clivagem parecidos com a GH16,
obteve resultados semelhantes utilizando as mesmas concentragdes de 1,0 mg/mL. A enzima
que apresentou melhores resultados foi a CTEC, no qual obteve cerca de 50 % de reducéo
percentual da biomassa do biofilme de P. aeruginosa utilizando uma concentragdo de apenas
0,3 mg/mL dessa enzima. E, por fim, a enzima GH20 n&o apresentou ag¢do na biomassa do
biofilme, o que levou a exclusdo dessa enzima nos préximos testes. Um ponto importante
notado nesses experimentos enzimaticos € que o foco de acdo dessas enzimas seria apenas no
comprometimento da matriz extracelular e ndo na inativacdo das bactérias, ou seja, elas ndo

possuem capacidade bactericida, vista pelos testes de viabilidade.
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3) TERAPIA FOTODINAMICA

51 Metodologia

5.1.1 Selecéo dos Fotossensibilizadores

Os parametros avaliados na IFD foram: concentracao do FS, tempo de incubagéo, tempo
de irradiacdo e dose de luz (fluéncia). Todas as amostras foram irradiadas utilizando um
dispositivo LED chamado BioTable desenvolvido no Laboratério de Apoio Técnico (LAT) que
emite uma irradiancia uniforme em toda a placa de 96 pocos, sendo que foi utilizado duas
BioTable uma de 450 nm (35 mW/cm?) e outra de 660 nm (50 mW/cm?).

* Curcumina (Curc)

A estrutura quimica da Curcumina esté ilustrada na Figura 6a. Para a constituicdo de
uma solucdo estoque, 0,06 g de curcumina (PDT Pharma, Cravinhos, SP) foi pesada em balanga
analitica e, em ambiente isento de luz, diluida em 10 mL de DMSO, em seguida, vertidos em
tubo Falcon de 15 mL devidamente coberto por papel aluminio, gerando uma concentracao da
solucgéo estoque de 16 mM. A partir desta solugcdo estoque, foram preparadas as solucdes de
trabalho para conter o minimo possivel de DMSO (cerca de 1 %) nas solugdes de trabalho que

variou de 10 a 100 uM e foram diluidas em &gua destilada.

* Photodithazine (PDZ)

A estrutura quimica do PDZ esté ilustrada na Figura 6b. O PDZ (Veta-Grand, Moscow,
Russia) é uma clorina e6 comercializada na concentracdo de 5 mg/mL. A partir desta solucdo
estoque, foram preparadas as solugdes de trabalho que variou de 10 a 100 uM e foram diluidas

em agua destilada.

* NewPS (NPS)

NPS é uma nanoemulsédo envolvida de porfirina com uma nova nanoplataforma de 6leo
e agua sem a presenca de surfactante como é possivel visualizar na Figura 6c e foi gentilmente
doado pelo Prof. Dr. Gang Zheng do Department of Medical Biophysics, University of Toronto,
Toronto, ON (Canada), na solugéo estoque de 4 mM. Este reagente surgiu da automontagem
de moléculas de sal de porfirina em torno de um ndcleo de 6leo, resultando em uma arquitetura

simples de dois componentes com multifuncionalidade para imagem e fototerapia. (80) Com
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essa solugdo foram preparadas as solugdes de trabalho que variou de 10 a 100 uM e foram
diluidas em &gua destilada.

* Azul de Metileno (AM)

A estrutura quimica do AM pode ser visualizada na Figura 7d, possui propriedades
fotossensiveis atuando na faixa do 660 nm com capacidade de tratar infec¢bes inibindo o
crescimento bacteriano, além disso possui propriedades redox atuando como agente redutor em
reacdes quimicas e processos de coloracdo em laboratdrios e industrias. Para a solucao estoque
de AM, 32 mg de AM foi pesada em balanca analitica e, em ambiente isento de luz, diluida em
100 mL de PBS, em seguida, vertidos em garrafa estéril de 100 mL devidamente coberto por
papel aluminio, gerando uma concentracao da solucéo estoque de 1 mM. A partir desta solucéo
estoque, foram preparadas as solugdes de trabalho que variou de 10 a 100 uM e foram diluidas
em PBS.

* Nanoemulsdo de Azul de Metileno (MBne, do inglés Methylene Blue nanoemulsion)

MBne, também gentilmente fornecida pelo Dr. Zheng, é uma nanoemulséo feita para
armazenar 0 AM e auxiliar na entrega e distribuicdo do FS pelo biofilme maduro. A formagéo
da nanoemulséo é feita com AM em torno de um nucleo de 6leo da mesma maneira que o NPS.
A solugdo estoque da MBne estd mantida em 4,5 mM em PBS coberto por papel aluminio. A
partir desta solucdo estoque, foram preparadas as solugdes de trabalho que variou de 10 a 100

uM e foram diluidas em PBS.
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Figura 6 — Estruturas quimicas dos fotossensibilizadores. a) Curcumina. b) Photodithazine. ¢) NewPS. (d) Azul
de Metileno.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1.2 Bactérias planctonicas

5.1.2.1 Crescimento bacteriano

A reativacdo, cultivo, crescimento e preparo do indculo da Pseudomonas aeruginosa

foram realizados conforme a Se¢do Microrganismo.

5.1.2.2 Inativacdo Fotodinamica

Apb6s o preparo do pré-inoculo foi feito o tratamento utilizando apenas os FSs

selecionados, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7 - Fotossensibilizadores e pardmetros nas bactérias planctdnicas de P. aeruginosa.

. Tempo de | Tempo de
— n Comprimento | . . | - . Dose
Fotossensibilizadores Concentracao incubacdo | irradiacéo )
de onda (nm) . (J/em?)
(h) (min)
Curcumina
(Curc) 5, 10, 40 e 100 uM 450 1 29 60
Photodithazine
(PDZ) 5, 10 pg/mL 660 1 20 60
NewPS
(NPS) 5,10 uM 660 1 20 60
Azul de metileno
(AM) 5, 10, 40 e 100 uM 660 1 20 60

Fonte: Elaborada pelo autor

Experimentos preliminares foram feitos contra as bactérias plancténicas da linhagem de
P. aeruginosa (ATCC 27853). Para isso, a suspensao bacteriana de P. aeruginosa foi ajustada
na concentragdo de aproximadamente 2x10% UFC/mL (DO entre 0,1 e 0,2). Em seguida, 100
uL foram transferidos para a placa de 96 pocgos.

