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EFEITOS DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA COM
PHOTODITHAZINE® SOBRE Staphylococcus aureus RESISTENTE A
METICILINA (MRSA): ESTUDOS EM BIOFILMES E MODELO EXPERIMENTAL DE
Galleria mellonella.

RESUMO

Infec¢des por Staphylococcus aureus sdo consideradas um grave problema de saude,
gerando altos indices de mortalidade. O tratamento convencional para essas
infeccbes é feito por meio da administracdo de antibidticos, porém o uso
indiscriminado destes farmacos pode selecionar microrganismos resistentes. Por este
motivo, € necessario o desenvolvimento de alternativas para a antibioticoterapia,
como a Terapia Fotodinamica antimicrobiana (TFDa) que se baseia em um método
terapéutico que emprega um fotossensibilizador (FS) e uma fonte de luz com
comprimento de onda adequado ao FS, capazes de interagir com o oxigénio molecular
formando espécies reativas de oxigénio, responsaveis pela inativagdo celular. O
trabalho teve como objetivo analisar, in vitro e in vivo, a agdo da TFDa com
Photodithazine® (PDZ) em cepa de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA). Para o método in vitro, o biofilme de S. aureus foi incubado com PDZ nas
concentracdes de 50 e 75 pg.mLtdurante 15 minutos e a irradiagéo foi realizada com
as fluéncias de 25, 50 e 100 J/cm2. Foram avaliadas a internalizacdo do FS, a
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL), a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ERO), o metabolismo bacteriano, a aderéncia e a estrutura do
biofilme por microscopia eletrénica de varredura, antes e ap0s aplicacao da terapia.
No método in vivo, inicialmente a cepa foi inoculada em modelos de Galleria mellonella
e apoés a aplicacdo da TFDa foi analisada curva de sobrevivéncia, escala de saude,
analise hemacitaria e UFC/mL de S. aureus na hemolinfa. Nos resultados in vitro, foi
observada a reducédo bacteriana nas diferentes concentracdes de PDZ, destacando
os parametros de 75 pg.mL* de PDZ e 100 J/cm2. J& nos resultados in vivo, a TFDa
aumentou a sobrevida e estimulou o sistema imune das larvas de G. mellonella
infectadas por S. aureus. A TFDa em ambos os métodos foi eficaz, demonstrando o
potencial da terapia como uma alternativa no tratamento de infec¢des bacterianas por
MRSA.

Palavras-chave: terapia fotodindmica; bactérias gram-positivas; staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA); clorina; modelo invertebrado.



EFFECTS OF ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY  WITH
PHOTODITHAZINE® ON METHICILLIN-RESISTANT Staphylococcus aureus
(MRSA): STUDIES IN BIOFILMS AND EXPERIMENTAL MODEL OF Galleria
mellonella.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus infections are considered a serious health problem, generating
high mortality rates. Conventional treatment for these infections is done through the
administration of antibiotics, but the indiscriminate use of these drugs can select
resistant microorganisms. For this reason, it is necessary to develop alternatives for
antibiotic therapy, such as Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT), which is
based on a therapeutic method that employs a photosensitizer (PS) and a source of
light with adequate wavelength to PS, capable of interact with molecular oxygen
forming reactive oxygen species, responsible for cell inactivation. The objective of this
study was to analyze, in vitro and in vivo, the action of aPDT with Photodithazine®
(PDZ) on a strain of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). For the in
vitro method, the S. aureus biofilm was incubated with PDZ at concentrations of 50
and 75 pug.mL? for 15 minutes and irradiation was performed with fluences of 25, 50
and 100 J/cm?2. PS internalization, colony forming unit count (CFU/mL), formation of
reactive oxygen species (ROS), bacterial metabolism, adherence and biofilm structure
were evaluated by scanning electron microscopy, before and after application of
therapy. In the in vivo method, initially the strain was inoculated in Galleria mellonella
models and after the application of the aPDT survival curve, health scale, hemocytic
analysis and CFU/mL of S. aureus in the hemolymph were analyzed. In the in vitro
results, bacterial reduction was observed at different concentrations of PDZ,
highlighting the parameters of 75 pg.mL! of PDZ and 100 J/cm2. In the in vivo results,
aPDT increased survival and stimulated the immune system of G. mellonella larvae
infected by S. aureus. aPDT in both methods was effective, demonstrating the potential
of the therapy as an alternative in the treatment of bacterial infections caused by
MRSA.

Key words: photodynamic therapy; gram-positive bacteria; methicillin-resistant
staphylococcus aureus (MRSA); Chlorine; invertebrate model.
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1 INTRODUCAO

O surgimento da resisténcia bacteriana e a dificuldade de elimind-la com o
tratamento convencional com antibiéticos € considerado um problema de saude
publica mundial. Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) a resisténcia
bacteriana € umas das 10 ameacas a saude publica global que a humanidade enfrenta
atualmente (ELHAWY et al., 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

A OMS divulgou em 2017 uma lista com as 12 bactérias de maior risco a saude
humana. Pelo seu alto poder de resisténcia, as bactérias foram divididas em trés fases
de prioridade, na qual entre as bactérias relatadas como alta prioridade estao:
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Staphylococcus aureus resistente a
vancomicina (MRSA e VRSA) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

S. aureus € uma das bactérias que causam maior preocupacdo em ambito
hospitalar por estarem relacionadas a altos indices de mortalidade, principalmente em
pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI) (GAO et al., 2019). Esta espécie
possui diversos fatores de viruléncia e alta capacidade em desenvolver resisténcia a
antibidticos. A formacao do biofilme € um dos fatores de viruléncia mais dificil de
combater, visto que, o biofilme se trata de uma estrutura composta por camadas de
bactérias unidas a matriz extracelular, resultando em uma estrutura rigida que dificulta
a penetracdo do antibidtico. Desta forma, a capacidade de adesdo e rapida
disseminacao, contribuem para a colonizacdo de biofiime em cateteres e sondas,
agravando a saude de pacientes hospitalizados (HAMDAN-PARTIDA et al., 2018;
MALIK, 2020).

Em 2019, a OMS reforcou o alerta sobre a dificuldade e escassez no
desenvolvimento de novos antibiéticos para os patdgenos de alta prioridade, o que
inclui MRSA. Atualmente apenas sete antibidticos estdo em fase pré-clinica para o
tratamento de infeccdes por MRSA, porém sem previsao de aplicabilidade, reforcando
a importancia de alternativas a antibioticoterapia. Uma das alternativas que vem se
mostrando promissora é a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020).

A TFDa se baseia em um método que emprega um fotossensibilizador (FS) que
apos internalizado na célula é excitado a partir de uma fonte de luz com comprimento
de onda adequado ao FS, tornando-se capaz de interagir com o oxigénio molecular

formando espécies reativas de oxigénio (ERO), responséaveis pela inativagdo celular
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(DHARMARATNE et al., 2020; JIA et al., 2019; MACHADO et al., 2000). As ERO séo
capazes de causar morte celular bacteriana ao invés de apenas inibir seu crescimento,
acdo que ocorre com alguns tipos de antibidticos. Deste modo, as chances dos
microrganismos desenvolverem tolerancia ou resisténcia a TFDa sdo consideradas
minimas (KASHEF; HAMBLIN, 2017).

O FS Photodithazine® (PDZ) é uma clorina e6 de origem Russa, obtida a partir
da cianobactéria Spirulina platensis. Ha relatos da agcédo antibacteriana e antifingica
deste composto associada a luz, porém ainda sdo necessarios estudos que
demonstrem o potencial do PDZ como um possivel FS na aplicacdo da TFDa para
inativacdo de microrganismos (ALVES et al., 2018a, 2018b; GARCIA et al., 2018;
QUISHIDA et al., 2015a).

