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Biotecnologia) — UFSCar, Séao Carlos, 2023.

RESUMO

Bactérias Gram-negativas sao relativamente mais resistentes e dificeis de
serem inativadas do que bactérias Gram-positivas, por possuirem uma
membrana externa a mais e diversos mecanismos de resisténcia. Além disso,
possuem grande importancia clinica por causarem diversas infeccdes em
humanos. Ha estimativas de que em poucos anos, microrganismos resistentes
podem se tornar a principal causa de morte mundialmente, superando mortes
causadas pelo cancer, diabetes e até mesmo por acidentes de transito sendo,
assim, uma questao urgente em escala global. A inativagéo fotodinamica (IFD)
€ uma técnica vantajosa de reducdo de microrganismos que se apresenta como
uma alternativa promissora ao uso de antibiéticos, por exemplo por ser capaz de
quebrar a resisténcia bacteriana e impossibilitar a resisténcia adquirida. O
objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade da IFD na transferéncia de
resisténcia bacteriana em linhagens resistentes. Neste trabalho, foi possivel
avaliar o comportamento de Gram-negativas de grande importancia clinica,
como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, ap6s tratamento de IFD,
utilizando sub dose de luz de 30 J/cm? e como fotossensibilizador (FS) a
curcumina e, assim, compreender através das curvas de crescimento como a
IFD foi capaz de afetar o comportamento bacteriano caracteristico. Além disso,
na tentativa de estabelecer condi¢des que levavam ao objetivo foi observado que
com a metodologia feita houve interferéncia na acao fotodinamica mediada pelo
dodecil sulfato de sédio (SDS), que resultou em baixa inativacdo fotodinamica e
alteracdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dessas linhagens. De modo
geral, sdo bactérias dificeis de serem tratadas e foi visto que, todos os elementos
utilizados na IFD (FS, luz, SDS) afetaram as bactérias, sendo necessario mais
estudos para investigar a melhor abordagem para essas Gram-negativas e,
verificar se ha alteracdo com moléculas externas, tais como o SDS.

Palavras-chave: Inativagdo fotodinAmica, linhagem bacteriana, SDS,

resisténcia, Klebsiella penumoniae, Escherichia coli, curcumina.



Vieira, Rebeca. Study of the effect of photodynamic inactivation on bacterial
resistance transfer. 2022. Dissertacdo (Programa de Poés-graduacdo em
Biotecnologia) — UFSCar, Séao Carlos, 2023.

ABSTRACT

Gram-negative bacteria are relatively more resistant and difficult to treat
because they have a larger outer membrane than Gram-positive bacteria and
several resistance mechanisms. In addition, they are of great clinical importance
because they cause several infections in humans. There are estimates that, in a
few years, resistant microorganisms may become the leading cause of death
worldwide, surpassing deaths caused by cancer, diabetes and even traffic
accidents, thus being an urgent issue on a global scale. Photodynamic
inactivation (PDI) is an advantageous technique for reducing microorganisms that
presents itself as a promising alternative to avoid antibiotics, for example, by
being able to break bacterial resistance and make acquired resistance
impossible. Thus, this study aimed to attenuate or inhibit the transfer of bacterial
resistance in resistant strains. In this way, it was possible to evaluate the behavior
of clinically relevant Gram-negatives, Klebsiella pneumoniae and Escherichia
coli, after treatment with PDI using dose light of 30 J/cm? and curcumin as
photosensitizer (PS) and thus to understand through logistic modeling of the
growth curves how PDI was able to affect the characteristic bacterial behavior.
Furthermore, in an effort to establish conditions leading to the goal it was
observed that with the methodology made there was interference in the
photodynamic action mediated by sodium dodecyl sulfate (SDS), which resulted
in low photodynamic inactivation and alteration of the minimum inhibitory
concentration (MIC) of these strains. In general, these are severely difficult
bacteria to treat and it was seen that all the elements used in the PDI (PS, light,
SDS) affected the bacteria, requiring further studies to investigate the best
approach for these Gram-negative bacteria and to verify if there is an alteration

with external molecules such as SDS.

Keywords: Photodynamic inactivation, bacterial strain, SDS, resistance,

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, curcumin.
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Capitulo 1

1. Introducéo

Bactérias estdo entre uma das primeiras formas de vida do planeta Terra
h& mais de bilhdes de anos. Na natureza ha microrganismos produtores de
moléculas com propriedades antimicrobianas chamadas de antimicrobianos e,
consequentemente para sobreviver, algumas linhagens bacterianas
desenvolveram mecanismos de resisténcia aos antibioticos, sendo muitas delas
selecionadas naturalmente. Portanto, ndo é surpreendente que tenham se
tornado resistentes a maioria dos antimicrobianos desenvolvidos nos ultimos 50
anos, uma vez que a maior parte dos antimicrobianos desenvolvidos séo
baseados nos produzidos naturalmente, a exemplo da penicilina (HANCOCK,
2007). As bactérias podem adquirir material genético contendo a resisténcia de
formas diferentes, por transformacé&o, conforme a Figura 1, quando o encontram
livre no meio e o incorporam em seu préprio genoma, por conjugacao, a qual
ocorre transmissdo de elementos de resisténcia, tais como plasmideos e
transposons, podendo ser transferidos entre bactérias de mesma espécie ou
entre bactérias de diferentes linhagens ou por transdu¢do, quando um virus
bacteriéfago infecta a bactéria transmitindo genes de resisténcia (COHEN &
TARTASKY, 1997).

O
&) )= @>©@>©@

@ @ ® @

Figura 1 Representagdo da aquisicao de material genético contendo a resisténcia pelo processo
denominado Transformacgao, (1) bactéria livre (2) plasmideo livre contendo resisténcia solto no
meio (3) a bactéria incorpora esse plasmideo (4) bactéria passa a conter genes resistentes em
seu genoma incorporados do meio. Fonte: autoria prépria, imagem produzida pelo Software
Inkscape 1.2.



E possivel associar um maior consumo de antibioticos a aceleracéo desse
processo de resisténcia pois muitas bactérias anteriormente suscetiveis a
antibiéticos comumente utilizados deixaram de responder a esses mesmos
agentes (WHO, 2005). Nos EUA, por exemplo, 30% a 50% dos antibiGticos
podem ser prescritos inadequadamente ou de forma ineficaz (ROWE, 2019). E
no Brasil, a identificacdo geral de infeccbes causadas por bactérias
multirresistentes (MR) aumentou 23% durante a pandemia do SARS-CoV-2
(POLLY, 2022). Isso ocorreu devido ao aumento substancial da prescricao de
antibioticos, até mesmo os de amplo espectro, necessarios em casos de
infec¢des secundarias, mas grande parte foi também um desfavor a luta contra
microrganismos resistentes a antibibticos, por serem prescritos excessivamente
de forma inadequada (LANGFORD, 2021; MURRAY, 2020).

Com o agravamento da “pandemia oculta”, denominada assim por causa
do aumento gradativo de mortes causadas por bactérias resistentes a
antibioticos anualmente, no ano de 2019 foi observado mais de 1,2 milhées de
mortes no mundo devido a infeccdes resistentes (MURRAY, et al, 2022).

A falta de opcao de tratamento e o potencial de disseminacgéo de bactérias
multirresistentes ou resistentes a todos os antimicrobianos desenvolvidos séo de
extrema preocupacdo (DE MAN, 2018; MALA et al., 2021). Dessa forma, a
resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de saude publica, de
tal forma que a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), em 2019,
recomendou em seu relatério o investimento em pesquisa e desenvolvimento de
novas tecnologias com urgéncia para o combate a resisténcia microbiana.