Ap0s a padronizagdo da suspensao nos pogos, os grupos foram separados e as amostras
bacterianas foram incubadas com a Curc nas concentracdes de 5, 10, 40 e 100 pM em um
volume de 100 pL e tempo de incubacdo de 1 h (valores sugeridos da literatura). Em seguida,
foi feita iluminacdo por 29 min com luz LED azul (450 nm — 35 mW/cm? de irradiancia),
atingindo a fluéncia de 60 J/cm?. Para os testes com PDZ foram utilizadas as concentragdes de

5 e 10 pg/mL, tempo de incubagdo de 1h, irradiagdo de 20 min com LED vermelho (660 nm —
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50 mW/cm?) e fluéncia de 60 J/cm?. Para os testes com NPS foram utilizadas as concentracoes
de 5 e 10 ug/mL, tempo de incubacéo de 1 h, 20 min de irradiagdo e fluéncia de 60 J/cm?. Para
0 AM, foram realizados com as concentragdes de 5, 10, 40 e 100 uM, tempo de incubagao de 1
h, tempo de irradiacdo de 20 min e fluéncia de 60 J/cm? para identificar se os FSs utilizados

eram capazes de inativar a bactéria P. aeruginosa em suspens&o.

5.1.3 Biofilme bacteriano

5.1.3.1 Crescimento do biofilme

A Figura 7 possui resumidamente os procedimentos iniciais de crescimento do biofilme,

como citado na se¢do Crescimento do Biofilme.

@ Reativacao das Preparo do inéculo
bactérias em agar BHI em TSB

P

7

(%) —

20000000

000

— ® b
2
[olelale (
~ 200600
Diluicao seriada na - ..
@ Contagem das UFC/mL @ p%aca de 96 @ Pré-tratamento enzimatico

+
Inativagao fotodinamica

Figura 7 — Protocolo combinado de pré-tratamento enzimatico e terapia fotodindmica.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software Biorender.

5.1.3.2 Inativagéo Fotodinamica (IFD) em biofilme

Ap0s 48 h de formac&o do biofilme, lavou-se os pogos duas vezes com 200 pL de salina.
A salina foi removida e adicionou-se 100 uL de FS (Curcumina, NewPS, PDZ, MBne ou AM)

nas concentracgdes especificas da Tabela 8 e 100 uL de PBS nos grupos controle. A Curcumina
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foi avaliada na concentragao de 100 uM, incubada junto com os biofilmes de P. aeruginosa por
2 h e irradiados por 29 min (450 nm, 60 J/cm?). Para PDZ foi utilizado 100 pug/mL de
concentragéo, tempo de incubagio de 2 h, irradiacdo de 20 min e fluéncia de 60 J/cm?. Para 0s
testes com NPS foram utilizados 100 uM de concentragdo, tempo de incubagdo de 2 h, tempo
de irradiagdo de 20 min e fluéncia de 60 J/cm?. Para os testes com AM foram utilizadas as
concentragoes de 20, 40 e 100 uM ja que as condicdes utilizadas para as bactérias plancténicas
possuem ndo possuem eficiéncia em comparacdo com os biofilmes bacterianos e por isso
algumas condicbes foram elevadas, o tempo de incubacdo foi testado em 2 h, tempo de
irradiacdo foi o mesmo de 20 min para manter a dose final de 60 J/cm?. Ja os testes com a MBne
foram feitos apenas em biofilme, utilizando a concentragdo de 20 pM, tempo de incubacao de

2 h, irradiagdo de 20 min e dose final de 60 J/cm?.

Tabela 8 - Fotossensibilizadores utilizadas e seus parametros para biofilmes.

) Tempo de | Tempo de
o Comprimento | ) ) Dose
Fotossensibilizadores Concentragéo incubagéo | irradiacao
de onda (nm) ] (J/cm?)
(h) (min)

Curcumina (Curc) 100 uM 450 2 29 60
Photodithazine (PDZ) 100 ug/mL 660 2 20 60
NewPS (NPS) 100 uM 660 2 20 60
Azul de metileno (AM) 100 uM 660 2 20 60

5.1.4 Viabilidade celular

Apos a IFD, a contagem celular foi realizada conforme a se¢éo Viabilidade celular.

5.1.5 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram obtidos em triplicatas de pelo menos duas ocasifes distintas
(n = 6). Cada dado apresentado mostra os valores medios e desvio padrdo de cada amostra.
Analise estatistica foi feita pelo método de comparacdo de pares utilizando o teste de Tukey
ANOVA "one-way" com o programa Origin 2020, versdo 9.7.0.185 (Academic), OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA, com nivel de significancia estatistica equivalente a o =
0,05. Letras iguais no topo de cada barra nos graficos mostram semelhancga estatistica entre 0s

grupos e letras diferentes possuem nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05.
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5.2 Resultados e Discussao

5.2.1 Selecdo dos fotossensibilizadores - Bactérias planctonicas

Alguns testes iniciais contra a bactéria plancténica de P. aeruginosa foram realizados
utilizando os seguintes fotossensibilizadores: PDZ, NPS, Curc, AM. Todos os parametros
experimentais para as bactérias planctonicas estdo descritos na Tabela 7. A Figura 8 ilustra a
acdo fotodindmica de todos os FSs testados para identificar qual FS possui melhor acao
antimicrobiana. A Figura 8a mostra os resultados obtidos para utilizacdo de PDZ em 5 e 10
ug/mL, bem como a utilizacdo do NPS nas concentragdes de 5 e 10 uM, com dose final de 60
Jlem?. No entanto, nenhum grupo amostral apresentou reducio significativa, tanto na presenca
de irradiacdo quanto nos grupos mantidos no escuro. Apesar dos FSs utilizados nao
apresentarem toxidade no escuro, eles também ndo possuem acgdo antimicrobiana contra as
bactérias planctonicas de P. aeruginosa.

Como ¢é possivel visualizar na Figura 8b, o Unico FS capaz de reduzir com eficiéncia a
quantidade de bactérias nos parametros testados foi 0 AM. Este FS na concentragdo de 5 uM
de FS foi capaz de reduzir 7,17 logio(UFC/mL) a suspensdo bacteriana. Para as bactérias
planctonicas as reducfes apresentadas, utilizando 5 uM de AM é bastante consideravel, visto
que essas bactérias de P. aeruginosa sdo dificeis de se combater. Com concentragcdes maiores
de AM ¢ possivel notar a inativacdo total desse microrganismo. No entanto, em concentracfes
maiores que 40 uM o AM apresentou toxicidade mesmo na auséncia de irradiagéo, resultando
na reducdo de 0,82 log (40 uM) e 2,02 logs (100 uM). Essa redu¢do é mais acentuada conforme
aumenta a concentracdo do FS, como é possivel visualizar na concentragdo de 100 uM de AM.
A reducéo no escuro apresentada para as amostras de 40 e 100 uM de AM limitou o intervalo
de concentragdes de 5 a 40 uM para as ocasifes de experimentos utilizadas posteriormente,