Portanto, frente as atuais dificuldades ao combate de infec¢des bacterianas por
MRSA, tornam-se necessérios estudos que avaliem a aplicacdo da TFDa com PDZ
em métodos in vitro e in vivo como alternativa de tratamento a antibioticoterapia. Os
modelos invertebrados para pesquisa in vivo, como 0s insetos, estdo cada vez mais
sendo utilizados pela facilidade de manipulacdo e por apresentarem sistema imune
inato, que € o caso da espécie Galleria mellonella, permitindo assim, compreender
tanto o efeito da bactéria no organismo, quanto o efeito do tratamento aplicado, no
caso deste estudo, a acdo da TFDa com PDZ em cepas MRSA (CHAMPION;
TITBALL; BATES, 2018; JUNQUEIRA, 2012; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

Desta forma, este estudo visa encontrar solucdes para o combate de infecoes
por MRSA, contribuindo assim para a diminui¢éo, controle da resisténcia bacteriana e

reducdo ou inativacdo de biofilme de S. aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é analisar, in vitro e in vivo, o efeito da TFDa com PDZ

em diferentes concentracdes e diferentes doses de luz para inativacao da cepa MRSA.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Objetivos in vitro
Avaliar os biofilmes quanto a(o):
- Internalizagéo do PDZ
- Citotoxicidade do PDZ na auséncia de luz sobre biofilme de MRSA.
- Efeito da TFDa empregando o fotossensibilizador PDZ em diferentes

concentracgoOes;

Acédo da TFDa em diferentes fluéncias de luz;

Crescimento bacteriano apés a TFDa;

Capacidade de producao de ERO;

Metabolizacdo bacteriana com resazurin apos a TFDa;

Biomassa por cristal violeta do biofilme apo6s a TFDa;

Estrutura por Microscopia Eletrénica de Varredura apés a TFDa
2.2.2 Objetivos in vivo
Avaliar os testes com modelo de Galleria mellonella quanto a(o):
- Uso de G. mellonella como modelo de pesquisa in vivo para TFDa;
- Efeito da TFDa empregando o fotossensibilizador PDZ em diferentes
concentragoes;
- Reacéao das larvas frente a aplicacdo da TFDa com diferentes fluéncias de

luz;

Capacidade de sobrevivéncia de G. mellonella apés a TFDa;

Escala de saude das larvas apés a aplicacédo da TFDa;

Resposta do sistema imune apés a TFDa;

Crescimento bacteriano apés a TFDa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Infecgdes Bacterianas

Grande parte das infec¢des bacterianas iniciam quando uma bactéria presente
na microbiota natural causa uma infec¢cédo oportunista em razdo da imunodepressao
do hospedeiro. Caso o0 hospedeiro esteja em condi¢bes ideais de imunidade e
homeostase, mesmo com a bactéria patogénica, a infeccdo pode permanecer de
forma latente ou subclinica ndo manifestando a doenga (CARVALHO, 2010;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O corpo humano apresenta varias barreiras fisicas na pele e mucosas, com o
intuito de evitar infeccbes bacterianas. Porém, bactérias patogénicas possuem
diversos fatores de viruléncia que contribuem para a aderéncia, agressao e invasao
do hospedeiro. A partir da invasdo, as bactérias podem proliferar-se, causando
reacOes inflamatodrias especificas, liberando mediadores de resposta inflamatoria
como, por exemplo, Interleucinal (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral (TNF). Deste
modo, o sistema imunoldgico (Sl) é ativado enviando as células polimorfonucleares e
macrofagos para eliminar a bactéria. Caso o Sl ndo cause a lise e nem a eliminagéo
da bactéria, a infeccdo pode se alastrar para diversas areas e uma vez instalada, pode
invadir camadas profundas do tecido, alcancando a corrente sanguinea, causando um
guadro mais grave para o hospedeiro (GEO et al., 2011; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Entre os fatores de viruléncia presentes nas bactérias € possivel citar a
producdo de lipopolissacarideos, &cido lipoteicdico e toxinas que sdo responsaveis
pelos sintomas caracteristicos de infeccdo como dor, diarreia, febre, leucopenia,
hipoglicemia, hipotenséo, choque, podendo levar a sepse do individuo. A capacidade
de crescimento, nutricdo e multiplicacdo a partir das células do hospedeiro, e a
capacidade antifagocitica que impossibilita a fagocitose das bactérias pelas células de
defesa também podem ser citados como fatores de viruléncia que dificultam o
combate do SI (MARILIA et al., 2016; MEDEIROS, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

3.2 Resisténcia Bacteriana
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Atualmente o tratamento para infec¢cdes bacterianas € realizado pela
administracdo de antibidticos, farmacos que possuem acdo bactericida ou
bacteriostatica. Um marco na descoberta dos antibioticos foi realizado por Alexander
Fleming, em 1929, que descobriu a Penicilina, relatando atividade superior a outros
compostos quando relacionados ao controle da proliferacdo bacteriana. Deste modo,
iniciou-se a busca por novos antimicrobianos como Tirotricina e Griseofulvina em
1939, Estreptomicina em 1944, Bacitracina em 1945, Meticilina em 1960, entre outros,
originando a mais utilizada classe de antibidticos: os beta-lactamicos. Além desta, foi
descoberta a classe das Quinolonas, Glicopeptideos, Aminoglicosideos, Tetraciclinas,
Sulfonamidas, entre outras (BLOISE et al., 2017; SERRA, 2014).

Os antibidticos possuem diversos mecanismos de acado como: inibir sintese
proteica, se ligar a enzimas bacterianas inibindo a acdo das mesmas, modificar a
estrutura da membrana plasmatica da bactéria fazendo com que esta perca
metabdlitos essenciais para a sobrevivéncia, interromper a formagdo completa do
peptideoglicano na parede celular causando lise bacteriana e atuar na funcéo do
ribossomo afetando a transcricdo do DNA (acido desoxirribonucleico) impedindo a
reproducao do microrganismo (SERRA, 2014; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A internalizacdo dos antibitticos é diferente em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas em razéo da diferenca na composicao da parede celular. As bactérias
Gram-positivas possuem parede celular mais simples e geralmente sdo tratadas com
antibidtico de baixo espectro como as Penicilinas e Eritromicinas. Ja as Gram-
negativas, possuem camada de lipopolissacarideos que dificultam a penetracdo de
antibidticos, e sao tratadas principalmente com a classe das Fluoroquinolonas
(MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2016; ROCHA et al., 2011; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012; WU et al., 2017).

Com o passar dos anos, observou-se que a efetividade dos antibiéticos em
cepas que antes eram suscetiveis, estava prejudicada, e que as bactérias
desenvolveram capacidade de resistir a acao do antibiotico. A resisténcia bacteriana
pode ser caracterizada como intrinseca (natural) ou adquirida. Quando, por exemplo,
utiliza-se um antibiético responsavel por inibir a sintese da parede celular (os beta-
lactamicos) em um microrganismo que nao possui parede celular, pode-se
caracterizar essa resisténcia como intrinseca, pois 0 mecanismo de acdo do
antibidtico nao foi capaz de efetuar a agao desejada para inativar o microrganismo. Ja

a resisténcia adquirida ocorre quando uma espécie bacteriana anteriormente sensivel
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ao farmaco adquire resisténcia ao mecanismo de acdo deste, sendo assim, a
resisténcia bacteriana adquirida se trata de uma resposta evolutiva. Essa resposta
pode ser entendida por mutacdo espontanea de DNA, na qual, as bactérias adquirem
genes que codificam proteinas permitindo a inibicho do mecanismo de acdo do
antibidtico, ou por transferéncia de genes, como transformacéo e conjugacgéo entre as
bactérias, tornando-as resistentes aos antibioticos (ANTONIO et al., 2009; MARILIA
et al., 2016).

A utilizacéo indiscriminada, generalizada e incorreta dos antibioticos em razao
da automedicacao ou prescricbes médicas inadequadas contribui para 0 aumento da
resisténcia bacteriana, gerando superbactérias. As superbactérias sé@o cepas
resistentes a varios antibioticos, que causam preocupacao de ambito mundial pelo alto
indice de letalidade e altos custos no tratamento (OLIVEIRA et al., 2017; CAIRES,
2017).

Para alertar a populacédo mundial o Grupo de Coordenacao Interagéncias sobre
resisténcia microbiana (IACG) apresentou um relatdrio, em 2019, intitulado “ Sem
tempo para esperar. Protegendo o futuro das infeccOes resistentes aos
medicamentos ”, documento destinado a Secretaria Geral das Nagdes Unidas e a
Organizacdo Mundial de Saude que relata os impactos atuais e a longo prazo da
resisténcia antimicrobiana, principalmente a bacteriana (BRYAN-WILSON, 2019).

O relatorio aponta que resisténcia antimicrobiana € uma crise global que
ameaca um século de progresso na saude e que niveis alarmantes de resisténcia
foram relatados em paises de todos os niveis de renda. Mas afirma que hé dificuldade
em combater igualmente a resisténcia em todos os paises, visto que além do uso
inadequado e indiscriminado dos medicamentos, a falta de acesso a agua potavel,
saneamento e higiene; a indisponibilidade e altos precos de antimicrobianos; as
deficiéncias no sistemas de saude, producdo de alimentos e racdes, seguranca
alimentar e gestado de residuos estdo aumentando o nimero de doencas infecciosas
em animais e humanos, contribuindo para o surgimento e disseminacao de patdégenos
resistentes aos medicamentos (BRYAN-WILSON, 2019).