A Inativacdo Fotodinamica (IFD) vem como uma alternativa eficaz e
vantajosa contra a resisténcia bacteriana, na qual se utiliza fotossensibilizador
(FS), luz e oxigénio molecular. O FS quando ativado por luz em comprimento de
onda determinado pela absorbancia medida em espectrofotdmetro, interage com
moléculas vizinhas gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) responsaveis
por causar a morte de microrganismos, tais como, bactérias, fungos e virus
(HUANG et al, 2012). O FS ativado reage com moléculas na sua vizinhancga por
transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producédo de radicais livres
(reacéo do tipo I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reagéo do tipo II),

reagOes descritas na sessao 1.4 Inativagdo Fotodindmica, que levam a producgéo



de oxigénio singleto (PERUSSI, 2007). Como FS, a curcumina extraida da raiz
da Curcuma longa, atua sob irradiacdo de luz azul, inibindo os fatores de
viruléncia bacteriana, o crescimento bacteriano e prevenindo a adesao
bacteriana aos receptores do hospedeiro através do sistema de regulacdo do
quérum sensing bacteriano por exemplo. Além disso, pode exercer um efeito
antibacteriano sinérgico com outras substancias antibacterianas (ZHENG, 2020).
Os diversos estudos relatados na literatura mostraram que o uso da curcumina
como FS para IFD apresenta efeito antimicrobiano em diferentes espécies
bacterianas, tanto em Gram-positivas como em Gram-negativas, validando seu
uso como FS (SOARES, 2019). Assim como foi demonstrado em estudos
recentes que a IFD mediada pela curcumina € capaz de afetar a permeabilidade
celular e potencializar a acdo antimicrobiana tanto em linhagens sensiveis
guanto em resistentes (SOARES, et al, 2022) e também, a combinacao de IFD
com antibioticos pode levar a uma reducéo das doses necessarias e a0 mesmo
tempo obter uma maior susceptibilidade das bactérias, comprometendo
mecanismos bacterianos de resisténcia aos antibioticos (WILLIS, et al, 2022).

Dentre os principais patdgenos associados as infec¢cdes nosocomiais,

destacam-se, principalmente, as bactérias Gram-negativas do grupo das
enterobactérias tais como, Klebsiella pneumoniae (35,5%) e Escherichia coli
(24,1%), (MOTA, 2018).
Além disso, a Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP)
tornou-se endémica em diversos hospitais no sul da Europa, Israel, China,
América do Norte e América Latina. No Brasil, por exemplo, foi detectado
um novo clone bacteriano capaz de elevar a taxa de mortalidade de 30 dias de
60% num cenario endémico a 95% (ANDREY, 2020).

Portanto, tendo em vista o carater emergencial de se combater a
intensificacéo da resisténcia antimicrobiana (RAM), a proposta deste estudo foi
compreender o estresse oxidativo provocado pela IFD nas bactérias Gram-
negativas de importancia clinica, K. pneumoniae e E. coli e, avaliar a

interferéncia na transferéncia de resisténcia de linhagens resistentes.



1.1 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana é uma resposta biolégica natural dos
microrganismos a uma pressao seletiva, como por exemplo a presenca de um
antibiético (GOOSSENS, 2005; SANTOS, 2004). E é um desafio de saude global
qgue envolve a transferéncia de bactérias e genes entre humanos, animais e o
meio ambiente. Os patdégenos adquirem frequentemente novos fatores de
resisténcia de outras espécies, dificultando a prevencdo e o tratamento de
infec¢des bacterianas (LARSSON & FLACH, 2022). Apés a introdugcédo de uma
nova classe de antibioticos a sua eficacia vai se reduzindo progressivamente
levando a uma selecéo da populacao bacteriana portadora de um mecanismo de
resisténcia intrinseco ou adquirido (SOARES, 2012).

Isso sugere que, a resisténcia bacteriana € um enorme desafio na saude
mundial, pois atualizacbes nos mecanismos bacterianos surgem e se espalham
pelo mundo, dificultando o uso de terapias por antibiéticos, exigindo que novos
medicamentos sejam lancados no mercado. No entanto, hd pouca expectativa
para a eficicia necessaria em bactérias multirresistentes, tendo em vista que a
velocidade com que um novo farmaco € colocado no mercado ndo acompanha

0 surgimento de bactérias cada vez mais resistentes (OPAS, 2017).



O crescimento exponencial de bactérias resistentes esta relacionado ao
uso indevido dos antibidticos, que se tornou uma pratica comum e, por vezes,
desnecessaria. Sendo frequentemente indicados até mesmo como uso
profilatico, o antibiético é muito utilizado inadequadamente também para a
automedicacao (ABDULAH, 2012).

Todas as classes de antibidticos aprovadas até agora, sejam eles
compostos naturais, semissintéticos ou sintéticos, encontraram resisténcia em
pelo menos um dos patégenos que eles atuam. Dessa forma, entende-se que no
meio ambiente ja existam fatores de resisténcia para todos os antibiéticos que
serdo desenvolvidos, a menos que comecemos a projetar de forma diferente os
antibiéticos (LARSSON & FLACH, 2022). Sendo assim, estudos preveem que
em 2050 esse aumento continuo da resisténcia pode levar a morte de 10 milhdes
de pessoas a cada ano e, consequentemente, a uma reducao de 2% a 3,5% em
Produto Interno Bruto (PIB), podendo custar ao mundo até 100 trilhdes de

dolares (O'NEILL, 2016, NAYLOR et al, 2018).

1.2 Mecanismos de resisténcia bacteriana

pY

O desenvolvimento de resisténcia intrinseca a estrutura celular das
bactérias pode ocorrer ao longo do tempo. Isso se deve a elevada atividade
metabolica e reprodutiva, mecanismos de troca de material genético tais como,
transferéncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos para outras bactérias
ou a eventos mutacionais (CLOETE, 2003).

Ha quatro principais mecanismos de resisténcia que as bactérias podem
apresentar. Assim, conforme a Figura 2, as bactérias podem: (1) produzir
enzimas que inativam o farmaco; (2) alterar a estrutura alvo do antibiético (3)
reduzir a permeabilidade de sua membrana, dificultando a entrada do farmaco e
(4) usufruir da bomba de efluxo para expulsar o antibiético do citoplasma, sendo
que originalmente expulsam substancias nocivas ao metabolismo celular
(LEVINSON, 2011).
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Figura 2. Representacdo dos quatro principais mecanismos de resisténcia bacteriana: (1) o
antibiético que foi capaz de passar para dentro da célula pela membrana bacteriana é inativado
por enzimas, (2) a bactéria codificou a estrutura alvo do antibidtico e produziu uma estrutura nova
mais resistente que ndo permitird que o antibidtico alcance seu sitio ativo para iniciar sua a¢ao,
(3) a bactéria reduz a permeabilidade de sua membrana dificultando a entrada do antibi6tico e
(4) na membrana bacteriana de Gram-negativas encontram-se proteinas especificas que agem
como bomba de efluxo, expulsando o antibidtico do meio intracelular para o meio extracelular.
Fonte: autoria prépria, imagem produzida pelo Software Inkscape 1.2.

A variedade de mecanismos de defesa bacteriana € expressa
principalmente por genes presentes em plasmideos (SECO, 2016). Os
plasmideos sdo moléculas de DNA tipicamente circulares e pequenos com
replicacdo autbnoma presentes no interior da célula bacteriana, podem conter
genes de resisténcia a antibidticos e existir livremente no organismo ou, ainda,
integrar o DNA cromossdmico bacteriano (DE OLIVEIRA & SILVA, 2008). Além
disso, podem ser classificados em dois grupos principais: conjugativos e nao

conjugativos.



Os plasmideos ndo conjugativos ndo séo capazes de se transferir de uma
célula bacteriana para a outra. J4 os plasmideos conjugativos, apresentam em
sua estrutura genes que codificam toda a maquinaria necessaria para sua
propria transferéncia, e isso € extremamente importante para a troca de genes
entre bactérias de diferentes classes ou filogeneticamente distantes (SECO,
2016; FROST, 2005). Esse processo de transferéncia horizontal € denominado
conjugacéao (DE LA CRUZ et al 2010), conforme mostrado na Figura 3.

A conjugacgéo pode levar a alta transmissdo de genes e a resisténcia de
diversos farmacos, sendo que a principal problemética relacionada aos
plasmideos conjugativos é a facilidade das bactérias de mesma espécie ou de
diferentes espécies em transferir os genes (JUNIOR, 2019; CARNEIRO, 2011).
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Conjugagao do gene de resisténcia
de bactéria doadora para a bactéria receptora

Figura 3. Representacdo do mecanismo de conjugacéo bacteriana o qual, uma bactéria doadora
e portadora do gene de resisténcia se aproxima de uma bactéria receptora sem plasmideo,
projeta o pilus para a transferéncia do plasmideo, contendo o gene de resisténcia e, depois com
a conjugacao bem-sucedida elas se separam e seguem livres, ambas agora, portadoras do gene
de resisténcia. Fonte: autoria prépria, imagem produzida pelo software Inkscape 1.2.