Visto que essa concentracdo pode estar relacionada a toxicidade no escuro.
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Figura 8 — Teste de viabilidade celular apds tratamento fotodindmico utilizando PDZ, NPS, Curc e AM contra
bacterias planctonicas de P. aeruginosa. a) IFD mediada por PDZ e NPS em duas concentragdes
diferentes. b) IFD mediada por Curc e AM em concentrag¢fes de 5 a 100 uM. Colunas representam a
média de triplicatas feitas em dois experimentos distintos (n = 6) e as barras de erro sdo os desvios
padrdes. Nivel de significancia estatistica equivalente a a = 0,05. ns: ndo significante. Legenda:
PDZ: Photodithazine; NPS: NewPS; Curc: Curcumina; AM: Azul de metileno.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A erradicacdo da suspensdo bacteriana de P. aeruginosa ndo € mais um desafio devido
a presenca de diversos estudos que obtiveram esses resultados favoraveis neutralizando esse
organismo em sua forma planctonica, no entanto, para a forma em biofilme as dificuldades
devido a tolerancia e a resisténcia aos tratamentos tornam essa comunidade um desafio mais
complexo de se combater. Street e colaboradores (42), usando apenas uma formulacao de azul
de metileno (0,01 % v/v) em PBS com fluéncia variando entre 1,7 e 20,6 J/cm? conseguiram
resultados de completa erradicacdo (> 7 logs de reducéo) para 15,5 e 20,6 J/cm? (com poténcia
de 220 mW e 60 s de irradiacdo) contra as bactérias planctonicas de P. aeruginosa, sendo que
ndo foi houve toxicidade no escuro referente ao FS testado. Além disso, Banfi e colaboradores
testaram 7 FS derivados de porfirinas contra bactérias planctonicas (~ 102 UFC/mL) de E. coli,
S. aureus e P. aeruginosa em diferentes concentragdes de FS e valores de fluéncia utilizando
IFD. Apesar dos resultados para E. coli e S. aureus apresentarem reducdes de 6 - 7 logs em
concentracdes de 7,33 uM com irradiacdo de 60 s sob uma fonte de luz de banda larga de
halogénio-tungsténio de 500 W de poténcia. Os resultados que mais chamaram atengdo foram
as reducdes apresentadas para P. aeruginosa no qual o melhor resultado apresentou reducéo de
7 log com uma concentracao de FS de 7,3 uM (60 s de irradiacdo e 500 W). (87) Apesar dos

resultados apresentarem elevadas reducdes e 6timas possibilidade de erradicacdo, os autores
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ndo monitoraram a temperatura da cultura, onde pode existir a chance de aquecimento das
amostras e inativacdo por dano térmico.

Apesar de alguns estudos apresentarem reducdo total, outros como é relatado por
Donnelly e colaboradores, obtiveram resultados divergentes no qual testaram dois
fotossensibilizadores: 0 azul de toluidina O (TBO) e meso-tetra (N-metil-4-piridil) porfina tetra
tosilato (TMP) nas concentracgdes de 0,025 mg/mL e 2,5 mg/mL, respectivamente, seguido pela
irradiacdo em 635 nm com dose de luz de 100 J/cm? contra bactérias planctonicas de P.
aeruginosa onde obtiveram resultados de 99 % de erradicacdo para todas as bactérias testadas
e algumas com valores maiores de reducdo. No entanto, a maior reducédo obtida utilizando essas
condicBes foi 99,999 % para 0 TMP com 2,5 mg/mL e 100 J/cm?. Apesar dessa reducéo
apresentar alta eficiéncia esses valores representam uma diminuicdo de ~ 5 logs e ndo
expressam uma erradicacdo total das células bacterianas, havendo a possibilidade de
recrescimento bacteriano. Em comparagdo com os resultados adquiridos da literatura e 0s
resultados obtidos, hd um grau de semelhanca para 0s casos das bactérias planctnicas para a

erradicacao dessas amostras, por causa da facilidade de inativacdo dessa suspensdo bacteriana.

5.2.2 Selegéo dos fotossensibilizadores - Biofilme maduro

Também foram realizados testes contra biofilme de P. aeruginosa, utilizando os
seguintes fotossensibilizadores: PDZ, NPS e Curc (Figura 9). Sabe-se pelos conceitos
apresentados que as formacdes e estabelecimento de biofilmes bacterianos, especialmente da
P. aeruginosa, sdo arranjos extremamente complexos se comparados com as bactérias
planctonicas, podendo aumentar seus fatores de viruléncia, tolerancia e resisténcia aos diversos
tratamentos que elas possam ser submetidas. (10)

Como e possivel notar, variando a concentragdo de PDZ de 5 a 100 pg/mL néo ha
nenhuma diferenca significativa da viabilidade celular dos grupos tratados em relagdo ao
controle. Ou seja, 0 PDZ néo possui agédo bactericida nessa espécie de biofilme bacteriano. Para
0 NPS, foram feitas as mesmas variagdes de concentracéo (5 a 100 uM) e apenas a concentragdo
de 100 uM observou-se uma redugdo significativa, entretanto em comparacdo com o total de
células bacterianas presentes no biofilme, essa redugdo foi infima. Testando a Curcumina
mesmo em alta concentracdo de 100 uM, houve uma diferenga significativa em relagdo ao
controle, mas da mesma forma que o NPS, essa reducdo foi muito baixa quando se compara
com o total de bactérias presentes no biofilme maduro. Esses dados sugerem que PDZ, NPS e

Curc ndo possuem acao contra o biofilme de P. aeruginosa. Por ultimo, o AM contra as
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bactérias planctdnicas apresentou uma resposta de ~ 7 logs de reducdo, j& contra os biofilmes
de P. aeruginosa a resposta foi de apenas 1 logio(UFC/mL) de reducdo bacteriana, o que
expressa uma enorme diferenca entre a resposta frente as duas formas bacterianas. Dentre 0s
parametros testados os valores obtidos sdo extremamente plausiveis, devido as caracteristicas
dos biofilmes e corroboram com valores preliminares obtidos apenas para as bactérias
planctdnicas, onde o Unico FS que teve ac¢do antimicrobiana foi 0 AM.

14 Nivel de significancia: 0,05
12 4 p <0,001
\
p<0,01
\ \
10

p <0,01

Log,o(UFC/mL)

Figura 9 — Teste de viabilidade celular ap6s agéo fotodindmica utilizando Curc, PDZ, NPS e AM contra biofilmes
de P. aeruginosa. Colunas representam a média de triplicatas feitas em dois experimentos distintos (n
= 6) e as barras de erro sdo os desvios padrfes. Nivel de significAncia estatistica equivalente a p =
0,05. Legenda: Curc: Curcumina; PDZ: Photodithazine; AM: Azul de metileno.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma hipotese para estes resultados é que a matriz do biofilme e seus compostos trazem
inimeras dificuldades para ag&o efetiva da IFD como: a permeabilidade e mobilidade do FS na
matriz extracelular; interacdo célula-célula presente nesse complexo arranjo celular; barreira
fisica formada por polissacarideos, proteinas, eDNA e lipideos; e, componentes quimicos que
auxiliam na absorcéo de nutrientes essenciais do biofilme. (51,61) Um estudo realizado por
Mahmoudi e colaboradores descreve outras abordagens parecidas utilizando bactérias