O relatorio cita que as doencas causadas pela resisténcia medicamentosa séo
responsaveis por no minimo 700.000 mortes por ano no mundo, numero que segundo
0 Review on Antimicrobial Resistance publicado em 2014, deve aumentar para 10
milhdes de mortes por ano até o ano de 2050, levando ao custo para o sistema de

saude de mais de US$ 100 trilhGes, superando o numero de mortes causadas pelo


https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/final-report/en/
https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/final-report/en/
https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/final-report/en/
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cancer e outras doencas no mundo (figura 1) (BRYAN-WILSON, 2019; O'NEILL,
2016). Ainda, estima que 2,4 milhdes de pessoas podem morrer em paises
considerados de alta renda entre 2015 e 2050 se nenhuma agéo for tomada para
conter a resisténcia antimicrobiana, mas que 0s paises mais prejudicados seréao

aqueles com economia emergente, entre eles o Brasil (figura 2).

Figura 1 - Projecdo do aumento de mortes por resisténcia microbiana comparada as mortes
pelas demais doencas. AMR (Resisténcia microbiana)
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Figura 2- Projecdo da mortalidade mundial por microrganismos resistentes em 2050.
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Avaliando o cenério econémico, o World Bank Group, publicou em 2017 o
relatorio “Drug resistant infections -A Threat to Our Economic Future”, estimando os
Impactos da resisténcia bacteriana na economia mundial. No caso de baixos impactos,
as simulagfes relataram que em 2050, o produto interno bruto (PIB) global anual
provavelmente cairia 1,1 %, em relacdo a um cenario sem efeitos da resisténcia
microbiana, causando o déficit de US$ 1 trilhdo anualmente apds 2030. No caso de
alto impacto, o mundo perderéa 3,8 % de seu PIB anual até 2050, com um déficit anual
de US$ 3,4 trilhGes até 2030. Além de compararem a queda do PIB em paises com
renda alta, média e baixa, compararam também o prejuizo financeiro da resisténcia
bacteriana em relacao a crise financeira mundial de 2008-2009, demonstrando que o
alto impacto da resisténcia bacteriana até o ano de 2050 causara um déficit financeiro
maior que o da crise em questdo, e ainda afirmam que a resisténcia microbiana
poderia reduzir o PIB substancialmente, mas ao contrario da recente crise financeira,
os danos podem durar mais tempo e afetar mais os paises de baixa renda (figura 3)
(WORLD BANK, 2017).
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Figura 3- Impacto da resisténcia microbiana em paises de alta, média e baixa renda, comparado
com a crise financeira mundial de 2008-2009. AMR (antimicrobial resistence)
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Fonte: Adaptado de “Drug- resistant infections -A Threat to Our Economic Future” WORLD BANK,
(2016).

Todas essas projecdes nos alertam sobre o perigo da resisténcia microbiana e
a importancia de alternativas. E necessario ressaltar também que ja foi relatado a
resisténcia de uma cepa de Escherichia coli ao antibiético considerado como ultima
opcéao de tratamento para bactérias multiresistentes, a Colistina (Polimixina E). Visto
gue, na literatura € descrito um nimero limitado de antibiéticos e néo ha previsao para
a descoberta de novos, sdo necessarias novas alternativas para combater infec¢des
bacterianas. Uma alternativa que vem se mostrando promissora é a TFDa, que se
demonstra eficiente para a inativagdo de diversos microrganismos, incluindo as
bactérias (JIA et al., 2020; KAWCZYK-KRUPKA et al., 2018).

3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. possui 32 espécies, dentre elas, quinze podem ser
encontradas na microbiota normal humana, sendo S. aureus a espécie com mais
importancia clinica. S. aureus séo bactérias Gram-positivas em forma de cocos, néo
sdo esporulados, podendo ser aerdbio ou anaerdbio facultativo com diametro

aproximadamente de 0,5 a 1,5 mm. E o mais comum patégeno oportunista encontrado
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na microbiota natural da pele e do trato respiratorio, sendo a espécie mais virulenta
do seu género, apresentando altas taxas de morte. Em sua morfologia € comum
apresentarem o formato de “cachos de uva”, se desenvolvem a temperaturas de 10 a
45°C, sendo considerada a temperatura 6tima a 37°C (HORI, 2013; MALIK, 2020).

A superficie corporal dos mamiferos € considerada seu habitat natural, onde
pode apresentar-se em grandes quantidades, mas pode também ser encontrado na
natureza, na agua, ar ou poeira. Esta espécie é resistente ao congelamento, a luz
solar, a algumas substancias quimicas e possui alta capacidade de reproducéao,
causando uma grande variedade de doencas incluindo acne, furdnculos, pustulas,
impetigo, pneumonia, osteomielite, endocardites, meningite e estdo presentes na
maioria das feridas piogénicas, sendo também importante causa de infecgbes
hospitalares, podendo levar a sepse (MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2016;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

S. aureus contém um fator-chave de viruléncia responsavel pela producdo da
coagulase, que ocasiona acumulo de fibrina ao redor das células bacterianas,
dificultando o0 acesso das células de defesa as bactérias. Essa espécie € capaz de
formar o biofiime, que é uma forma mais virulenta, caracterizada pela adesdo e
sobreposicao bacteriana a superficies observada principalmente em infeccbes
hospitalares com formacao de biofilme em cateteres e sondas. Além disso, é capaz
de produzir algumas toxinas que contribuem para a gravidade das infec¢coes como as
enterotoxinas estafilococicas (SEs), toxinas esfoliativas (ETs), hemolisinas e a toxina
1 da Sindrome do Choque Toxico (TSST-1) (LIMA et al.,, 2015; MADIGAN;
MARTINKO; BENDER, 2016).

3.4 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Na década de 40 o antibiotico penicilina era utilizado para o combate de
infecgdes por S. aureus. O seu mecanismo de acdo, por pertencer aos antibioticos
beta-lactamicos, € interromper a sintese da parede celular, para isso, o antibidtico se
liga as proteinas PBPs (proteinas ligadoras de penicilina) que sdo responsaveis pela
sintese da parede celular, impedindo a formacdo e resultando em lise bacteriana
(MOREILLON, 2008; MUN et al., 2014).

Ja na década de 1950, a resisténcia de S. aureus pelo antibiético penicilina foi

predominante em cepas isoladas de pacientes hospitalizados. Essa resisténcia
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ocorreu pela produgdo das enzimas penicilinases (B-lactamases), que séao
responsaveis por hidrolisar anel beta-lactamico pela quebra da ligacdo amida,
perdendo assim, a capacidade de inibir a sintese da parede celular bacteriana. Ja
foram descritos mais de 200 tipos de B-lactamases que podem ser originadas por
mutacdes ou por transferéncia de plasmideos entre bactérias (RANTZ; KIRBY, 1994;
STEFANIAK et al., 2005).

Deste modo, em 1960 o antibidtico meticilina, também do grupo dos beta-
lactamicos, foi estabelecido como uma alternativa para cepas resistentes a penicilina,
visto que, o mecanismo de agdo deste antibidtico ndo é afetado pela acdo das
penicilinases. No entanto, em 1961, foi relatado a resisténcia de cepas de S. aureus
pela meticilina, denominadas MRSA, e a partir de 1980 essas cepas foram
responsaveis por endemias em muitos hospitais, causando preocupacao até os dias
atuais (MORGAN et al., 1999).

Optando pelo tratamento com outro antibiético foi utilizado a vancomicina, mas
também foi relatado por Rossi et al., em 2014, o surgimento de uma nova
superbactéria, VRSA, alertando a capacidade de resisténcia destas cepas e a
necessidade de novas alternativas ao tratamento desta bactéria (CAIRES, 2017;
HAMDAN-PARTIDA et al., 2018; ROSSI et al., 2014).

Em 2018, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou o
Boletim Seguranca do paciente e Qualidade de Servigcos de Saude n° 21, no qual
apresentou o monitoramento nacional de Infeccdo Priméaria de Corrente Sanguinea
em pacientes com Cateter Venoso Central (IPCS-CVC) internados na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) adulto, pediatrico e neonatal, relatando os principais
microrganismos causadores dessas infecgbes e os perfis de resisténcia microbiana.
Entre eles € destacado S. aureus com porcentagem de fendtipo de resisténcia ao
antibiotico meticilina de 52,3% dos casos da UTI adulto; 41,5% pediatrica e 37,4% da
neonatal. Outra bactéria que se destacou foi Staphyloccoccus coagulase negativa que
apresentou fendtipo de resisténcia a meticilina e vancomicina acima de 70% dos casos
nas UTls avaliadas, demonstrando a capacidade de resisténcia das bactérias do
género Staphylococcus a um dos principais antibidticos destinados ao combate
dessas infeccbes (BRASIL, 2018).