1.3 O desafio da super resisténcia do gene blakpc

Como caracteristica associada aos plasmideos, o grande potencial de
disseminacgdo dos genes blaKPC e blaNDM tem contribuido para o aumento da
prevaléncia de Gram-negativas produtoras de KPC e NDM (JOHNSON et al,
2013). KPC e NDM sao enzimas carbapenemases cujo potencial de hidrdlise
inclui praticamente todos os antibiéticos beta-lactamicos, foi detectado a primeira
vez em K. pneumoniae, dessa forma a nova beta-lactamase ficou entdo
conhecida como KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (YIGIT et al,
2001). E NDM ficou assim conhecida por ter sido relatada a primeira vez na
cidade de Nova Delhi - India, (New Delhi metalo-B-lactamase). Posteriormente,
tanto a KPC quanto a NDM passaram a ndo ser mais exclusiva a essa linhagem
pois foi detectada também em diversas outras Gram-negativas, como
Escherichia coli por exemplo, ainda assim a producdo de KPC e NDM sé&o os
mecanismos de resisténcia mais frequentes em K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos no Brasil (SAMPAIO et al, 2016; JOHNSON et al, 2013; YIGIT
et al, 2001). Além da resisténcia a maioria dos antibiéticos beta-lactamicos
estudados € comum que essas bactérias sejam resistentes também a quase
todos os antibiéticos ndo beta-lactamicos como, aminoglicosideos, tetraciclinas
e fluoroquinolonas, devido a presenca de multiplos mecanismos de resisténcia.
Sendo assim, infeccbes causadas por bactérias super-resistentes tém
restringido abruptamente as opc¢des de tratamento que ndo ocasione ainda mais
0 aumento da resisténcia e taxa de mortalidade hospitalar (ANDRADE & DARINI,
2017).



1.4 Inativacao fotodinamica

A inativacéo fotodinamica de microrganismos é um excelente método para
inativar isolados microbianos resistentes a antibidticos (RAPACKA-
ZANDONCYK et al, 2021). O principio de acao da Inativacao Fotodinamica (IFD)
€ demonstrado pelo Diagrama de Jablonski e conforme mostra a Figura 4, ocorre
através da ativacdo de uma molécula fotossensibilizadora (FS) por luz em
comprimento de onda adequado, capaz de transformar um elétron em seu
estado fundamental (So) para o estado singleto excitado (Si1) que possui alta
probabilidade em transitar sem radiacédo para o estado tripleto excitado (T1), via
cruzamento intersistema, conforme o Principio de Exclusdo de Pauli. Sendo
assim, o tempo de vida para o T1 € mais longo e permite interagir com o oxigénio

molecular (O2).
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Figura 4. Representacdo do Diagrama de Jablonski. Ocorre a ativagdo de uma molécula
fotossensibilizadora (FS) por um determinado comprimento de onda, a energia absorvida pela
molécula transforma o elétron de seu estado fundamental (So) para um estado mais excitado
(Sn). A tendéncia das moléculas € voltar ao menor estado de energia. Dessa forma, ocorre o
decaimento de energia para o elétron em seu primeiro estado excitado (S1) e este é capaz de
devolver a energia enquanto decai para 0 So em forma de luz, causando a fluorescéncia ou pode
transitar sem radiag&o para o estado tripleto excitado (T1). A partir do estado tripleto excitado o
elétron pode decair para o So e emitir fosforescéncia ou produzir os dois tipos de reagdes, tipo |
produtora de ROS ou tipo Il produtor de oxigénio singleto, ambas as rea¢fes podem causar dano
ou morte celular. Fonte: autoria propria, imagem feita pelo Power Point.



O processo da IFD diferencia-se dos processos oxidativos celulares por ser
dependente da absorgéo da luz. A interacdo do FS com o Oz pode ocorrer por
meio de dois tipos de reagdes denominadas de reacdo tipo | e tipo I,
respectivamente (SPERANDIO et al, 2013). A reacao do tipo |, gera espécies
reativas de oxigénio (ROS) como superoxido ('O-2), radical hidroxila (OH) e
peroxido de hidrogénio (H202). As EROs causam peroxidagdo lipidica,
perturbando a integridade da membrana celular, producdo de energia e
transportes celulares. Possuem como alvo varias biomoléculas dentro de uma
célula, lipidios de membrana, acidos nucléicos, carboidratos, tiois e proteinas
que parecem ser o alvo principal (ALVES et al, 2013). Na reacéo do tipo Il, o
oxigénio singleto (*O2) é o principal produto, este reage com aminoacidos
aromaticos formando produtos causadores de efeitos citotoxicos (MICHAELI &
FEITELSON, 1994; GONDIM et al, 2021). Os produtos de reacéo do tipo | e do
tipo Il podem ser produzidos simultaneamente na IFD, com a proporcao de cada
dependendo do tipo de fotossensibilizador utilizado e da forca idnica de seu
solvente (HUANG et al, 2012). Recentemente, foi descrito uma reagéo do tipo Il
em que, independentemente da presenca de oxigénio, sdo produzidos radicais
livres de compostos inorganicos, que também podem estar envolvidos em a
fotoinativagéo de microrganismos (HAMBLIN & AMBRAHAMSE, 2020).

A técnica apresenta varias vantagens, tais como, 0 uso para tratar
infeccdes localizadas, podendo ser feita por aplicacéo local, ou seja, topica do
FS na area infectada (AROSO, 2022). Outra vantagem da técnica € a baixa
probabilidade de selecdo de microrganismos resistentes, uma vez que a
resisténcia as espécies reativas de oxigénio é praticamente impossivel de
ocorrer (WAINWRIGHT et al, 2017; DIAS et al, 2020). Além disso, anterioridades
demonstraram que a resisténcia pode ser quebrada pela IFD (SOARES et al,
2022; WILLIS et al, 2022).



Sabe-se que, geralmente, as bactérias Gram-positivas s8o0 mais
susceptiveis a IFD enquanto as bactérias Gram-negativas séo significativamente
resistentes a muitos FS (MAISCH, et al; 2005). Isso € explicado pelas diferencas
estruturais das paredes celulares das bactérias. A Figura 5 mostra as diferencas
estruturais das paredes celulares dessas bactérias, ja que o envelope celular das
bactérias Gram-negativas tem uma membrana externa complexa incluindo duas
bicamadas lipidicas que funcionam como uma barreira fisica e funcional entre a
célula e seu ambiente, enquanto as bactérias Gram-positivas tém somente uma
membrana que é relativamente permeavel. Dessa forma, as diferencas de Gram
sao facilmente notadas pela técnica de coloracdo de Gram, assim, a facilidade
das Gram-positivas em capturar o corante € a mesma para a incorporagcado de
um FS por exemplo, que consequentemente as matam, enquanto o contrério €
verdadeiro para as Gram-negativas (DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005).
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Figura 5. Representagdo da morfologia estrutural de Gram-negativas e Gram-positivas. As
Gram-negativas possuem uma membrana externa composta por lipopolissacarideos que
garantem mais resisténcia a alguns antimicrobianos. Fonte: Istock ttsz, imagem modificada do
Google.



No entanto, vale ressaltar que sao importantes as caracteristicas de cada
FS, tais como, a hidrofobicidade e a presenca de cargas nos FSs que levam a
diferentes interagbes com as organelas. Desse modo, a acao fotodinamica de
um corante positivo pode ocorrer na mitocondria em eucariotos, enquanto a de
um corante negativo pode ocorrer na membrana nuclear para uma mesma classe
de bactérias, por exemplo (TARDIVO, et al; 2005).

1.5 Curcumina como fotossensibilizador

A curcumina € um polifenol derivado da planta Curcuma longa,
popularmente conhecida como acafrdo da terra, pertencente a familia
Zingaberaceae. E utilizada como FS tendo em vista que apresenta um amplo
espectro de efeitos terapéuticos, como por exemplo, propriedades anti-
inflamatdria (BASNET, 2011), antioxidante (KAWAKISHI, 1996) e antibacteriana
(ZHANG, 2018). Além disso, diversos estudos sao relatados na literatura sobre
0 uso da curcumina como FS para IFD em diferentes espécies bacterianas, tanto
Gram-positiva como Gram-negativa (DIAS et al, 2020; ABDULRAHMAN et al,
2020, JOCHELAVICIUS, 2018; SOARES, 2019; ARAUJO et al., 2012b).
ABDULRAHMAN et al (2020) relataram que a exposi¢cado a curcumina com luz
causa a regulacdo negativa da sinalizacdo para a comunicac¢ao bacteriana em
funcdo da densidade populacional, denominada quérum sensing, sendo um
tratamento efetivo na Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa por exemplo.