plancténicas de S. aureus, E. coli e Acinetobacter baumannii onde obtiveram resultados
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bastante eficientes com reduc¢des variando de 1 a 3 logio(UFC/mL) para todas as bactérias. (67)
Além disso, foram relatados alguns valores de reducdo para biofilmes de S. aureus (99,99 % de
reducéo, 40 mM de 5-aminolevulinic acid (ALA), 300 J/cm?) (88), P. gingivalis e A. viscosus
(99 % e 99,99 % de reducéo, 5 pM de clorina(e6), 15 J/cm?) (89) e E. faecalis (99 % de reducéo,
62,5 pg/mL de Indocianina Verde (ICG), 15,62 J/cm?). (90) Todos esses valores sdo reducoes
significativas em bactérias susceptiveis aos tratamentos aplicados, no entanto, algumas
formacdes de biofilme bacteriano como é o caso dos biofilmes de P. aeruginosa e certas cepas
resistentes de S. aureus possuem mecanismos desconhecidos que impedem a inativacao ou
forma de controle através das técnicas utilizadas. Apesar da técnica utilizada, da variacdo dos
FSs e das concentragdes utilizadas, os complexos envolvendo os biofilmes de P. aeruginosa
ndo apresentacdo nenhuma reducdo significante capaz de iniciar uma erradicacdo dessas
comunidades.

Um grande problema advindo dos biofilmes maduros é dificuldade de penetracédo e
difuséo dos FSs devido a matriz extracelular e seus componentes impeditivos que auxiliam na
preservacdo das células bacterianas interiorizadas. Karygianni e colaboradores (61)
descreveram propriedades relacionadas ao EPS, que é o principal componente presente na
matriz extracelular dos biofilmes, onde dividiu suas propriedades em fisicas e quimicas para
poder representa-las melhor. Alguns dos obstaculos fisicos presentes nos biofilmes caracteriza-
se pela dificuldade de penetracdo e difusdo dos agentes antimicrobianos devido a presenca do
EPS no qual pode conter exopolissacarideos (alginato, Pel e Psl), proteinas globulares
(incluindo enzimas extracelulares), outras proteinas (Pilinas tipo 1V (T4P), Lectinas
(LecA/LecB)), lipideos e acidos nucleicos (eDNA) para constituir a matriz extracelular do
biofilme de P. aeruginosa. (17,55,61) Além disso, o EPS atua na interacdo célula-célula para
facilitar a agregacéo e formagéo dos biofilmes. (43,51) Conforme o biofilme se estabelece, o
EPS passa a fornecer estabilidade fisica e resisténcia & remog@o mecanica, aos antimicrobianos
e ao desprendimento. Os obstaculos quimicos estdo intimamente ligados a arquitetura compacta
e coesa formada pelo biofilme devido ao EPS, que permite sequestrar e aprisionar diversas
substancias. Como resultado, o FS pode ter uma limitada penetragdo no biofilme microbiano,
associada ao aprisionamento e/ou interagdo com componentes da matriz extracelular e
consequente auséncia de disponibilidade para interacdo com a célula bacteriana.

Adicionalmente, desses arranjos que sdo produzidos microambientes altamente
heterogéneos com diferentes gradientes nutricionais e quimicos que envolvem oxigénio, pH,
moléculas sinalizadoras, ions organicos, metabolitos e outros solutos presentes nos biofilmes.

(91-92) Certas espécies de bactérias séo capazes de expandir a matriz do biofilme sem interferir
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na sua estabilidade estrutural para aumentar a absorgéo de nutrientes e melhorar o metabolismo.
Ha relatos que componentes anidnicos do EPS e do eDNA podem servir como agente quelantes
de cations e gerar microambientes deficientes de cations para promover resisténcias
antimicrobianas. (93) No caso da terapia fotodindmica, variacGes no gradiente de oxigénio
disponivel resultardo em uma resposta mais ou menos eficiente dependendo da disponibilidade
do oxigénio. Assim, 0s componentes presentes na matriz extracelular, juntamente com os
mecanismos fisicos e quimicos mediados pelos EPS sdo alguns dos fatores que limitam ou

impossibilitam a inativacdo fotodinamica.

53  Concluséo parcial

Para os testes iniciais contra bactérias plancténicas e variando diversos FSs pode-se
concluir que o Unico FS que possui atividade antibacteriana eficiente contra a espécie de P.
aeruginosa testada foi o AM que obteve uma reducdo de 7,17 logio(UFC/mL). Ja para os
resultados apresentados contra biofilmes de P. aeruginosa, nitidamente ndo ha morte bacteriana
efetiva quando se utiliza Curc, PDZ e NPS, pois nao houve reducéo significativa da UFC/mL
nos testes apresentados, ou seja, mesmo variando os parametros ndo foram capazes de inativar
ou mesmo diminuir a populacéo presente nos biofilmes de P. aeruginosa de maneira efetiva. O
unico FS que conseguiu resultar em uma pequena reducao de 1 logio(UFC/mL) no biofilme de
P. aeruginosa, foi 0 AM. No entanto, esse resultado ndo € satisfatério quando se buscar uma
reducdo significativa clinica para erradicar uma infeccdo. Alguns pontos mencionados que
valem ressaltar é que a matriz extracelular possui propriedades fisica e quimicas, além de
componentes complexos que geram resisténcia antimicrobianas e impedem a agéo fotodindmica
efetiva especialmente por limitar a interagdo do FS com a célula bacteriana, variacdo da

disponibilidade do oxigénio molecular e por varios alvos bioldgicos das EROs produzidas.
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6 PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO E TRATAMENTO COM IFD

6.1  Metodologia

6.1.1 Crescimento e tratamento do biofilme

A metodologia descrita nos Capitulos 4 e 5 possuem 0s mesmos procedimentos iniciais
de crescimento do biofilme de Pseudomonas aeruginosa, mas os tratamentos sdo modificados
para buscar formas alternativas de combater o biofilme. Neste caso, foi utilizado um pré-
tratamento enzimatico seguido de um tratamento com IFD para que a combinagdo dessas
técnicas traga resultados satisfatorios, ja que sdo técnicas focadas em alvos diferentes.

A abordagem inicial seria utilizar as enzimas para comprometer a matriz extracelular
onde fosse possivel que os FSs sejam distribuidos no biofilme bacteriano. As melhores
condicBes obtidas no Capitulo 4 foram utilizadas e apds esse pré-tratamento enzimatico, 0s
biofilmes foram lavados duas vezes com 200 pL de salina. A salina foi removida e adicionou-
se 100 puL de FS (Curcumina, NewPS, PDZ, MBne ou AM) nas melhores concentracfes
(apresentadas no Capitulo 5) e 100 uL de PBS nos grupos controle, com tempo de incubagdo
de 2 h, tempo de irradiacio de 20 min, resultando em fluéncia de 60 J/cm?. Apds o tratamento
foi utilizado uma pipeta de 100 pL para esfregar o fundo do pogo em diversos sentidos
(horizontais, verticais e circulares) pelo menos trés vezes cada sentido. Cada poco foi plaqueado
em duplicata em meio BHI agar, utilizando a diluicdo seriada para cada particdo, sendo que a
diluicdo zero advinha da ressuspencéo do biofilme e o restante das dilui¢des feitas em placas
de 96 pogos contendo 180 uL de salina com mais 20 pL da diluicdo anterior até a quinta (Gltima)
dilui¢do. Para plaquear, foi usado a técnica da “micro-gota” que utiliza o volume de 10 pL para

cada diluicéo.