Apesar do conhecimento sobre a gravidade desta resisténcia, as cepas MRSA
continuam fazendo diversas vitimas ao longo dos anos. Um relatério de ameacas de

resisténcia bacteriana realizado pelo Center for Diseases Control and Prevention
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(CDC), nos Estados Unidos da América (EUA), mostraram que no ano de 2019, o
indice de cepas MRSA ultrapassou 41% entre os pacientes adultos e 28% pediatrico,
obtendo cerca de 323.700 casos que resultaram em aproximadamente 10.600 mortes
no pais, acarretando um gasto de 1,7 bilhdes de ddlares. No Brasil este cenario nao
é diferente, na verdade encontra-se um pouco pior, visto que se trata de um pais
emergente, com situacdes precarias de higiene e saude em determinadas regides.
Segundo a ANVISA os indices de infeccao por cepas MRSA séo bastante elevados
podendo alcancar até 80% dos pacientes, principalmente em UTIs, em todo o pais
(BRASIL, 2017; US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES; CDC.,
2019).

Desta forma, torna-se cada vez mais preocupante o aumento da resisténcia
bacteriana, destacando a capacidade de resisténcia de S. aureus e a importancia o
desenvolvimento de tratamentos antibacterianos alternativos. Uma das alternativas

gue vem se mostrando promissora € a TFDa.

3.5 Terapia fotodinamica (histérico, mecanismo de acao)

3.5.1 Breve Historico

Os primeiros relatos da luz aplicada como agente terapéutico, foi observado na
Grécia antiga, China, india e Egito a mais de 3000 anos, onde a fototerapia era
aplicada com a luz solar para o tratamento de doencas como vitiligo, raquitismo,
psoriase e cancer de pele. Em 1903, o médico dinamarqués Niels Finsen ganhou o
prémio Nobel ao usar a fototerapia, com luz ultravioleta, para tratar Lupus vulgar,
demonstrando o potencial do uso da luz para a medicina (DANIELL, 1991; RAAB,
1997).

Ja em 1900, o estudante de medicina Oscar Raab, orientado por Hermann Von
Tappeiner, observou que a interacao da luz solar com determinados corantes sobre o
protozoario Paramécio induzia a morte celular, enquanto apenas a aplicacdo do
corante ou somente a exposi¢cdo a luz solar ndo atingia a inativagao celular, assim,
descrevendo a acao fotodinamica (DANIELL, 1991; MACHADO, 2000; RONQUI,
2015).

A partir destas descobertas, a TFD vem sendo estudada para a inativacao de

diversas células, demonstrando o potencial para tratamento, ndo apenas de doencas
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oncolégicas, mas como as nao-oncoldgicas, gerando a inativacdo de fungos,
protozoarios, bactérias e virus, incluindo o COVID-19 (SARS-CoV-2) (AFRASIABI et
al., 2020; PEREIRA et al., 2018a; SOUZA et al., 2021; VITORIO et al., 2021). O estudo
da aplicacdo da TFD em infeccdes bacterianas, teve uma queda com a descoberta da
penicilina e dos outros antibioticos subsequentes, mas com o aumento da resisténcia
bacteriana, TFDa surge como uma alternativa promissora a antibioticoterapia
(BOLUKI et al., 2017; GIANNELLI et al., 2017; HORI, 2013; KASIMOVA et al., 2014;
MACHADO, 2000; TURUBANOVA et al., 2019).

3.5.2 Mecanismo de acao

A TFD visa um tratamento menos invasivo em relacdo a antibioticoterapia, de
baixo custo e eficaz, que associa um fotossensibilizador, uma fonte de luz e oxigénio
molecular, gerando danos oxidativos e desencadeando a morte celular (DAI; HUANG;
HAMBLIN, 2009; PATZI; VILLALOBOS, 2014).

A aplicacdo da TFD se baseia no emprego do FS, que apo6s internalizado na
célula a ser inativada, é excitado na presenca da luz visivel em um comprimento de
onda adequado, o qual deve corresponder a banda de absor¢céo do FS na regido do
espectro da luz visivel (400 a 700 nm). Apos a excitagdo, a molécula do FS alcanca
um estado energético chamado singleto excitado, ao atingir este estado, pode-se
voltar ao seu estado fundamental, emitindo fluorescéncia ou calor, ou pode alcancar
o estado tripleto excitado por meio da inversdo do seu spin através do processo de
cruzamento intersistema (figura 4) (QUISHIDA et al., 2015b; SOARES, 2019).

O estado tripleto excitado, € considerado mais energético, e ao interagir com
moléculas de oxigénio molecular, torna-as reativas levando a producao de ERO. Esta
ETAPA ocorre por meio de dois processos oxidativos principais: reacdes Tipo | —
formacdo de radicais livres e Tipo Il — formacdo de oxigénio singleto, ambos séo
citotoxicos para células microbianas ou células hospedeiras (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016; HUANG et al., 2011; QUISHIDA et al., 2015a).

Na reacéo tipo | ocorre a producéo de ions de hidrogénio que ao interagir com
0 oxigénio molecular formam os radicais livres, resultando nas espécies reativas de
oxigénio como, por exemplo, ions hidroxila. Ja nas rea¢des do tipo Il o FS no estado
tripleto ao transferir energia para o oxigénio molecular, produz o oxigénio singleto.

Ambas as reacdes ocorrem de forma simultdnea, apesar disso, € observado



27

predominancia de reacdes de tipo Il visto que a transferéncia de energia para
producdo do oxigénio singleto ocorre mais rapido do que a transferéncia de elétrons
para a producédo dos radicais livres, sendo o oxigénio singleto o principal produto da
TFD (GSPONER et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2015).

A quantidade da formacdo das ERO, seja por radicais livres ou oxigénio
singleto, € dependente da concentracdo do FS, da concentracdo de oxigénio e da
fluéncia de luz utilizada. Por este motivo, variagdes dos para@metros sdo necessarios
para adequar valores para cada tipo de tratamento, visto que, a producéo de ERO tem
a capacidade de reagir com diversas biomoléculas induzindo a inativagédo imediata do
microrganismo ou das células alvo por meio de danos oxidativos (GERALDE et al.,
2017; KASHEF; HAMBLIN, 2017; SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013).

A aplicacdo clinica da TFD tem enfoque principalmente no tratamento de
canceres e de infec¢cdes microbianas, podendo ser aplicadas em diversas areas do
corpo humano e animal como, por exemplo, pele, cabeca, pescoco e esbfago, tendo
ampla aplicacdo na area odontoldgica (ALLISON et al., 2006; ALLISON; MOTA;
SIBATA, 2004; CARMELLO, 2011; GARCIA et al., 2018; WANG et al., 2017).

Figura 4- Principios da Inativacdo Fotodinamica, Diagrama de Jablonski

Espécie Reativas de Oxigénio

fons de Hidrogénio
Reagdo Tipo |

Estado singleto excitado
Estado Tripleto excitado

Energia
Reagdo Tipo Il

Absorgéo de energia

Fluorescéncia
Fosforescéncia

Estado Fundamental

Oxigénio Singleto

Fonte: Adaptado de Kashef e Hamblin, (2017)

O efeito citotdéxico da TFD é realizado por meio de estresse oxidativo que pode
ter diversas macromoléculas como alvos celulares, dificultando a aquisicdo de
resisténcia especifica pelas células-alvo. Além disso, a terapia € considerada nao
invasiva, pois pode ser aplicada topicamente em casos de lesdes causadas por

microrganismos. Portanto, as vantagens da TFDa incluem eficacia da acao bactericida
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ou bacteriostatica, independentemente da resisténcia aos antibiéticos, causando
guantidade minima de efeitos colaterais, facil aplicacdo, baixo custo e necessidade de
apenas FS, uma fonte de luz e oxigénio molecular para a execu¢cdo (AMARAL,
LINARES; PERUSSI, 2020; PAOLILLO et al., 2021).

3.6 Fotossensibilizadores

Os FS séo substancias fotoquimicas capazes de absorver fotons e transferir
elétrons e energia para o oxigénio molecular, resultando na formacgéo de espécies
reativas de oxigénio que provocam danos aos componentes celulares como lipidios,
proteinas e acidos nucleicos (MACHADO, 2000; PRATES et al., 2010).