Além disso, resultados de JOCHELAVICIUS (2018) demonstraram que a
curcumina se estabiliza melhor em contato com lipideos das membranas
externas de Gram-negativas, produzindo, através da acao do oxigénio singleto,
hidroperéxido lipidico, mais hidrofilico, o que intensifica o efeito da IFD por
causar um dano maior na membrana. Sabe-se também que a curcumina possui
um amplo pico de absorcédo, na faixa de 300 a 430 nm, exercendo potentes
efeitos fototoxicos em quantidades micromolares, assim, a IFD se restringe na
aplicacado de infeccbes superficiais, de modo que possa ativar a curcumina
internalizada na bactéria (SOARES, 2019).



Estudos de SOARES, 2019, apresentaram que independente da espécie
bacteriana as concentracfes da formulacao e a dose de luz entregue geralmente
sdo mais elevadas quando comparada a outros FSs, contudo, o efeito
antimicrobiano é alcancado, validando o uso da curcumina como FS. Dessa
forma, a curcumina apresenta-se como um FS que apresenta vantagens
econbmicas, devido ao seu baixo custo, manipulacdo simples e grande
efetividade (ARAUJO et al., 2012b).

1.6 Cultura mista de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli

Espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae sédo bacilos (formato
de bastonete) Gram-negativos que sdo: anaerdbicos facultativos com
fermentacao de glicose, encapsulados, de motilidade variavel, ndo esporulados,
apresentam oxidase negativa e sdao amplamente conhecidas por serem 0s
principais patégenos relacionados a infec¢cdes nosocomiais, tais como Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli (ANVISA, 2004; MURAI et al, 2022). No ambiente
hospitalar, o aumento na incidéncia de microrganismos multirresistentes,
principalmente na ala de Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é considerado um
dos principais problemas no tratamento de infec¢cdes nosocomiais e de saude
publica global. Assim como foi demonstrado em estudos de WOLLHEIM et al
2011, existe uma alta prevaléncia de genes de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) em bactérias hospitalares como K. pneumoniae e E. coli e,
além disso € um fator de risco pois podem ser transferidos entre diferentes
espécies enterobacterianas. SEJAS, 2015 avaliou a resisténcia aos antibidticos,
a variabilidade genética e as relacdes clonais em isolados de K. pneumoniae e
E. coli produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL). Foi visto que
ambas as espécies apresentam altos percentuais de resisténcia a cefepime
(98% e 94%, respectivamente) e a ceftazidima (100% e 96%, respectivamente)
e somente os isolados de K. pneumoniae demonstraram resisténcia a ertapenem
(61%), imipenem (54%) e meropenem (43%). Foram evidenciados, ainda,
isolados de E. coli carreando até trés diferentes genes e K. pneumoniae com até
seis genes responsaveis pela produgao de diferentes -lactamases. A tipificacao
molecular feita nesse mesmo estudo, indicou uma grande diversidade genética

entre os isolados de K. pneumoniae (68 perfis/70 isolados) e de E. coli (37 perfis/



47 isolados) Além disso, estudos indicam que a conjugacao entre isolados de K.
pneumoniae e E. coli ocorre em maior frequéncia do que de K. pneumoniae para
outras espécies (CARVALHO, 2021). Portanto € imprescindivel que haja estudos

de culturas mistas a fim do controle das infec¢Ges hospitalares.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento das bactérias Gram-negativas K. pneumoniae e
E. coli apos tratamento de inativacdo fotodinamica e, assim, compreender seus
efeitos antimicrobianos na transferéncia de resisténcia bacteriana em linhagens

resistentes.

2.2 Objetivos especificos

Testar condi¢Oes de IFD para as Gram-negativas K. pneumoniae e E. coli em
culturas puras e em culturas mistas.

Analisar o comportamento bacteriano através da curva de crescimento de K.
pneumoniae e E. coli isoladas e também em culturas mistas com e sem IFD.
Testar e analisar se h4 ou nao interferéncia da IFD na conjugacgdo entre
linhagens resistentes de K. pneumoniae e E. coli.

Determinar a concentracao inibitéria minima para as Gram-negativas antes e

apds tratamento de IFD e comparar com e sem o uso do SDS.



Capitulo 2

3. Material e métodos

3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram as bactérias Gram-negativas Klebsiella
pneumoniae (CBAMO0435) e Escherichia coli (ATCC25922), linhagens
pertencentes ao laboratério de Biofotonica do Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, SP, Brasil. E para os estudos de
conjugacao bacteriana os microrganismos utilizados nos ensaios foi um par de
bactérias doadora-receptora, a Klebsiella pneumoniae (BHKPC104), que possui
0 gene blakrc em um plasmideo e Escherichia coli (J53), a que ir4 receber o
plasmideo caso a conjugacdo aconteca. Estas sao linhagens pertencentes ao
Laboratério de Epidemiologia e Microbiologia Moleculares (LEMiMo) da

Universidade de Sdo Paulo — Séo Carlos.

3.2 Preparo do inéculo

3.2.1 Experimentos de inativacdo fotodinamica (IFD)

Os microrganismos, Klebsiella pneumoniae (CBAMO0435) e Escherichia
coli (ATCC25922), foram cultivados, adicionando uma aliquota (1 mL) da
amostra criopreservada em criotubo, em (9 mL) meio liquido Brain Heart Infusion
(BHI) (KASVI®) a 37 °C + 2 °C e 150 rota¢Ges por minuto (rpm) em incubadora
com agitacdo orbital (Quimis®). Apds o crescimento microbiano em overnight, em
torno de 18h, as amostras foram centrifugadas (5702 Eppendorf®) e
ressuspendidas em tampéo fosfato salino (PBS) e posteriormente ajustadas para
obtencéo do indculo em 107 = 108 UFC/mL (unidades formadoras de col6nia por
mililitro), ou seja, DO = 0,6, verificado pela densidade 6tica em 600 nm (Cary UV-
Vis50, Varian).



3.2.2 Experimentos de conjugacao bacteriana antes e depois da IFD

Os microrganismos, Klebsiella pneumoniae (BHKPC104) e Escherichia coli
J53, foram cultivados adicionando uma aliquota (10 pL) da amostra
criopreservada em criotubo, em meio liquido (8 mL) Brain Heart Infusion (BHI)
(KASVI®) e incubados a 37 °C + 2 °C. Apds o crescimento microbiano por 24 h,
as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em tampao fosfato salino
(PBS) e posteriormente ajustadas para obtencdo do inéculo em 107 - 108
UFC/mL (unidades formadoras de col6nia por mililitro), ou seja, DO = 0,6,
verificado pela densidade 6tica em 600 nm (Spectramax M5 (Molecular Devices,
EUA)).

3.3Experimentos de concentracao inibitéria minima antes e depois da IFD

Foi utilizado o método de suspenséao da coldnia direta, o qual inocula algumas
coldnias da bactéria (108) previamente incubada por 24 h a 37 °C + 2 °C da placa

de petri em meio liquido Mueller Hinton (10 mL).

3.4Preparo dos solventes

Com o auxilio de uma balanca analitica foi pesado 0,1 g de dodecil sulfato de
sédio (SDS) da Lab synth ® e adicionado em um eppendorf com 1mL de H20
destilada previamente autoclavada. Posteriormente, foi diluido a fim de se obter
0,1% na solugcédo de uso do FS. Outro solvente utilizado foi o dimetilsufoxido
(DMSO) da Synth ®, no momento do preparo da solucao estoque de FS, sendo
incorporado 1,5%.

3.5Preparo da solucao de Resazurina [0,015%]

Com auxilio da balanca analitica, foi pesado 0,075 g de sal de resazurina e

transferido para um tubo falcon com 50 mL de H20 previamente autoclavada.



3.6 Preparo dos meios seletivos e antimicrobianos

Nos experimentos de conjugagéo bacteriana, foram utilizados meio seletivo
para o plaqueamento das coldnias. Para isso, primeiramente foi preparado o
meio de cultura Luria Bertani (LB) 20 g/L + agar 1,5 g/100 mL da KASVI ®. Em
seguida, foi preparada a solucdo estoque do antibiético Imipenem a 4 mg/ mL,
cuja poténcia é de 85%, em tampao fosfato de s6dio 10 mM, para ser acrescido
no meio de cultura. E também foi preparado o bacteriostatico azida sédica a 100
mg/mL. Dessa forma, em uma garrafa contendo meio LB + &gar, foi
acrescentado imipenem e azida e, em outra garrafa contendo meio LB + agar foi
acrescentado somente azida, em seguida, seus volumes foram transferidos para

placas de petri para que o plagueamento com 0s meios seletivos fosse feito.