6.1.2 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram obtidos em triplicatas de pelo menos duas ocasifes distintas
(n = 6). Cada dado apresentado mostra os valores médios e o desvio padrdo de cada amostra.
Analise estatistica foi feita pelo método de comparacdo de pares utilizando o teste de Tukey
ANOVA "one-way" com o programa Origin 2020, versdo 9.7.0.185 (Academic), OriginLab

Corporation, Northampton, MA, USA, com nivel de significancia estatistica equivalente a o =



58

0,05. Letras iguais no topo de cada barra nos gréficos mostram semelhanca estatistica entre os
grupos e letras diferentes possuem nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05.

6.2 Resultados e Discussao

A Figura 10 apresenta os resultados de viabilidade celular apds o tratamento, onde a
Figura 10a mostra as reducdes significativas causadas pelas enzimas Endoglucanase (1,0
mg/mL) e CTEC (0,3 mg/mL) sozinhas e combinadas com Curcumina (40 uM) ap6s IFD,
utilizando uma dose de 60 J/cm?. Os testes de toxicidade expressos pelas amostras mantidas no
escuro revelam que tanto as enzimas sozinhas quanto combinadas com curcumina nao
apresentaram toxicidade, pois ndo houve reducdo bacteriana. J& as amostras que foram
irradiadas contendo apenas enzimas ou combinadas com curcumina (IFD), sofreram reducéo
variando entre 0,5 — 1 logio(UFC/mL) em relacdo ao total de biofilme cultivado. Esse padréo
de reducéo apesar de combinadas as técnicas enziméticas e fotodindmica parecem nao produzir
efeitos aditivos ou sinérgicos devido ao fato de continuarem com os mesmos valores de reducéo
apresentados nos Capitulos anteriores.

Na Figura 10b foram utilizados 3 FSs distintos (Curcumina - 100 uM, AM - 20 uM e
MBne - 20 uM) contra os biofilmes de P. aeruginosa e manteve-se o coquetel enzimatico
(CTEC - 0,3 mg/mL) utilizando sempre uma fluéncia de 60 J/cm?, onde foi possivel visualizar
uma pequena reducao apenas na aplicacdo de Curc e AM com diminui¢do de aproximadamente
1 e 0,5 logio(UFC/mL) em relacdo aos respectivos controles. Novamente os valores foram

mantidos os mesmos conforme haviamos mencionados.
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Figura 10 - Pré-tratamento enzimatico seguido da a¢do fotodindmica contra biofilme de P. aeruginosa. (a)
Teste de viabilidade celular do biofilme bacteriano de P. aeruginosa ap6s agdo enziméatica combinada
com a acdo fotodindmica. (b) Teste de viabilidade celular do biofilme de P. aeruginosa apds acéo
combinada com CTEC como enzimas e Curc, AM e MBne como fotossensibilizadores. Colunas
representam a média de triplicatas feitas em dois experimentos distintos (n = 6) e as barras de erro sao
os desvios padrdes. Nivel de significancia estatistica equivalente a o = 0,05. Letras iguais no topo de
cada barra nos gréficos mostram semelhanca estatistica entre os grupos e letras diferentes possuem
nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05. Legenda: Endo: endoglucanase; CTEC: coquetel
enzimatico; Curc: Curcumina; E: Enzima; AM: azul de metileno; MBne: nanocemulsdo de azul de
metileno; ns: ndo significante.

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com as conclusdes apresentadas no Capitulo 4, a enzima (CTEC) é capaz de
reduzir 50 % da porcentagem de biomassa contida nos biofilmes analisados, utilizando apenas
0,3 mg/mL de concentracdo enzimatica. Ja o Capitulo 5 mostrou que o Unico fotossensibilizador
capaz de provocar uma reducéo no biofilme de P. aeruginosa foi o AM com aproximadamente
1 log de redugdo. Uma hipdtese levantada seria utilizar ambas as técnicas para obter resultados
mais eficientes contra esses tipos de comunidades microbianas, visto que a utilizagdo da IFD
em bactérias planctonicas houve redugdo quase que completa desses microrganismos,
utilizando concentragdes baixas de AM. No entanto, a maior reducgdo obtida foi cerca de 1
logio(UFC/mL) utilizando curcumina apés realizar um pré-tratamento enzimatico e agéo
fotodindmica posteriormente. Apesar da curcumina parecer mais eficiente que o AM a
concentracgdo utilizada desse FS foi de 100 uM, sendo que para o AM e MBne foram de 20 pM.
Ambas as ac¢des contribuiram para que ocorresse um evento de diminui¢do na quantidade de
bactérias no biofilme maduro de P. aeruginosa, entretanto esta longe da erradicacdo completa

desse tipo de infeccdo para aplica¢do pré-clinicas ou até mesmo chegar no ambiente clinico.
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Alguns estudos, em vez de utilizar enzima e posterior acao fotodinamica, utilizam antibi6ticos
no lugar das enzimas. Certos pontos em relacdo ao uso de antibioticos foram discutidos e
analisados, todavia a busca por meétodos alternativos e eficazes para a substituicdo dos
antibidticos, utilizados em larga escala, continuam sendo investigados e analisados. (46-47, 67)
De acordo com Ronqui e colaboradores (94), onde verificaram que bactérias plancténicas de S.
aureus e E. coli mesmo utilizando concentracdes de antibiético (Ciprofloxacina) menores que
a concentracao inibitoria minima (CIM) e utilizando AM como fotossensibilizador foi possivel
obter uma reducdo de 4 logio(UFC/mL) e 5 logio(UFC/mL), respectivamente, ou seja, a
combinacédo de técnicas aumentou a efetividade das respostas empregadas de maneira distinta.
Ja para biofilmes bacterianos dessas mesmas espécies de S. aureus e E. coli, a agdo
fotodinamica sozinha ndo obteve reducdo bacteriana, no entanto, a acdo conjunta de antibidtico
(Ciprofloxacina) mais IFD resultou em 1 logio(UFC/mL) de redugdo em S. aureus e 2,4
logi0(UFC/mL) em E. coli. Embora os resultados apresentados néo ilustrem danos elevados nos
biofilmes testados, eles foram similares com os valores obtidos neste estudo utilizando o
coquetel enzimatico (CTEC — 0,3 mg/mL) e IFD (Curc — 100 uM ou AM — 20 uM), mostrando

que tais técnicas sdo capazes de exercer a mesma reducdo atuando em alvos diferentes.