A escolha do FS é imprescindivel, visto que, para garantir a eficacia da TFD
este deve possuir baixa citotoxicidade na auséncia da luz, ja que alguns FS
apresentam um alto indice de toxicidade as células, influenciando seu uso em
pequenas concentracdes para a aplicacao da terapia (GERALDE et al., 2017; TIM,
2015). Além disso, existem outros fatores que influenciam a eficiéncia do FS, tais
como: pureza quimica; hidrossolubilidade; capacidade de permanecer estavel em
solucdo aquosa a fim de permitir circulacdo e acumulo seletivo nas células; baixa
agregacado em solucdes aquosa, adequada internalizacdo ao tecido ou célula alvo,
meia vida curta; rapida eliminacdo do corpo e ter alto rendimento quéantico nos estados
singleto e/ou tripleto para produzir grande quantidade de produtos citotoxicos
induzindo a inativacgao celular (BOLUKI et al., 2017; ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

Estudos sobre o efeito da TFD séo realizados tanto em células procariontes
guanto em células eucariontes, porém nota-se mais rapidez na resposta ao tratamento
nas células procariontes. Em razédo da maioria dos FS serem compostos de cargas
positivas, e das bactérias possuirem maior quantidade de cargas negativas, acabam
sendo mais suscetiveis a interacdo do FS pela atracdo de cargas opostas,
aumentando a velocidade de resposta (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; KUMAR et
al., 2014; PARASURAMAN et al., 2019).

Os fotossensibilizadores séo classificados por geragbes, os FS de primeira
geracdo sao caracterizados pelas porfirinas que diferem entre si em relacdo ao
namero de unidades monoméricas, diméricas e oligoméricas de hematoporfirina que
as compdem e que apresentam bandas de absorcao de 400-650 nm da regido visivel.

O primeiro FS autorizado para tratamentos clinicos foi o Photofrin®, em 1993, que
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demonstrou bons resultados para o tratamento em células cancerigenas, porém
durante o processo foi relatado elevada permanéncia no tecido alvo, por até 6
semanas, deixando o paciente sensivel a luz, tornando-se necessaria a procura por
novos fotossensibilizadores (MORITZ et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

As clorinas sao consideradas fotossensibilizadores de segunda geracéo e sao
formadas a partir da reducdo de um anel pirrol de uma porfirina. Sua atividade
antimicrobiana é relatada no comprimento de onda entre 640-700 nm do espectro
eletromagnético. As clorinas e6 sé@o formas derivadas da clorofila-a e possuem alto
rendimento de espécies reativas de oxigénio, baixa toxicidade no escuro, permitem
tratamentos de lesdes mais profundas devido a maior penetracao da luz e apresentam
curto periodo de fotossensibilidade, sendo excretadas até dois dias apos o tratamento.
Algumas clorinas ja foram aprovadas para uso clinico como Temoporfin®, clorina e6
N-Aspartil (NPe6) e Visudyne®, O Photodithazine® (PDZ) ja € utilizado clinicamente
para o tratamento do cancer, mas no Brasil ainda séo feitas pesquisas que comprovem
sua eficacia na inativagdo bacteriana (ALVES et al., 2020; GARCIA et al., 2018;
RESHETNICKOQV et al., 2000; SOUZA et al., 2021; VITORIO et al., 2021).

Obtido a partir da cianobactéria Spirulina platensis, o PDZ, € uma clorina €6
russa, modificada pela adicdo de N-metil-D-glicosamina 0,5%, que se trata de um
composto capaz de solubilizar e estabilizar a clorina €6, tornando-a hidrossolavel
(figura 5). Algumas vantagens da aplicacdo do PDZ é a baixa agregacdo em solucdes
aquosas, auséncia de citotoxicidade no escuro em altas concentracoes,
hidrossolubilidade, rapida eliminacéo do organismo relatada em 94% em 24h e 100%
em pouco mais de 48h, capacidade de penetrar através de membranas biologicas,
estabilidade a longos armazenamentos e, principalmente, alta geracdo de ERO
(CORREA et al., 2012; MORITZ et al., 2017; SOUZA et al., 2021).
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Figura 5- Estrutura quimica do PDZ.
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Fonte: Adaptado de Corréa (2006).

Um teste clinico, realizado por Stranadko, em 2000, na Russia, aplicou a TFD
com PDZ em 44 pacientes com tumores malignos, obtendo 6timos resultados com
remocao total do tumor em aproximadamente 54% e parcial em 46% dos casos
(RESHETNICKOV et al., 2000). Outro estudo realizado por Vitério, em 2021, aplicou
a TFD com PDZ (200 a 3,1 ug.mL™?) em células de gliosarcoma, e observou 99% de
reducdo na viabilidade celular e que a geracédo de ERO pelo PDZ foi suficiente para
desencadear morte celular, afirmando a eficacia do PDZ para tratamento de células
cancerigenas (VITORIO et al., 2021).

Baseado em estudos prévios sabe-se que a TFDa em cepas plancténicas de
MRSA é eficaz com PDZ nas concentracdes de 50 e 75 ug.mL? e irradiacdo 100
J/icm?, alcancando completa inativacdo bacteriana (SOUZA et al., 2021). Ha relatos
também da acdo antimicrobiana em outras cepas e antifingica deste composto,
porém ainda s&o necessarios novos estudos que demonstrem o PDZ como um
possivel FS na aplicacdo da TFD para inativagdo de microrganismos em diversas
formas de viruléncia como o biofilme (ALVES etal., 2018a, 2018b; BUZZA et al., 2014;
CARMELLO, 2011; PINTO, 2013).
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3.7 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

A TFDa engloba a inativagdo de microrganismos causadores de infecgoes,
sendo os principais, bactérias e fungos. Com o aumento da resisténcia aos
tratamentos atuais a TFDa surge como uma alternativa que vem se mostrando
promissora por ser eficaz e de baixo custo (AMARAL; LINARES; PERUSSI, 2020;
DHARMARATNE et al., 2020; PAOLILLO et al., 2021)

A TFDa em superbactérias, que sao bactérias resistentes a diversos tipos de
antibidticos, esta sendo testada em diversas espécies, com diferentes cepas
resistentes, a fim de estipular um protocolo adequado para cada tratamento. O
desenvolvimento do protocolo para aplicacao clinica envolve a adequacao de diversos
parametros como, por exemplo: parametros de irradiacdo (fonte de luz, comprimento
de onda, fluéncia de luz, densidade de poténcia); caracteristicas do FS (concentracéo,
tempo para internalizacdo na célula e capacidade de geracdo de ERO); nimero e
intervalos das aplicagdes; tipo de microrganismo a ser inativado; entre outros. Por este
motivo, ndo é facil estabelecer um protocolo clinico paraa TFDa (AMARAL; LINARES;
PERUSSI, 2020; STAJER et al., 2020).

A TFDa demonstra ser mais eficaz em bactérias Gram-positivas em
comparacdo com as Gram-negativas por conta das diferencas nas estruturas das
paredes celulares. A membrana das Gram-positivas é porosa contendo camadas de
peptidoglicanos que permitem a passagem do fotossensibilizador. J& a parede celular
das Gram-negativas é formado por uma membrana interna e uma membrana externa
composta por lipoproteinas, polissacarideos e fosfolipidios, ainda entre elas no
periplasma h& uma fina camada de peptidoglicano. Portanto, nas Gram-negativas esta
barreira de permeabilidade restringe a penetracdo do FS, sendo necessaria em alguns
casos, utilizacdo conjunta a antibioticos (DAI; HUANG; HAMBLIN, 2009; PATZI;
VILLALOBOS, 2014; PENHA et al., 2017).

Um estudo realizado por Geralde, em 2013, aplicou a TFDa nas espécies S.
aureus e Pseudomonas aeruginosa com curcumina na concentracao de 0,10; 0,25;
0,50 e 1 uM e irradiagdo com comprimento de onda 460 nm, e a fluéncia de 30 J/cm?,
alcancando reducdo bacteriana apenas para S. aureus (GERALDE, 2013). Entretanto,
outro estudo realizado por Sueoka, em 2018, aplicou a TFDa em cepas de P.
aeruginosa com clorina TONS 504 (10 pg.mL™?), irradiacdo a 30 J/cm? (660 nm) e

observou reducado bacteriana significativa apds a aplicacdo de terapia (SUEOKA et
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al., 2018). Desta forma, é possivel determinar que a variagdo dos parametros,
principalmente do FS utilizado, influencia no sucesso da terapia.

Estudos sugerem que com a aplicagdo da TFDa e a geracdo de ERO,
principalmente, o oxigénio singleto, &€ possivel causar danos irreversiveis as células
bacterianas, gerando estresse oxidativo, oxidando componentes presentes no
citoplasma de bactérias e fungos, como lipideos, enzimas, proteinas e acidos
nucleicos, levando a inativacdo celular completa (KASHEF;, HAMBLIN, 2017;
MESQUITA et al., 2013).