3.7Preparo da solucao estoque de gentamicina (5 pg/mL) para experimento

de concentracdo inibitéria minima

Com auxilio da balanga analitica, foi pesado 5 mg de gentamicina e
adicionado 1 mL de H20 num eppendorf.

3.8Preparo da solucéo de uso de gentamicina (5 ug/mL) para experimento

de concentracdo inibitéria minima

Em um tubo falcon foi adicionado 3.321 pyL de meio MH + 179 uL da solucéo

estoque de gentamicina.

3.9Preparo do fotossensibilizador

O fotossensibilizador (FS) utilizado foi a curcumina sintética, produzida pela
PDT Pharma ®. Todas as solucdes foram armazenadas a 5 °C por um periodo
maéaximo de 15 dias.

3.9.1 Solucgéo Estoque

A solucao estoque foi preparada em alcool etilico 95% P.A, contendo 5 mM

de curcumina e 1,5% de dimetilsufoxido (DMSO).



3.9.2 Solucédo de uso para experimento de inativacao fotodinamica

Para os primeiros ensaios, a concentracao de FS utilizada foi de 50 pM
com 10% de élcool, secdo (6.2.1 dos resultados).
Posteriormente foi incorporado nos ensaios 0,1% de SDS e também a
concentracdo do FS foi variada entre 50 uM, 100 uM e 150 pM em cada

experimento, secédo (6.2.2 dos resultados)

3.9.3 Solucédo de uso para experimento de conjugacao bacteriana antes e

apos IFD

A concentracao do FS utilizada foi de 50 uM. Para o preparo dessa solucao
sem SDS foi adicionado 120 pL da solucao estoque + 5880 uL de H20 destilada
previamente autoclavada a fim de se obter 6 mL de FS. Ja para os experimentos
em que foi utilizado 0,1 % de SDS, foi adicionado 120 pL da solugéo estoque +
120 pL de SDS + 5820 pL de H20 destilada previamente autoclavada a fim de

se obter o mesmo volume de FS.

3.10 Solucéo de uso para experimento de concentracdo inibitéria minima

antes e depois da IFD

Solugéo de uso com SDS: Em um tubo falcon foi adicionado 120 pL de
SDS + 120 pL de solucéo estoque de curcumina + 5760 pL de H20.

Solucdo de uso sem SDS: Em um tubo falcon foi adicionado 60 pL de

solucéo estoque de curcumina + 2970 pL de H20



3.10 Determinacéo da fonte de luz

Foi utilizada baixa dose de luz a fim de ndo causar morte celular. Como
fonte de luz foi utilizado um dispositivo intitulado BioTable® (Figura 6),
desenvolvido pelo Laboratorio de Apoio Técnico (LAT), do Instituto de Fisica de
Séo Carlos. Esse dispositivo € composto por 24 diodos emissores de luz (LED -
Light Emitting Diode) no comprimento de onda de 450 nm. Cada amostra
recebeu irradiacdo uniforme com intensidade média de 33,9 mW/cm?. A dose de
luz aplicada foi de 30 J/cm?, o que corresponde a um tempo de irradiacéo de 14

minutos e 44 segundos, calculado da seguinte forma:

D=iT

Sendo dose de luz (D), expressa em J/cm?, equivalente a intensidade luminosa

(i) expressa em W/cm? multiplicada pelo tempo (T) em segundos.

Figura 6. Foto feita pela autora do Dispositivo BioTable ® 450nm.



3.11 Determinacéo de curvas de crescimento

3.11.1 Das espécies isoladas

As curvas de crescimento foram feitas a partir do pré inodculo que estava
em overnight. Dessa forma, para as curvas caracteristicas, 1 mL do pré indculo
foi adicionado em um tubo do tipo falcon contendo 39 mL de BHI. Apés ajustar a
densidade Optica da amostra a 0.03 no espectrofotometro (Cary UV-Vis50,
Varian), foram transferidos para as cubetas 2 mL do inéculo e, assim, foram
feitas medidas a cada 1 h durante 8 h. As medidas de densidade 6ptica foram
realizadas a 600 nm utilizando o mesmo espectrofotdbmetro. Apds coletar os
dados do experimento, utilizando o software Origin ®, os dados foram ajustados
pela funcao logistica para uma analise numérica da diferenca entre as curvas de
crescimento (quantitativo), além do visual (qualitativo). No tratamento com IFD,
o protocolo IFD (secdo 3.12) foi aplicado previamente as bactérias, apdés o
tratamento foram transferidas (1 mL) nas cubetas contendo 1 mL de meio BHI,
pois as bactérias para o tratamento de IFD ndo se encontravam em meio de
cultura na placa de tratamento. Em seguida a cubeta foi levada para dar inicio

as medidas de curva de crescimento.
3.11.2 Da cultura mista

O protocolo para curvas de crescimento da cultura mista foi o mesmo, 1 mL
do in6culo de K. pneumoniae (CBAMO0435) foi adicionado em um tubo do tipo
falcon contendo 39 mL de BHI e o mesmo foi feito para a E. coli (ATCC25922).
Em seguida foi ajustada a densidade Optica de cada amostra a 0.03 no
espectrofotometro e nas cubetas foi adicionado 1 mL contendo 50% de K.
pneumoniae + 50% de E. coli e 1 mL de meio BHI. No tratamento com IFD, foi
seguido o protocolo de IFD para culturas mistas secéo 3.9.2 e apdés tratamento
as bactérias juntas foram transferidas (1 mL) nas cubetas contendo 1 mL de meio
BHI. E, assim, as coletas de dados e analise foram feitas como descrito na secéo
anterior (3.8.1).

3.12 Inativagéo fotodinamica



Todos os grupos foram levados para o tempo de incubacao de 30 minutos
e, em seguida, 0s grupos escuros foram retirados e mantidos fora da incubadora
e 0s grupos luz foram levados a Biotable ®. Apds o tempo de irradiacdo, todas
as amostras foram diluidas e semeadas em placas de Petri com meio de cultura
agar Brain Heart Infusion (BHI). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C +
2 °C por 24 horas para a realizacédo da contagem das unidades formadoras de
colonias (UFC). A guantificacdo das colonias bacterianas foi feita considerando
0 numero de células presentes em 1 mL do meio liquido. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata biologica.
3.12.1 Espécies isoladas

Apés a coleta do sobrenadante as espécies de bactérias separadamente
foram resuspendidas em PBS e preparadas para serem submetidas a IFD. Em
cada experimento, foram feitos os grupos chamados escuros (a), que ndo foram
expostos a luz azul, os controles positivos (b) e os e os grupos que foram tratados

e avaliados chamados grupos luz (c).

Tabela 1Parametros aplicados em cada grupo

Grupos Bactéria PBS (uL) FS(uL)  SDS (uL) Luz
(ML) (30J/cm?)

(a) CONTROLE 250 250 - - -
(a) FS 50 250 - 250 - -
(a) FS 100 250 - 250 - -
(a) FS 150 250 - 250 - -
(a) SDS 250 - - 250 -
(b) LUZ 250 250 - - V4
(b) SDS + LUZ 250 - - 250 v
(c) IFD 50 250 - 250 - v
(c) IFD 100 250 - 250 - v
(c) IFD 150 250 - 250 - v



3.12.2 Culturas mistas

Para experimentos de culturas mistas, as duas espécies de bactérias foram
colocadas juntas em cada grupo descrito na secao anterior, na proporgédo de
50:50.

3.13 Experimento de IFD + Conjugacéao bacteriana

Para os testes iniciais de conjugacéao bacteriana com IFD, foram utilizadas
linhagens resistentes, a doadora K. pneumoniae contendo o gene blakrec € a
receptora E. coli, cedidas pela prof2. Dra. llana L. B. C. Camargo. Os ensaios
foram realizados no Laboratorio de Epidemiologia e Microbiologia Moleculares
(LEMiMo), com auxilio da prof?. Dra. Illana L. B. C. Camargo e da aluna de
doutorado Camila Maria dos Santos Boralli.

Em uma placa de 24 pogos foi adicionado o grupo IFD; 250 pL da cultura mista
das linhagens resistentes + 250 pL de FS 50, ja calculado com o dobro de
concentracdo a fim de permanecer na concentracao correta apos a diluicdo. Os
grupos foram levados para a estufa para incubacdo de 30 minutos. Apos a
incubagéo, apenas o grupo IFD foi levado a Biotable® para o tratamento com
luz, e enquanto isso o grupo controle se manteve fora da estufa.