6.3  Concluséo parcial

De acordo com os dados apresentados nos Capitulos anteriores e buscando uma
associacdo entre o tratamento pré-enzimatico e a IFD ndo foi possivel apresentar uma maior
resposta de inativagéo bacteriana no biofilme de P. aeruginosa. Embora muitos estudos estejam
focados na utilizacdo de antibidticos como agente anti-biofilme e outros compostos que
auxiliam na unido de técnicas convencionais, o foco deste estudo visa desvincular o uso de
antibioticos devido aos problemas e limitagdes a longo prazo, que este composto traz, além do
seu historico para selecdo das bactérias resistentes e perda de efetividade conforme ocorra uma
modificacdo no microambiente bacteriano. No entanto, os resultados obtidos apesar de serem
similares aos usos de antibidticos em diversas espécies bacterianas, eles ndo corroboram com a
substituicdo do uso dos antibidticos com a utilizagdo da técnica de IFD, pois os resultados
demonstraram inferioridade na efetividade ou apresentam as mesmas redugdes, ou seja, €
necessario a busca por outras alternativas que eleve essa eficiéncia e proponha essa substitui¢ao

com mais propriedade.
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7 IFD COM ADICAO DE IODETO DE POTASSIO

7.1  Metodologia

7.1.1 Crescimento e tratamento do biofilme

A metodologia apresentada nos Capitulos 4,5 e 6 construiram um protocolo padrao que
foi utilizado em todos os experimentos desta se¢do. A Unica mudanca novamente foi em relagéo
ao tratamento aplicado, onde foi aplicado a IFD com adi¢éo de KI, precedido do pré-tratamento
enzimatico para verificar se as técnicas atingiriam niveis de erradicacdo da infeccdo causada
pelo biofilme de Pseudomonas aeruginosa. Foram testados dois compostos: Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) com 0,1 % de concentracdo e um sal inorganico chamado lodeto de Potassio (KI)
na concentracdo de 100 mM. A utilizagcdo em conjunto desses dois compostos é expressa pela
Soma (S) que contém SDS+KI na mesma solucdo e utilizada nos experimentos. Ambos 0s
compostos foram dissolvidos de maneira separada e quando necessario foi combinado com os

FSs e aplicados no biofilme. Ou seja, os grupos foram distribuidos conforme a Tabela 9.

Tabela 9 - Grupos amostrais utilizados para ambos os fotossensibilizadores AM e MBne.

Concentracdes Dose
Grupos SDS Kl E FS
(%) (mM) S (SDS + Kl) (mgmL) | M) (J/cm?)
Controle PBS - - - - - -
AM 20um (escuro) - - - - 20 -
SDS+AM 20uM (escuro) 0,1 - - - 20 -
KI+AM 20uM (escuro) - 100 - - 20 -
S+AM 20uM (escuro) - - v - 20 -
E+AM 20uM (escuro) - - - 0,3 20 -
E+SDS+AM 20uM (escuro) | 0,1 - - 0,3 20 -
E+KI+AM 20uM (escuro) - - 0,3 20 -
E+S+AM 20uM (escuro) - - v 0,3 20 -
LED (660 nm) - - - - - 60
AM 20um (IFD) - - - - 20 60
SDS+AM 20uM (IFD) 0,1 - - - 20 60
KI+AM 20uM (IFD) - - - 20 60
S+AM 20uM (IFD) - - v - 20 60
E+AM 20uM (IFD) - - - 0,3 20 60
E+SDS+AM 20uM (IFD) 0,1 - - 0,3 20 60
E+KI+AM 20uM (IFD) - - 0,3 20 60
E+S+AM 20uM (IFD) - - v 0,3 20 60
Fonte: Elaborada pelo autor
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As melhores condic¢Bes obtidas no Capitulo 4 foram utilizadas e os biofilmes de P.
aeruginosa submetidos aos tratamentos combinados com IFD e/ou com adi¢do dos compostos
ja mencionados. Visto que os testes em células planctdnicas de P. aeruginosa apresentaram
melhores resultados de reducdo bacteriana utilizando o fotossensibilizador, AM, os testes
seguintes foram realizados com este FS. Além disso, uma construcdo de nanoemulsdo com MB
(MBne) obtida em colaboragdo com o Prof. Dr. Gang Zheng foi utilizada para verificar se as
propriedades de distribuicdo e penetracdo dessa nanoemulsdo seria mais efetiva nos biofilmes
de P. aeruginosa. Os testes foram feitos apenas em biofilmes, utilizando a concentracao de 20

uM, tempo de incubagdo de 2 h, irradiacio de 20 min e dose de 60 J/cm?.

7.1.2 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram obtidos em triplicatas de pelo menos trés ocasifes distintas
(n = 9). Cada dado apresentado mostra os valores médios e o desvio padrdo de cada amostra.
Analise estatistica foi feita pelo método de comparacdo de pares utilizando o teste de Tukey
ANOVA "one-way" com o programa Origin 2020, versao 9.7.0.185 (Academic), OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA, com nivel de significancia estatistica equivalente a o =
0,05. Letras iguais no topo de cada barra nos graficos mostram semelhanca estatistica entre os
grupos e letras diferentes possuem nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05.

7.2 Resultados e Discussao

7.2.1 Estratégias combinadas utilizando o Azul de Metileno (AM) e sua construgdo em uma

nanoemulsédo de Azul de Metileno (MBne)

Os resultados seguintes sdo frutos de diversas ocasifes de experimentos, no qual foi
possivel variar um leque de grupos amostrais tanto para 0 AM quanto para a MBne. De acordo
com a Tabela 9, as amostras foram testadas em pelo menos trés dias distintos e sempre em
triplicata para cada dia. As Figura 11 e Figura 12 ilustram em cada coluna todos os grupos
amostrais utilizados, onde foi possivel observar as reducdes bacterianas causadas pelos
tratamentos aplicados. Para todo grupo exposto a luz (IFD) hd um grupo correspondente que
ndo foi submetido a essa exposicao (toxicidade no escuro). Como é possivel visualizar, todos
0s grupos que ndo foram expostos a irradiacdo LED de 660 nm (50 mW/cm?) ndo obtiveram

reducdo significativa em relagdo ao controle. Afirmando que todas as técnicas utilizadas no
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escuro ndo foram passiveis de toxicidade dos reagentes e técnicas utilizadas. Os grupos que
receberam a fluéncia de 60 J/cm?, ou seja, que foram submetidos & IFD, mas ndo apresentaram
nenhum tipo de reducdo foram os grupos: AM, SDS+AM, E+AM e E+SDS+AM, portanto,
para esses grupos, ndo houve morte bacteriana significativa em relacéo ao controle. Ja para os
grupos KI+AM, S+AM, E+KI+AM e E+S+AM resultaram em algo totalmente Gnico no qual
apresentaram fotoinativacdo total de 8,6 logio(UFC/mL) para o biofilme de P. aeruginosa e
como ja mencionado é uma espécie de bactéria completamente dificil de erradicar devido as
propriedades fisicas e quimicas que os biofilmes possuem. (61) Para esses quatro ultimos
grupos, além do AM, o Gnico composto em comum € o sal inorganico KI (100 mM) que possui
uma reacdo de dissociacdo, no qual os ions dissociados produzem novas espécies reativas
guando combinados com os produtos gerados pela IFD, sendo apontadas como as principais
espécies causadoras da erradicacdo total observada, completando os efeitos citotoxicos. Todos