Um estudo realizado por Silva, em 2021, aplicou a TFDa em amostras
multiespécies de pacientes ortodénticos com necrose pulpar e lesdes periapicais, e
guantificou a presenca, pos TFDa, dos fatores de viruléncia bacterianos:
Lipopolissacarideo (LPS) e Acido Lipoteicoico (LTA) e das citocinas pré-inflamatérias
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina — 1 (IL-1). Como resultado,
observou que a terapia reduziu significativamente os fatores de viruléncia e as
citocinas inflamatorias, demonstrando o potencial da terapia de reduzir, tanto a
viruléncia bacteriana, quanto a inflamacgéo (SILVA, 2021).

Winkler et al., em 2017, induziram infec¢cdes de cepas MRSA em cOrneas em
camundongos e como tratamento aplicaram TFDa com uma clorina e6 nas
concentragdes de 128 uM a 512 uM, e irradiagéo de 18,6 J/cm? com comprimento de
onda de 670 nm. Apés a TFD, como resultado, foi apresentada reducdo de
aproximadamente 5 logio em todos os isolados (WINKLER et al., 2017). Outro estudo
realizado por Garcia et. al, em 2018, aplicou a TFDa em culturas planctonicas e
biofilme de amostras clinicas de Streptococcus mutans comparando o efeito de duas
clorinas e6, o Fotoenticine® (FTC) e o PDZ com o FS azul de metileno (AM). Para as
culturas planctonicas, o FTC e PDZ foram usados na concentracdo de 0,3 mg.mL* e
0 AM na concentracédo de 1 mg.mL™, para os biofilmes, FTC e PDZ a 0,6 mg.mL* e
AM 1 mg.mL1, todos foram irradiados a 15 J/cm? (660 nm). Nos resultados, o PDZ e
AM obtiveram reducéo bacteriana, porém o FTC conseguiu atingir 100% de inativacédo
nas células plancténicas. Ja a aplicacdo sobre o biofilme clinico, obteve reducéo
bacteriana de 4 log para o AM, 6 log para o PDZ e de 5 a 8 log para o FTC,
demonstrando que FS derivados da clorina demonstraram maior atividade
antimicrobiana na TFDa contra S. mutans (GARCIA et al., 2018)

Deste modo, em razdo do aumento progressivo das superbactérias, sao

necessarios estudos que abordam métodos alternativos a antibioticoterapia. A TFDa
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€ uma alternativa promissora que estd se demonstrando eficaz em diversas espécies
independente da resisténcia bacteriana, além disso, possui minimos efeitos colaterais
e apresenta baixo custo por necessitar apenas de uma fonte de luz e o

fotossensibilizador para aplicacao.

3.8 Galleria mellonella COMO MODELO DE PESQUISA in vivo

Na area da pesquisa, utiliza-se modelos in vivo para investigacdes médicas e
cientificas com o intuito de elucidar questdes bioldgicas, desenvolver tratamentos e
farmacos, contribuindo para a evolugcdo humana. Os modelos para estudo in vivo
incluem diversos animais, 0s mais comuns sao: insetos, por exemplo, larvas e moscas
e mamiferos como camundongos, ratos, coelhos, primatas e etc (ROSSONI et al.,
2017; SINGKUM et al., 2019).

Embora os mamiferos apresentem maior semelhanga com o sistema anatémico
e fisiologico humano, a utilizagdo deste modelo in vivo é conflitada por questdes éticas,
ocasionando certa dificuldade no uso desses animais para a pesquisa. Desta forma,
a logistica e a quantidade de animais séo limitadas, e exigem infra estruturas préprias,
ocasionando um tempo maior para avaliacdo do comité de ética e para a execucao
dos experimentos, influenciando nas pesquisas clinicas que demoram a ser efetuadas
(FIGUEIREDO-GODOI et al., 2019; KANGASSALO, 2020).

Em razdo do conflito ético e dificuldade de manutencdo do modelo in vivo
vertebrado, a aplicacdo do modelo invertebrado vem ocorrendo em grande escala. A
economia, facilidade de manipulacdo, manutencdo e aceitabilidade ética, tamanho
pequeno, estruturas anatdbmicas simples, e curta duracao de vida, contribuem para a
aplicacdo da larva de G. mellonella como modelo in vivo ideal para investigacdo em
larga escala (ASAI et al., 2020; ROSSONI et al.,, 2019a; SINGKUM et al., 2019;
CHIBEBE JUNIOR et al., 2013a; CHIBEBE JUNIOR et al., 2013b; ROSSONI et al.,
2019b).

Estudos demonstram que essa espécie possui um sistema imune altamente
eficaz que é capaz de combater bactérias, fungos e protozoarios. No entanto, ndo
exibem adaptacOes de resposta imune adquirida, tais como célula T, célula B e
anticorpos, como no modelo mamifero. Porém, possuem resposta imune inata com a
atuacao, principalmente, dos hemodcitos que agem de forma semelhante aos

neutrofilos nos mamiferos. Além disso, o tamanho das larvas permite a injecdo de
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substancias diretamente na hemolinfa e a coleta de hemolinfa e outros érgédos para
posterior analise (SINGKUM et al., 2019; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020; WOJDA,
2017).

Em 2000, Cotter, Doyle e Kavanagh, demostraram que as larvas de G.
mellonella podem morrer decorrente de infec¢do por diversos patdégenos humanos
bacterianos e fungicos, mas também podem sobreviver sobre infeccdo de
microrganismos ndo patogénicos. Desta forma, é possivel estudar fatores de
viruléncia, mecanismos de resposta imune, patogénese da doenca, tratamentos e
acao de farmacos (COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000; VERTYPOROKH; WOJDA,
2020).

A partir desta descoberta, as larvas de G. mellonella foram amplamente
utilizadas para estudar os mecanismos de infec¢gdes por microrganismos, entre as
bactérias estudadas estdo Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Acinetobacter
baumanii, entre outros (ANDREJKO; MIZERSKA-DUDKA, 2011; ASAI et al., 2020;
JACOBS et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2011; RADY et al., 2020; RICHMOND et
al., 2016). Entre os fungos estudados estdo Cryptococcus ssp, Aspergillus fumigatus
e Candida albicans (BOUKLAS et al., 2015; CHIBEBE JUNIOR et al., 2013a; 2013b;
FIRACATIVE; DUAN; MEYER, 2014; PEREIRA et al., 2018b; SLATER et al., 2011).
Atualmente, além dos mecanismos de infeccdo e identificacdo de genes, as larvas
estdo sendo utilizadas para avaliar a eficacia das alternativas de tratamento para
infecgcbes bacterianas e fungicas, como a TFDa.

Garcez et al.,, em 2020, aplicaram a TFDa sozinha e em ag¢do conjunta com
antibidticos em larvas de G. mellonella infectadas por cepas resistentes de E. coli e
observaram que a aplicacao prévia da TFDa tornam as larvas mais suscetiveis a acéo
dos antibidticos sugerindo uma alternativa ao tratamento de bactérias resistentes
(GARCEZ et al., 2020).

Portanto, larvas de G. mellonella como modelo animal para pesquisas in vivo
podem auxiliar na compreensédo sobre infec¢cdes por microrganismos, mecanismo de
acdo de farmacos e sua eficacia, avaliacdo de terapias e potenciais tratamentos,
desenvolvimento de produtos médicos, entre outros (JEMEL et al., 2020; PEREIRA et
al., 2018b; ROSSONI et al., 2019b). Sendo uma 6tima opc¢ao de modelo in vivo para

avaliar a eficacia da TFDa em infeccfes por cepas resistentes de S. aureus.
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4 METODOLOGIA GERAL

4.1 Local do Estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Fotobiologia Aplicada & Saude
(PHOTOBIOS) da Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAP e no Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia /ICT da Universidade

Estadual Paulista - UNESP, Campus Séo José dos Campos.

4.2 Obtencao e Manutencéo das Cepas Bacterianas

A cepa MRSA (PBNS02SA) é do acervo do Laboratorio PHOTOBIOS, fruto de
parceria anterior com o Laboratério Oswaldo Cruz de Séao José dos Campos. As cepas
foram mantidas em caldo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO) e incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 h. Posteriormente, suspendidas a caldo BHI em

eppendorfs com 5% de glicerol e acondicionadas em freezer a -20°C.