Posteriormente, todos os grupos foram mantidos na estufa a 37°C por 24h para
ensaio de conjugacéao. A fim de se obter a taxa de conjugacéo entre as linhagens,
foi feita a diluicdo seriada do grupo IFD de 10! até 1012 em PBS e as dilui¢des
foram semeadas pela técnica de microgotas (3 gotas de 10 yL cada) em placas
de Petri com meio Luria Bertani agar (LB-agar). Um grupo de placas de Petri
contém apenas um antibidtico seletivo para a linhagem receptora e em outro
grupo contém dois antibiéticos, um seletivo para a linhagem receptora e outro
antibiotico seletivo para as linhagens portadoras do gene blakec. A menor
concentracdo de antibidtico capaz de inibir o crescimento visivel das linhagens
bacterianas foi utilizada nessas placas seguindo a Concentracdo Inibitoria

Minima (CIM), sendo a concentracao de 4 mg/L estabelecidas pelo BrCAST.



Em seguida, foram incubadas a 37 °C + 2 °C por 24 h. Vale ressaltar que o
segundo grupo, é seletivo as bactérias da linhagem receptora que conjugaram e
receberam o plasmideo contendo o gene blakpc. Apés as 24 h de incubacao, as
UFC foram contabilizadas e o valor de UFC/mL foi calculado. Sendo assim, a

taxa de conjugacao foi obtida segundo a equacao abaixo:

UFC transconjugantes /mlL

T d ' ao =
axa de conjugarao UFC total de receptoras /mL

3.14 Experimento de concentracao inibitéria minima antes e depois da IFD

O experimento foi dividido em sem e com SDS (‘), dessa forma, foram
utilizadas solucdes de uso de fotossensibilizador diferentes, uma preparada com
SDS e a outra sem. Conforme a tabela 2, foram colocados os grupos de
tratamento (a e a’), que passam pela Biotable e 0s grupos escuros que nao
recebem irradiacdo (b e b’) em duas placas de 24 pocos.

Tabela 2 Identificacdo dos grupos

Grupos TRATAMENTO TRATAMENTO ESCURO ESCURO
(@) @) (b) (b’)
Klebsiella IFD IFD+SDS CURCUMINA CURCUMINA +
pneumoniae SDS
Culturas IFD IFD+SDS CURCUMINA CURCUMINA +
mistas SDS
Escherichia IFD IFD+SDS CURCUMINA CURCUMINA +
coli SDS

Em cada poco foram adicionados bactéria e fotossensibilizador com volume final

de 500 pL. Sendo divididos como sugere a tabela 3.



Tabela 3 Descricdo dos conteudos nas placas

Volume

Volume de bacteria (L) fotossensibilizador (uL)

Klebsiella pneumoniae 250 250
Escherichia coli 250 250
Cultura mista 250 (125+125) 250
Curcumina 250 250
Curcumina + SDS 250 250

Apés realizado o preparo das placas de 24 pocos, todas foram levadas para o
tempo de incubacdo de 30 minutos na estufa DBO. E em seguida, a placa
contendo os tratamentos foram levadas a BioTable pelo tempo de 14 minutos e
44 segundos. Posteriormente ao tempo de irradiacéo, foi feito o preparo das 4
placas de 96 pocos para o experimento de CIM. Em trés placas de tratamento,
a primeira coluna foi preenchida com 100 puL da solucdo de uso do antibiético
gentamicina, com excec¢do da primeira coluna todos os outros poc¢os foram
preenchidos com 50 pL de meio de cultura MH e em seguida foi feita a diluicdo
do antibiético para os demais pocos. Para a placa de controle o mesmo foi feito,
porém com excecao das duas ultimas linhas onde o controle positivo (com 10%
de bactéria em cada poco) e negativo (50% meio 50% antibi6tico) foram feitos.
Todas as placas foram colocadas na estufa DBO para o tempo de acdo do
antibiético por 24h. ApGs esse tempo, as placas foram coradas de azul com o sal
de resazurina e foram recolocadas na estufa pelo tempo de 4 h, para acéo do

corante no metabolismo bacteriano, apds o tempo, a CIM foi estabelecida.



Capitulo 3
4  Resultados e Discussao
4.1 Curvas de crescimento caracteristicas e apos a IFD

Inicialmente, o intuito foi estabelecer condi¢des de IFD para K. pneumoniae
e E. coli, além de observar se interfere no comportamento bacteriano por meio
do experimento da curva de crescimento para que, assim, fosse possivel inibir
ou atenuar a resisténcia bacteriana pela agdo fotodinamica. Dessa forma,
primeiramente, foram realizados testes para avaliar as curvas de crescimento
bacteriano caracteristicas de cada linhagens de forma isolada e em culturas
mistas antes e apds IFD utlizando 0,1% SDS. Assim, através do
espectrofotdbmetro, foi possivel observar que a IFD é capaz de afetar os
comportamentos das curvas caracteristicas de crescimento bacteriano tanto
puras quanto em culturas mistas. Em experimentos sem IFD, ambas as espécies
em cultura pura apresentaram padrdes de crescimento tipicos, atingindo pontos
de saturacdo a aproximadamente 1,75, conforme ilustrado na Figura 7 e na
Figura 8. Ambas as curvas também apresentaram um valor R? idéntico de 1. Do
mesmo modo, as culturas mistas apresentaram um valor de saturacdo de
aproximadamente 1,60, com um valor Rz de 1, conforme ilustrado na Figura 9.
Apés a IFD com o uso de SDS no tratamento, as linhagens em cultura pura
exibiram um crescimento acelerado, mas reduzido, atingindo aproximadamente
0,80, como demonstrado na Figura 7 e na Figura 8, com valores R2 de 0,97 e
0,96, respetivamente. O mesmo comportamento foi observado em culturas
mistas, com um ponto de saturacédo de aproximadamente 0,60 e um valor de R2
de 0,97, como demonstrado na Figura 9. Os parametros das curvas sem IFD
foram modelados pela fungéo logistica 'y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)p) e apos o
tratamento do IFD pela funcéo logistica y = a/(1 + exp(-k*(x-xc))). As fun¢des
sigmoides, aplicadas para esses resultados, sdo utilizadas para descrever o
crescimento dos microrganismos, os modelos permitem a predi¢cdo do tempo de
vida dos microrganismos e recursos disponiveis no meio além de proporcionar o
entendimento do comportamento bacteriano sobre diferentes condigdes
ambientais, tais como a temperatura e pH (ZWIETERING, 1990). Tendo isso em

vista, além das diferencas de absorbancia maxima na fase estacionaria entre as



espécies e as culturas mistas, os parametros das curvas modeladas pela funcéo
logistica mostram que a aplicacdo prévia da IFD acelera a fase estacionaria das
bactérias em culturas puras e mista. Para K. pneumoniae a inflexdo da curva é
dada em 2,3 h, com a aplicacdo da IFD € de 1,6 h. Para E. coli, o ponto de
inflexdo é mais longo 3 h e reduz para 1,8 h apds a aplicacéo da IFD e para as
culturas mistas, a inflexdo da curva € identificada em 2,3 h e com a aplicacéo da

IFD retarda para 1,8 h.
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Figura 7. Curvas de crescimento tipica da linhagem de K. pneumoniae sem IFD (m) e curva de
crescimento alterada apés tratamento de IFD (e) com média e desvio padréo. Elaborado pela

autora.
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Figura 8. Curvas de crescimento tipica da linhagem de E. coli sem IFD (m) € curva de crescimento
alterada ap6s tratamento de IFD (o) com média e desvio padrédo. Elaborado pela autora.
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Figura 9. Curvas de crescimento tipica das culturas mistas sem IFD (m) e curva de crescimento
alterada ap6s tratamento de IFD (o) com média e desvio padrédo. Elaborado pela autora.

Dessa forma, com base nas curvas de crescimento analisadas é possivel notar
gue a resposta aos tratamentos em cultura pura € diferente quando em cultura
mista, essas condi¢cdes podem ser vistas como pressdes do ambiente. Sendo
assim, esses comportamentos provavelmente se devem ao sistema de
regulacdo de expressao génica, ou de comunicacao, entre bactérias em funcao
da densidade celular, denominado quorum sensing (QS). Apdés a fase
exponencial de crescimento ou durante a fase estacionaria as bactérias sdo
capazes de produzir autoindutores que coordenam o comportamento bacteriano
de acordo com a densidade populacional, aumentando proporcionalmente seus
niveis no meio até a inducéo da ativagédo de genes de QS, resultando no fenotipo
associado ao comportamento coletivo (GOO et al, 2015; LLAMAS et al, 2005;
KIEVIT & IGLEWSKI, 2000). Isso propicia grandes avangcos em questao de
sobrevivéncia e persisténcia no ambiente, pois quando expostas a pressfes do
ambiente as bactérias necessitam de alteragfes fisiol0gicas e estruturais para
sobreviverem (NG et al, 2009; STALEY et al, 2015).