0S parametros experimentais estdo descritos na Tabela 9.
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Figura 11 — Fotoinativacdo do biofilme de P. aeruginosa utilizando AM a 20 pM com ou sem KI a 100 mM.
Todos os grupos IFD foram irradiados por um dispositivo LED (Biotable) de 660 nm (50 mW/cm?)
durante 20 min e dose final de 60 J/cm?. Colunas representam a média de triplicatas feitas em trés
experimentos distintos (n = 9) e as barras de erro sdo os desvios padrdes. Letras iguais no topo de
cada barra nos gréaficos mostram semelhanca estatistica entre os grupos e letras diferentes possuem
nivel de significancia estatistica de pelo menos 0,05. Legenda: IFD: inativacao fotodindmica; AM:
azul de metileno; SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; KI: iodeto de potassio; S: SDS+KI; E: Enzima;
LED: Light Emitting Diode;

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para os grupos contendo a MBne, os resultados foram semelhantes, apenas com uma
mudanga no comportamento do grupo S+MBne, no qual houve uma resposta bastante
acentuada, cerca de 7,3 logio(UFC/mL) de reducdo, porém ndo apresentou erradicacao total

observadas em outras amostras (Figura 12).
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Figura 12 — Fotoinativacéo do biofilme de P. aeruginosa utilizando MBne a 20 pM com ou sem KI a 100 mM.
Todos os grupos IFD foram irradiados por um dispositivo LED (Biotable) de 660 nm (50 mW/cm?)
durante 20 min e dose final de 60 J/cm?. Colunas representam a média de triplicatas feitas em trés
experimentos distintos (n = 9) e as barras de erro sdo os desvios padrdes. Letras iguais no topo de cada
barra nos graficos mostram semelhanca estatistica entre 0s grupos e letras diferentes possuem nivel
de significancia estatistica de pelo menos 0,05. Legenda: IFD: inativacdo fotodindmica; MBne:
nanoemulsdo de azul de metileno; SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; KI: iodeto de potéssio; S: SDS+KI;
E: Enzima; LED: Light Emitting Diode;

Fonte: Elaborada pelo autor.
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7.2.2  Mecanismo de dissociac¢édo do KI em conjunto com a IFD

O principal mecanismo dessa erradicacao total mostra que os produtos gerados durante
a IFD, como as espeécies reativas de oxigénio (EROSs) e, principalmente, o oxigénio singleto
(10,), sdo capturados pela reacédo de dissociagio do Kl e produzem espécies reativas de iodo de
longa vida e sdo capazes de produzir efeitos citotoxicos com altissima efetividade. Como €

possivel ver pelas equacdes abaixo:
'0, + 31~ + 2H,0 - I3 + 2H,0, Eq.7.1
sendo que a Eq. 7.1 produziu espécies antibacterianas estaveis (I3 + 2H20>).

'0, + 217 + H,0 - HOOI; + HO™ Eq. 7.2

HOOI; - [~ + HOO Eq. 7.3
e a Eq. 7.3 radicais reativos I > + HOO'.

Ambos os produtos gerados sdo advindos da unido favoravel entre IFD e adi¢édo de Kl
para inativacdo total de uma das piores infec¢Ges causadas por microrganismos, que € 0 caso
dos biofilmes de P. aeruginosa que pode causar infeccdes em humanos como: fibrose cistica,
feridas crbnicas, otite média cronica, prostatite bacteriana crénica, infeccdo pulmonar crénica.
(17,95-96) Além de causar infecgbes no infecgbes do trato urinario, que Sdo as principais
infecgcdes nosocomiais, seguidas por infecgOes por cateterismo e intubacédo. (17,97)

De acordo com o estudo pioneiro coordenado por Vecchio e colaboradores, no qual
utilizaram IFD associado com KI e identificaram um efeito sinérgico dessa combinacéo
aplicando em testes in vitro e in vivo nas espécies de S. aureus, E. coli e Candida albicans. (49)
Os autores utilizaram 10 pM de AM, 5 J/cm? e 10 mM de Kl e obtiveram uma reducio de 4
log10(UFC/mL) para Gram-positivas (S. aureus) e 2-3 logio(UFC/mL) com Gram-negativas (E.
coli) para os testes in vitro. E para os testes in vivo foram avaliadas as queimaduras em rato
infectadas com 108 UFC/mL de MRSA e tratadas utilizando associacio de IFD e K, sendo que
0s resultados para essa associacdo de técnicas ficaram por volta de 3,5 logio(UFC/mL)
utilizando 50 uM de AM e 10 mM de KI sob irradiagdo no comprimento de onda 660 nm com
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fluéncia de 150 J/cm?. Outro estudo publicado que deu continuidade aos esforcos de Vecchio,
foi apresentado por Hamblin, no qual selecionou os melhores sais inorganicos testados e
descreveu alguns efeitos e mecanismos de reacdo que esses sais apresentaram quando se
utilizou em conjunto com IFD, tais sais foram: azida de sodio, iodeto de potassio, brometo de
potéssio e tiocianato. (31) Devido as limitagBes de alguns sais, como toxicidade, baixa producdo
de espécies citotoxicas, o sal mais eficiente foi o KI na concentragdo de 100 mM, cujo valor foi
extraido como referéncia. Os valores reportados sdo proximos aos obtidos e serviram de guia
para saber se 0s tratamentos utilizados eram capazes de reduzir com efetividade os biofilmes
analisados.

Alves e colaboradores (98) investigaram alguns efeitos que ocorrem quando se utiliza
SDS ou Kl contra biofilmes de S. aureus e mostram uma reduc¢éo acentuada quando se combina
terapia sonofotodinamica (SPDT, do inglés Sonophotodynamic Therapy) e SDS, pois essa
combinacdo entre surfactante e FS é uma alternativa para aumentar a solubilidade do FS com o
meio aquoso utilizado, sendo que o FS utilizado foi a Curcumina. Além disso, foram
investigados os efeitos com as técnicas de sono e terapia fotodindmica separadas para obter uma
margem de comparacao entre as técnicas, no entanto, o resultado com maior reducdo continuou
sendo a SPDT com 7,43 log1o(UFC/mL) de diminuicdo comparado com o controle, além disso
as técnicas separadas de TFD e SPD obtiveram reducdes de 2,57 e 2,60 logio(UFC/mL). Essas
reducdes sdo bastante significantes, sendo que a diminuigéo apresentada para a SPDT foi muito
préxima da erradicacdo total da formacao de biofilme analisada e € um 6timo resultado para a
combinacgbes das técnicas. Além da utilizacdo de diversas técnicas um complemento para se
introduzir nos parametros experimentais seria 0 uso do SDS que, neste caso, gerou resultados
satisfatorios.