4.3 Obtencéao e Preparacao do Fotossensibilizador

O fotossensibilizador PDZ produzido pela empresa russa Veta-Grand®, foi
cedido pelo Laboratorio de Biofotonica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos — USP.
Apresenta-se inicialmente na concentracdo de 5 mg.mL, sendo diluido em Tampéao
fosfato-salino (PBS) nas concentracdes de 50 e 75 pg.mLt. Essas concentracdes
foram determinadas baseado em um estudo prévio que demonstrou total inativacdo
bacteriana em cepas MRSA sob forma planctonica (SOUZA et al., 2021). O PDZ foi

armazenado a 4°C e mantido na auséncia da luz durante o processo.
4.4 Preparo das Bactérias:
As culturas de MRSA, foram preparadas a partir da semeadura em 10 mL de

caldo BHI e incubadas por 24 h em estufa a 37°C, para crescimento e reativacao da

cepa.
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5 ESTUDO IN VITRO

5.1 Metodologia para Aplicagcdo da TFDA Em Biofilme MRSA, Estudo In Vitro

5.1.2 Preparo do Biofilme

ApOs o preparo das bactérias, os tubos foram centrifugados durante 10 minutos
a 3000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e em seguida foi adicionado PBS estéril
até obter uma solucéo bacteriana a 1,175 de densidade Optica 490 nm, que equivale
a aproximadamente 1 x 102 células/mL. Ap6s o preparo da solugdo, 225 pL oi
adicionado a 2 mL de caldo BHI para cada grupo em placas de 24 pocos. 24 h apés a
formacéo foi retirado toda a solucdo dos pocos, lavados duas vezes com PBS e

adicionado 2 mL de BHI, para a manutencao do biofilme com formacéo até 48h.

5.1.3 Internalizacédo do PDZ em biofilme de cepas MRSA

Para avaliar a internalizacdo do PDZ, o biofilme foi montado sobre laminulas
dispostas em placa de 24 pocos. Apds o preparo do biofilme de 48 h, as bactérias
foram incubadas durante 15 minutos com 300 uL de PDZ nas concentragdes de 50 e
75 ug.mL1. Apbs a incubagdo, o FS foi retirado e as amostras foram lavadas com
PBS. As laminulas foram montadas em laminas com ProLong™ Diamond Antifade
Mountant com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e observadas em Microscépio
Confocal LSM 700 Zeiss, excitacdo para DAPI em 405 nm e PDZ em 555 nm, onde
as imagens foram capturadas pelo software Zen (Zeiss).

5.1.4 Divisao dos grupos experimentais
Para a avaliacdo da TFDa foram divididos grupos controle n&o irradiados e

irradiados, grupos apenas com o PDZ e grupos em que foi aplicado a terapia (Tabela
1).

Tabela 1 - Grupos experimentais para o método in vitro.

GRUPO TRATAMENTO
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Controle néo irradiado Apenas PBS

PDZz PBS + PDZ
Controle Irradiado PBS + Irradiacao
TFDa PDZ + Irradiacao

5.1.5 Aplicagéo da TFDa e parametros de irradiagao

Nos grupos TFDa, grupos com a presenca de PDZ, os biofimes de MRSA
foram previamente incubados com PDZ nas concentracées de 50 e/ou 75 pug.mL™,
enquanto os grupos sem PDZ foram incubados com PBS, ambos por 15 minutos. Em
seguida, nos grupos irradiados, foi realizada a irradiacdo com as fluéncias de 25, 50
e/ou 100 J/cmz?, nos tempos de 16 minutos e 40 segundos, 33 minutos e 20 segundos,
53 minutos e 20 segundos e 1 hora 6 minutos e 40 segundos, respectivamente. Os
grupos, controle nao irradiado e PDZ, foram mantidos ao abrigo de luz. A irradiacéo
foi realizada utilizando uma Biotable (Biotable/Biopdi660) com 54 LEDs, com

comprimento de onda de 660 nm e densidade de poténcia de 25 mW/cm2,

5.1.6 Contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL)

Apoés a aplicacdo dos tratamentos, foi realizada a dissolucdo mecanica do
biofiilme com auxilio de alca descartavel. Apds homogeneizados, foi realizada a
diluicdo seriada dos grupos experimentais até a proporcao de diluicdo equivalente a
1019, As diluicdes foram semeadas pelo método de gota (10 pL) em agar BHI e
incubados a 37°C durante 24 h para posterior contagem de UFC/mL.

Durante a andlise dos dados foi selecionada a melhor diluicio em que fosse
possivel realizar a contagem de colbnias, ndo sendo necessariamente a mesma para
todos os grupos experimentais. A contagem de unidades formadoras de col6nias foi
submetida a seguinte férmula: “UFC/mL = NUmero de colbnias X Fator volume X Fator
diluigdo”. O valor obtido de UFC/mL foi transformado para escala logaritmica de base
10 (logio) utilizando o software Microsoft Office Excel.

Este ensaio foi realizado mais de uma vez em dias distintos e em triplicata para

garantir a fidelidade dos dados.

Tabela 2- Divisdo dos grupos experimentais para contagem de UFC/mL.

GRUPO IRRADIACAO PDZ
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Controle ndo irradiado @ = -—-— -

pDz - 50 e 75 pg.mL?
Controle Irradiado 25,50e 100 Jecm? -
TFDa 25, 50 e 100 J/cm? 50 e 75 pg.mL?

5.1.7 Andlise da producédo de espécies reativas de oxigénio

A andlise das espécies reativas de oxigénio foi realizada com a sonda diacetato
2 ', 7'-diclorodi-hidrofluoresceina (DCFDA) que é uma forma reduzida de fluoresceina
usada como indicador para espécies reativas de oxigénio em células. Neste ensaio
foram avaliados os grupos controle irradiado e TFDa. ApoOs o preparo do biofilme em
uma placa de 24 pocgos, o PDZ na concentragéo de 75 ug.mL! foi incubado durante
15 min. Em seguida foram adicionados 300 uL do reagente DCFDA na concentragao
de 100 uyM e incubado durante 30 minutos. Depois desse intervalo, ainda com o
reagente foi feita a irradiacdo com fluéncia de 100 J/cm?. A leitura foi realizada por
espectroscopia de fluorescéncia usando o equipamento Synergy HT Multi-Detection
Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) com excitagdo a 480 nm e emissao
a 530 nm.

5.1.8 Avaliacdo da capacidade metabdlica bacteriana por metabolizacdo do resazurin

Resazurin € um reagente que permite a determinacdo da capacidade
metabdlica das células e quando adicionado em solucdo bacteriana € metabolizado
pelas células viaveis. A solucado de resazurin foi preparada na concentracéo de 6,75
mg.mL1, posteriormente a solugéo foi filtrada e armazenada no escuro.

Para a analise metabdlica, o biofilme foi montado em uma placa de 96 pocos
seguindo o mesmo protocolo do item 4.2. porém, com o volume proporcional de 22,5
ML de solucao bacteriana para 200 uL de BHI. Apés 48h foi realizada uma lavagem
com PBS para retirar as células planctonicas. O PDZ na concentragdo de 75 ug.mL*
foi incubado durante 15 min e em seguida a irradiacéo foi realizada com a fluéncia de
100 J/cm?. Apos a aplicagéo da TFDa, foi adicionado 4 uL do resazurin por pogo. Apds
4 h de incubacéo a 37°C foi observado que células bacterianas ativas metabolizaram
0 reagente, modificando sua coloragcdo de uma cor roxa/azulada para uma cor rosa
fluorescente. Posteriormente, a solucdo foi quantificada por espectrofotometria

espectroscopia de fluorescéncia, usando o equipamento Synergy HT Multi-Detection
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Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) na excitagdo 528/20nm e emissao
645/40nm.

5.1.9 Quantificacdo da biomassa

A guantificacdo da biomassa foi realizada utilizando o corante cristal violeta
(CV) que tem a capacidade de aderir a superficie celular, determinando a area de
formacdo do biofilme que constitui a biomassa formada pela matriz extracelular e
bactérias. A formacao do biofilme foi feita em uma placa de 96 pogos, apds 48 h, foi
feita uma lavagem com PBS para retirar as células planctonicas, em seguida o PDZ
na concentracdo de 75 ug.mL™* foi incubado durante 15 min e a irradiacéo foi realizada
com a fluéncia de 100 J/cm?.

Apoés a aplicacdo da terapia foi retirado o PBS e as amostras foram fixadas com
metanol por 15 min. Em seguida, o metanol foi removido, e os grupos foram mantidos
em estufa para a completa secagem do metanol durante 2 h. Apds a secagem, o CV
(0,5%) foi adicionado as amostras e incubado por 20 minutos. Posteriormente, os
grupos foram lavados duas vezes com PBS para a remocao do CV nao aderido ao
bioflme. O CV que permaneceu aderido ao biofilme foi removido com a adigédo de
acido acético (33%). As solucbes obtidas foram transferidas para outra placa para a
leitura. A leitura foi realizada por absorbancia 560 nm com leitor espectrofotdmetro
PACKARD, modelo Perkin Elmer SpectraCount BS 10000.