4.2 Inativacao fotodinamica em Gram-negativas

4.2.1 Inativacdo fotodinamica utilizando solucdo hidroalcéolica de
curcumina + DMSO (solucédo estoque) e curcumina + 10% de alcool
etilico (solucdo de uso)

As Gram-negativas possuem a membrana externa contendo
lipopolissacarideos fosfolipidicos que dificulta a internalizagdo de moléculas,
principalmente de tamanhos grandes, ou que estejam agregadas (ELLIOTT,
2020; CAMA, 2019). Embora a curcumina tenha grande potencial como FS, seu
desempenho é prejudicado por se tratar de uma molécula hidrofébica, ou seja,
possui baixa solubilidade e estabilidade em agua. Sendo assim, uma solugéo de
uso aquosa acaba favorecendo a formacdo de agregados de curcumina,
dificultando a internalizacdo desse FS pelas bactérias, principalmente Gram-
negativas, diminuindo a eficiéncia da IFD (LI et al, 2015; ONOUE et al, 2010).
Dessa forma, experimentos de IFD foram realizados variando os solventes da
solugdo de uso para padronizar a de melhor efeito fotodinamico, com baixa
toxicidade na auséncia de luz em bactérias Gram-negativas. Primeiramente, a
curcumina foi solubilizada em solucao hidroalcéolica com 1,5% de DMSO. Uma
vez que o DMSO é um solvente organico que favorece a solubilidade da
curcumina, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Por ser um excelente
solvente, tornou-se o meio mais utilizado para avaliar os efeitos fototdxicos da
inativacdo fotodinamica e um referencial para a avaliacdo de outros tipos de
meios (PICOLI et al, 2015; RIBEIRO et al, 2012; HAUKIVIK et al, 2009). Além
disso, para garantir que seja completamente dispersa em meio aquoso,
geralmente a curcumina € dissolvida em solventes polares, podendo ser
facilmente soluvel em DMSO e, também, em etanol (LI et al, 2021,
PRIYARDASINI, 2014). Entdo, na solugéo de uso foi acrescentado 10% de alcool
etilico para manter a solubilidade do FS durante o tempo de incubacdo com as
células bacterianas. A toxicidade dessa solucdo de uso foi avaliada e néo foi

considerada toxica.
Conforme a Figura 10, os grupos de tratamento:

IFD 50 CM — IFD com FS [50mM] em culturas mistas
IFD 50 KP — IFD com FS [50mM] em Klebsiella pneumoniae



IFD 50 EC — IFD com FS [50mM] em Escherichia coli

em relacdo aos seus respectivos controles:

CONTROLE CM — PBS + culturas mistas
CONTROLE KP — PBS + Klebsiella pneumoniae
CONTROLE EC — PBS + Escherichia coli

nao se apresentaram significativos estatisticamente. Portanto, as condi¢cbes
utilizadas nao resultaram numa acao fotodinamica significativa nessas Gram-
negativas. Sendo assim, foi preciso realizar outros testes e incorporar outro
veiculo capaz de aproximar o FS da membrana das Gram-negativas.

-+
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CONTROLE CM
CONTROLE KP
CONTROLE EC
FS 50 CM —
FS 50 KP —
FS 50 EC —
LUZ CM
LUZ KP
LUZ EC
IFD 50 CM
IFD 50 KP
IFD 50 EC

Figura 10. Log (UFC/mL) contendo média e desvio padrao dos grupos controle escuro FS 50,
CONTROLE CM (cultura mista), CONTROLE KP (Klebsiella pneumoniae), CONTROLE EC
(Eschrichia coli), grupos LUZ e grupos de tratamento com IFD (30 J/cm?) utilizando como
fotossensibilizador a curcumina (50uM) solubilizada em 10% de alcool etilico e 1,5% de DMSO.
N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (one-way ANOVA com teste TUKEY
(p < 0,05)). Elaborado pela autora.



4.2.2 Inativacdo fotodinamica utilizando solucdo hidroalcéolica de
curcumina + DMSO (solucéo estoque) + curcumina + etanol + SDS

(solucéo de uso)

Dodecil sulfato de sddio (SDS) € um surfactante aniénico poderoso em
dissociar e desnaturar proteinas, podendo ser capaz de afetar a estrutura da
membrana da Gram-negativa (HAMAGUCHP et al, 2003). Diversos estudos
associaram o uso da curcumina com o SDS e obtiveram um melhor desempenho
na reducao bacteriana (PANHOCA et al, 2016; ROY, 2020; ALVES, 2021).
Dessa forma, a fim de se obter um melhor efeito da IFD, foram feitos novos testes
alterando o preparo da solucdo de uso do FS, incorporando 0,1% de SDS.
Conforme mostra a Figura 11, o grupo IFD 50, de bactérias (K. pneumoniae)
tratadas com IFD e fotossensibilizador de concentragdo 50 pM, apresentou
diferenca significativa em relacdo aos grupos controles; CONTROLE (p =
0,00507) e LUZ+SDS (p = 0,02851). O grupo IFD 50 apresentou também
reducdo bacteriana significativa em relacdo ao grupo com o dobro de
concentracéo de FS (IFD 100), (p = 0,00735). Além disso, o grupo de tratamento
IFD 150, apresentou diferenca significativa em relacdo aos grupos controles,
CONTROLE (p = 0,00892) e LUZ+SDS (p = 0,04643). E o grupo IFD 100
apresentou uma menor reducao que foi estatisticamente significante em relacéo
ao grupo IFD 150 (p = 0,01276). Dessa forma, podemos afirmar que os testes
feitos com K. pneumoniae demonstram que a relacdo de reducéo bacteriana esta

inversamente proporcional a concentracao de FS.
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Figura 11. Log (UFC/mL) contendo média e desvio padrdo dos grupos CONTROLE, grupo
escuro e SDS, LUZ, LUZ+SDS e grupos de tratamento com IFD (30 J/cm?2) de K. pneumoniae
variando a concentracdo do fotossensibilizador (50 pM, 100 pM e 150 pM) solubilizado em
solugéo hidroalcoolica + 1,5% DMSO + 0,1% SDS. Houve diferenca estatistica significativa entre
0s grupos citados no texto, representados pelas letras A, B, C, D e E (one-way ANOVA com teste
TUKEY (p < 0,05)). Elaborado pela autora.



Acerca dos testes feitos com E. coli, conforme Figura 12, ndo foi obtida
nenhuma reducdo bacteriana significativa. Como produto da inativacao
fotodindmica as EROs podem afetar varios alvos procarioticos de uma vez, como
exemplo o H202 que se difunde através do envelope procariético, induz a
oxidacdo dos aminoacidos e causa o estresse transcricional. No entanto, o
estresse oxidativo acarreta num “sistema de defesa” bacteriano que produz
enzimas que regulam em prol da desintoxicagao oxidativa. Dessa forma, a E. coli
por exemplo é capaz de detectar o H202 através de um processo em cascata de
sinalizadores associados a expressao de genes para se desintoxicar (IMLAY,
2013). Devido a isso, a inativacéo fotodinamica dessa linhagem nas condi¢des

em que foram feitas tornou-se mais desafiadora.
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Figura 12. Log (UFC/mL) contendo média e desvio padrdo dos grupos CONTROLE, grupo
escuro, SDS, LUZ, LUZ+SDS e grupo de tratamento com IFD (30 J/cm?) de E. coli variando a
concentracdo do fotossensibilizador (50 puM, 100 pM e 150 pM) solubilizado em solucdo
hidroalc6olica + 1,5% DMSO + 0,1% SDS. N&o houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (one-way ANOVA com teste TUKEY (p < 0,05)). Elaborado pela autora.