Outro relato publicado por Vieira (99) e colaboradores acompanha os efeitos fotodi-
ndmicos quando se utiliza uma mistura de cinco porfirinas, chamada de Formulacdo de FS
(FORM), sendo que os autores variam a sua concentra¢cdo de 1,0 a 20,0 uM, além de adicionar
ou ndo KI (100 mM), os testes foram realizadas em formas planctdnicas e biofilmes de E. coli,
S. aureus, C. albicans e um bacteri6fagos semelhantes a T4 (virus) sob radiacdo
fotossinteticamente ativa de luz branca (380-700 nm) com um irradiancia de 25 W/m? e 0s
valores de fluéncia foram variados conforme o tempo de exposicdo. Apesar dos varios testes
apresentados os melhores resultados para E. coli na forma planctonica foi utilizando 5 uM de
FORM + K1 100 mM que foi possivel obter uma reducéo total apds 75 min (11,25 J/cm?). Para
S. aureus planctonica os dois melhores resultados descritos foram utilizando 5,0 ¢ 1,0 uM de

FORM + KI 100 mM, no qual os autores obtiveram uma reducéo total (~ 9 logs) com 5 min
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(2,25 J/cm?) e 20 min (9 J/cm?), respectivamente. Para C. albicans planctonica, 5 uM de FORM
+ KI 100 mM foi capaz de obter uma reducgéo total (6,7 logio(UFC/mL)), ou seja, a
fotoinativacdo total para este tipo de fungo foi tdo eficiente quanto os valores apresentados para
bactérias. Os autores destacam que muitos estudos publicados na literatura ndo possuem tanta
eficiéncia quanto os resultados apresentados neste estudo. Além disso, foram testadas as formas
planctonicas de bacteriéfagos semelhantes a T4 nas concentragdes de FORM (2,5 uM, 1,0 uM,
0,5 uM) com ou sem adigdo de KI e os resultados mostram que ocorrem inativacoes
semelhantes, mas todas elas totais. Sendo que as melhores condi¢des foram utilizando FORM
sozinho (2,5 uM) e FORM (2,5 uM) + KI 100 mM, onde os resultados apresentaram
fotoinativagdo total apds 5 min (2,25 J/cm?) e 7,5 min (3,38 J/cm?), respectivamente. Seguindo
com as contribuicdes de Vieira e colaboradores, os resultados obtidos para as comunidades de
biofilmes para E. coli, S. aureus e C. albicans foram bastante interessantes, visto que os autores
conseguiram uma fotoinativagéo total desses biofilmes em certas condicdes. Para E. coli e S.
aureus utilizando FORM + K1 (100 mM) os biofilmes foram fotoinativados completamente (~
7,5 log10(UFC/mL)) utilizando as concentragdes de FORM de (20, 10, 5 ¢ 1,0 uM) e dose final
de luz de 9,0 J/cm?. A (nica concentragdo de FORM que néo obteve fotoinativagdo total dos
biofilmes de E. coli e S. aureus foi a de 0,5 uM que obteve cerca de 1 a 2 logs de redugdo,
respectivamente. Para os biofilmes de C. albicans apresentaram resultados um pouco mais
susceptivel, sendo que foi capaz obter uma fotoinativacéo total (~ 7,5 logio(UFC/mL)) nas
concentracoes de 0,5, 1,0, 5, 10 e 20 uM, porém todos na presenga de KI (100 mM) e com dose
final de luz de 9,0 J/cm?. A (nica concentracdo que ndo apresentou fotoinativacio total foi 0,1
uM. De fato, os resultados apresentados possuem uma eficicia bastante elevada para as trés
espécies de microrganismos testados e a presenca de Kl foi crucial para a fotoinativacéo total.

Visto que a adigéo de reagentes como SDS e K1 produzem resultados altamente eficazes
em associacdo com técnica fotodinamica, sendo capazes de produzir uma erradicacéo total das
comunidades de biofilmes de diversas espécies como E. coli, S. aureus e C. albicans. A
possibilidade da utilizacdo dessa combinacdo de AM com KI foi altamente eficaz contra o
biofilme de P. aeruginosa, produzindo uma erradicacdo total desse microrganismo. Conforme
0s excelentes resultados apresentados é necessario o desenvolvimento e analises in vivo, para
obter respostas em um ambiente mais complexo e, dessa forma, aprimorar esta técnica conjunta

bastante promissora.
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7.3  Concluséao parcial

A utilizacdo da IFD com adicdo de KI é uma combinacdo bastante promissora que
potencializa os efeitos da inativacdo fotodindmica devido a producdo de espécies reativas de
iodo, que provavelmente possuem um tempo de vida mais longo que as espécies reativas de
oxigénio (EROs), entretanto ambos os produtos sdo essenciais para obtencdo dos resultados
observados de erradicacdo total dos biofilmes analisados. A hipdtese inicial ndo apresentou
resultados satisfatorios em relacdo a desestruturacdo do biofilme e reducao de sua biomassa, no
qual sugerimos utilizar um pré-tratamento enzimatico para comprometer a matriz extracelular
do biofilme e depois utilizar um tratamento que realmente fosse voltado para inativagao
bacteriana. Por fim, a adicdo de KI (sal inorganico), que ndo possui toxicidade no escuro e é
facil de ser manipulado, produziu os efeitos desejados por outros caminhos ja descritos, mas
que superou algumas expectativas. Como 0s parametros descritos sao facilmente replicaveis e
de facil manipulacdo, é nitido que os proximos passos sdo palpaveis para evoluir os estudos

para ensaios pré-clinicos e clinicos, no qual seria o foco para os proximos experimentos.
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8 Considerac0es Finais

Os experimentos realizados e os resultados obtidos tiveram como objetivo avaliar a
efetividade da inativacdo fotodinamica contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa,
utilizando duas estratégias para aumentar a efetividade do tratamento. Investigando o
tratamento enzimatico, o tratamento fotodindmico e a associagdo entre eles contra os biofilmes
maduros de P. aeruginosa afirmar-se que ndo ha maneiras efetivas para obtencéo de resultados
préximos da erradicacdo total deste tipo de infeccdo e os melhores resultados ndo demonstraram
superioridade em relacdo ao uso de antibioticos, indicando a necessidade de buscar outras
alternativas. Devido a elevada complexidade e dificuldade de tratamento dos biofilmes, além
da problematica envolvendo o uso exacerbado de antibidticos, uma maneira alternativa
encontrada para contornar ambas as limitacdes foi a combinacdo da inativacdo fotodinamica
com a adi¢do de iodeto de potassio que se mostrou uma técnica bastante promissora devido a
sua erradicacgéo total dos biofilmes de P. aeruginosa. Apesar dos resultados animadores que
ultrapassaram as expectativas tracadas, ha um longo caminho de analises mais profundas e
testes in vivo para obtencdo de resultados proximos da realidade clinica e defini¢cGes de

protocolos que possam ser utilizados como padrédo de qualidade.
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