Além disso, foi feito 0 mesmo protocolo de experimento em culturas mistas
de K. pneumoniae e E. coli juntas (Figura 13) e os tratamentos ndo se

apresentaram significativos em relagao aos controles (luz e escuro).
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Figura 13. Log (UFC/mL) contendo média e desvio padrdo dos grupos CONTROLE, grupo
escuro, SDS, LUZ, LUZ+SDS e grupo de tratamento com IFD (30 J/cm?) da cultura mista de K.
pneumoniae + E. coli variando a concentracéo do fotossensibilizador (50 uM, 100 pM e 150 pM)
solubilizado em solucéo hidroalcéolica + 1,5% DMSO + 0,1% SDS. Nao houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos (one-way ANOVA com teste TUKEY (p < 0,05)).
Elaborado pela autora.



Dessa forma, além do desafio de estabelecer condicbes de IFD para as
Gram-negativas em estudo foi observada a interferéncia de moléculas externas,
tais como o SDS, na acéo fotodindmica. Portanto, embora na literatura a IFD
utilizando o SDS pode ser capaz de obter uma redugao bacteriana significativa
para algumas linhagens, o mesmo nao foi constatado neste estudo com as
condicbes utilizadas para as linhagens estudadas, corroborando com outros
estudos da literatura em que foi relatado que a presenca de SDS pode levar a
respostas diferentes devido aos diferentes comportamentos metabolicos de cada
linhagem bacteriana (TORTAMANO et al, 2020).

4.3Experimentos de Inativacao fotodinamica + Conjugacao bacteriana

A taxa de conjugacao com e sem a aplicagcéo prévia de IFD em linhagens
resistentes também foram avaliadas. As linhagens foram plaqueadas em meios
seletivos para que depois do tempo de conjugacdo fossem contabilizados os
valores da taxa de conjugacdo (cel/mL). E possivel observar que a taxa de
conjugacéo da IFD sem o uso de SDS (1,4x10*%) apresentou-se irrelevante em
relacdo ao controle de conjugacdo sem tratamento aplicado (1,04x10%) e a taxa
de conjugacéo do grupo IFD com o uso de SDS foi maior (2,2x10%), conforme a
Figura 14. A juncdo das técnicas de conjugacao bacteriana com as condi¢ées

utilizadas de IFD levaram a resultados inconclusivos.
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Figura 14.Teste da taxa de conjugacéo (cel/mL) dos grupos CONTROLE, FS, SDS, FS+SDS,
IFD e IFD+SDS da cultura mista de linhagens resistentes (BHKP 104+J53). N&o houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos (one-way ANOVA com teste TUKEY (p < 0,05)).
Elaborado pela autora.

Possivelmente, considerando a diferenca entre a IFD com e sem SDS,
também pode ser evidenciada a interferéncia desse agente, assim como
elementos da IFD, tais como, a concentragéo de FS ou dose de luz por exemplo.
Vale ressaltar que as condi¢des utilizadas, como o0 uso de sub dose de luz, foi
excepcionalmente designada para que fosse obtida uma reducao bacteriana de
forma nao letal, a fim de que as bactérias estivessem viaveis para o processo de
transferéncia de resisténcia e concomitantemente fosse possivel estudar os

efeitos da inativacéo fotodinamica.



4.4Concentracao Inibitéria Minima ap6s Inativacao fotodinamica

A fim de investigar qual o efeito da IFD na resisténcia aos antibiéticos das
Gram-negativas em estudo também foi feito a verificacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM) apés IFD e se havia alteracdo da mesma utilizando o
SDS. A partir da literatura, pelo BrCAST, foi levado em consideracao o ponto de
corte de CIM de gentamicina para Enterobacterales (CIM=2). Além disso, a CIM
foi determinada também em laboratério através do grupo controle. Dessa forma,
foram feitos os testes com os grupos de IFD e curcumina com e sem SDS, para
as bactérias isoladas e em culturas mistas, também foram feitos grupos controles
positivo e negativo. E conforme as Figuras 15, 16 e 17, foi observado o aumento
significativo da CIM nos grupos tratados com SDS, tais como KP IFD+SDS e KP
IFD (p = 0,01576) e KP IFD+SDS, KP CONTROLE (p = 0,01201), EC IFD+SDS
e EC IFD (p =0,03029).

Tendo em vista os resultados adquiridos, podemos afirmar que o uso do
SDS interfere na acdo fotodindmica acarretando num efeito contrario ao
esperado (CIM>2), enquanto a inativacdo fotodindmica sem o uso do SDS
resulta num efeito de susceptibilidade das bactérias tratadas, sejam elas
isoladas ou em culturas mistas (CIM<2). Isso nao significa necessariamente que
0 SDS acarrete bactérias resistentes pois € mais provavel que o surfactante
esteja atrapalhando a acdo do antibiético, por exemplo através da formacéo de
uma estrutura supramolecular ou interagindo com o FS ou, ainda, circundando a

bactéria impedindo a acdo do antibiético ou mesmo a agéo fotodinamica.
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Figura 15. Concentracdo inibitéria minima de gentamicina (ug/mL) de K. pneumoniae dos
grupos CONTROLE, controles escuros: FS (curcumina 50 uM), FS+SDS (curcumina 50 pM +
0,1% SDS) e de tratamento com dose de 30 J/cm?IFD e IFD + 0,1% SDS. Elaborado pela autora.
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Figura 16. Concentracdo inibitéria minima de gentamicina (ug/mL) de E. coli dos grupos
CONTROLE, controles escuros: FS (curcumina 50 pM), FS+SDS (curcumina 50 uM + 0,1% SDS)
e de tratamento com dose de 30 J/cm?IFD e IFD + 0,1% SDS. Elaborado pela autora.
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Figura 17. Concentracao inibitéria minima de gentamicina (ug/mL) de Culturas mistas dos
grupos CONTROLE, controles escuros: FS (curcumina 50 puM), FS+SDS (curcumina 50 uM +
0,1% SDS) e de tratamento com dose de 30 J/cm?IFD e IFD + 0,1% SDS. Elaborado pela autora.

E fato que as bactérias respondem de formas diferentes aos antibioticos,
por exemplo, as Gram-negativas possuem em sua parede celular porinas,
proteinas que bloqueiam a entrada de moléculas no meio intracelular tornando
o antibidtico ineficaz em sua acdo, essa caracteristica de Gram-negativas as
torna mais dificeis de serem tratadas do que Gram-positivas (TORTORA et al,
2012). Outro exemplo sédo as bactérias capazes de substituir o alvo no qual o
antibiotico teria efeito, codificando uma nova estrutura resistente que nao deixa
o antibiodtico ter efeito (MOREIRA et al, 2013). Diversas bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas possuem resisténcia as penicilinas e as cefalosporinas de 32
geracdo, por exemplo as do género Klebsiella e da espécie E. coli, sao
microrganismos resistentes a antibioticos que adquiriram a resisténcia sendo
capazes de hidrolisar as cefalosporinas de 32 geracdo e monobactamicos
(LOREIRO et al, 2016; HAWKEY, 2008). Portanto, ao comparar o resultado de
inativacdo das diferentes linhagens deste estudo, temos que, apesar das
bactérias responderem de formas diferentes aos antibidticos, no tratamento de
IFD as diferencas ndo sao téo significativas entre as diferentes linhagens, de

modo que a IFD se torna um tratamento mais abrangente.



Capitulo 4

5 Conclusdes

As bactérias Gram-negativas avaliadas neste estudo se mostram mais
dificeis de serem afetadas pela acdo fotodindmica, mas foram severamente
atingidas por todos os componentes da IFD (FS, luz, SDS) quando testadas,
tanto de forma isoladas quanto em cultura mista. A técnica de medir a taxa de
conjugacdo combinada com a técnica de IFD possuiu limitacbes e,
conseguentemente, resultados inconclusivos que ndo permitiram analisar de tal
maneira a interferéncia da IFD na conjugacdo bacteriana. Mesmo assim,
percebe-se que a IFD afeta o comportamento caracteristico das Gram-negativas
e que tem potencial para inibir ou atenuar a transferéncia da resisténcia nesta
classe de bactérias. Através da determinacao da CIM foi possivel observar que
a IFD diminui a CIM e que ha o aumento da resisténcia quando o surfactante &
acrescentado no tratamento de IFD. Dessa forma, a presenca de moléculas
externas, como o surfactante SDS, modifica a dindmica dos microrganismos em
relacdo aos antibidticos e produziu outros efeitos que prejudicaram a acao da
IFD.

Portanto, sédo necessarios mais estudos para testar outras condi¢des de IFD para
essas Gram-negativas, como o fotossensibilizador e sua concentragéo ou doses
de luz diferentes, a fim de entéo verificar se ha alteracdo com outras moléculas

externas, como por exemplo surfactantes e, verificar de que forma isso ocorre.
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