5.1.10 Avaliacdo morfologica do biofilme por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV)

Para avaliacdo morfoldcica, o biofilme foi montado sobre laminulas em placas
de 24 pocos. Apos a aplicacdo dos tratamentos, os grupos foram fixados com uma
solucéo de fixagdo (glutaraldeido 2,5%; paraformaldeido 4,0%; tampao cacodilato
0,1M; cloreto de calcio 1mM e agua por osmose reversa). Apos a fixacao, as amostras
foram desidratadas com solug¢des crescentes de alcool de 10, 25, 70, e 90% por 20
min e 100% por 1 hora. A placa foi deixada secando durante 24 h em estufa a 37°C
para a posterior montagem das laminulas em stubs especificos. As amostras foram
metalizadas (Metalizadora Emitech k550x) e a leitura foi realizada pelo Microscopia
Eletrénica de Varredura EVO MA 10 Zeiss.
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5.1.11 Analise estatistica

Nos experimentos in vitro as analises estatisticas dos resultados obtidos foram
realizadas utilizando o software Bioestat 5.0, com teste ANOVA e Tukey two way,
considerando valor de p=<0,05.
5.2 Resultados
5.2.1 Internalizagéo do Photoditazine® em Biofilme de Cepas MRSA

A figura 6 e 7 apresentam as micrografias obtidas por microscopia confocal de

fluorescéncia de biofilme MRSA, o intuito deste teste foi avaliar se o tempo de

incubacéo de 15 minutos foi suficiente para a internalizacdo do PDZ nas bactérias.
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Figura 6 - Micrografias obtidas por Microscopia Confocal para biofiimes de MRSA incubadas
com PDZ nas concentrac8es de 50 e 75 pg.mL-1. Apresentando as colunas com Marcagdo com
o DAPI marcando o DNA bacteriano (A), Fluorescéncia emitida pelo PDZ(B) e sobreposicdo dos
canais (C-Overlap).

MRSA DAPI PDZ OVERLAP

50 pg/mi

75 pg/mi

Fonte: Préprio autor.

A marcagao com DAPI permitiu visualizar as delimita¢des celulares, visto que,
em seres procariontes o material genético encontra-se disperso no citoplasma. Sendo
assim, foi possivel visualizar a morfologia de arranjos em cocos, caracteristica tipica de
cepas de S. aureus.

A marcacdo com PDZ permitiu observar que a difusdo do FS também se
assemelha com as delimitagGes celulares e a sobreposicdo das imagens permitiu
afirmar que houve interacdo do PDZ com as células bacterianas uma vez que, o sinal
emitido pelo PDZ encontra-se na mesma regido que as marcac¢des com o DAPI. Além
disso, a sobreposicdo das imagens em 2.5 D permitiu observar a internalizacdo em

diversas camadas do biofilme (figura 7).
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Figura 7 - Micrografia obtida por Microscopia Confocal de fluorescéncia de biofilme de MRSA
incubadas com PDZ nas concentragdes de 50 e 75 pg.mL™. Sobreposicéo dos canais DAPIl e PDZ
em 2.5D.

MRSA 2.5D OVERLAP

50 pg/ml

75 pug/ml

Fonte: Préprio autor.

5.2.2 Contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC/ML)

Os grupos submetidos apenas a interacdo com o PDZ, ndo apresentaram
diferenca significativa em relacéo ao controle néo irradiado, demonstrando que a acéo
individual do PDZ nao foi considerada citotoxica para as células quando na
concentracdo de 50 e 75 pug.mLt. Os grupos controles irradiados nas fluéncias de 25,
50 e 100 J/cm? nao obtiveram diferencas significativas em relacdo ao controle ndo
irradiado, demonstrando que a acao apenas da luz também néo foi citotoxica para o
biofilme.

Todos os grupos submetidos a TFDa apresentaram diferenga significativa

(p<0.01) em relagao ao controle ndo irradiado, demonstrando o potencial da terapia

com reducdes de 4,27; 4,60 e 6,37 para a concentragdo de 50 ug.mL-'e 4,36; 4,76 e
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6,71 para a concentracdo de 75 pg.mL* quando aplicada a TFDa nas fluéncias de 25,

50, 100 J/cmz?, respectivamente (figura 8).

Figura 8- Valores médios de UFC/mL em logl0 em biofilme MRSA, apresentando grupo
Controle n&o irradiado e irradiado, PDZ nas concentraces 50, 75 pug.mL™ n&o irradiado e
irradiado nas fluéncias de 100, 50 e 25 J/cm?. Os icones *, o, o, m, 0, ¥, A representam as
diferencas estatisticas entre os grupos.

CRESCIMENTO BACTERIANO POS TFDa
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v
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o Irradiado 50 J/cm?
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CONTROLES PDZ 50 pg/ml PDZ 75 pg/ml

= e
o B N

UFC/ml em log,,
QO B N W B U0y N 0 W

Fonte: Préprio autor.

Os grupos TFDa (em todas as irradiagbes) em relagdo aos grupos PDZ nao
irradiados obtiveram diferengas significativas (p<0.01), demonstrando que a acgéao
sozinha do PDZ ndo causou reducdo significativa, porém quando irradiado nas
fluéncias de 25, 50 e 100 J/cm? foi capaz de causar reducdo de até 6,71 logio nos
parametros de 100 J/cm? e 75 pug.mL* de PDZ.

Todos o0s grupos controle irradiados obtiveram diferencas significativas
(p=<0.01) em relagao aos seus respectivos grupos TFDa. Sendo assim, foi possivel
observar que a TFDa causou reducdo bacteriana significativa com diferencas
aproximadamente de 3,88; 4,37 e 5,38 logio para o grupo PDZ 50 pug.mL* e de 3,97;
4,53 e 5,72 log1o para o grupo PDZ 75 pg.mLt em relacdo a acdo sozinha da luz nas
fluéncias de 25. 50 e 100 J/cm?, respectivamente.

A partir da analise dos resultados, foram selecionados os parametros que
obtiveram maior reducéo bacteriana para a aplicacdo nos demais testes do estudo,
relacionados ao método in vitro. Os parametros selecionados foram a concentracéo
do PDZ 75 pg.mL* e fluéncia de 100 J/cm?, os quais foram capazes de causar reducéo

bacteriana de aproximadamente 6,71 logao.
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5.2.3 Anadlise da producdo de espécies reativas de oxigénio

A andlise de ERO foi realizada para relacionar a producdo de ERO com a
eficacia da TFDa em biofilme de MRSA. Este teste foi realizado apenas nos grupos
controle irradiado e TFDa, com os parametros de 75 pg.mL* de concentracdo do PDZ
e fluéncia de 100 J/cm?.

Avaliando a producdo de ERO foi possivel observar diferenca significativa
(p<0.01) entre o grupo controle irradiado e grupo TFDa, demonstrando que houve
aumento significativo na produgéo de ERO de aproximadamente 1140 u.a. (unidades
arbitrarias) gerados da interacdo do PDZ com a luz, demonstrando o potencial da

TFDa na producéo de ERO (figura 9).

Figura 9 - Producado de ERO em biofilme de MRSA, apresentando o grupo controle irradiado e o
grupo TFDa com a concentragéo de 75 pg.mL*de PDZ, ambos irradiados na fluéncia 100 J/cmz.
O icone * demonstra diferenca estatistica entre os grupos.

Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

1600
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800
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Fluorescéncia ( Unidades arbitrarias)
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D =

Controle Irradiado TFDa

Grupos

Fonte: Préprio autor.

5.2.4 Avaliacao da atividade metabolica bacteriana

A avaliacdo da atividade metabdlica bacteriana foi realizada com o reagente
resazurin. A metabolizagcdo do resazurin pode ser analisada por leitura visual e por

espectrofotdmetro de fluorescéncia. A solucdo de resazurin € natural na coloracéo
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roxa e quanto maior a metabolizacdo do reagente, ha a modificacdo para coloracao
rosa.

Nos resultados da leitura visual foi possivel observar coloracdo
predominantemente rosa nos grupos controle néo irradiado, irradiado e somente
tratados com PDZ, apresentando um padrao similar de metabolizacéo, indicando que
nao houve reducdo da atividade metabdlica nesses grupos. Ja no grupo TFDa foi
possivel observar coloragédo arroxeada, significando que a atividade metabdlica desse

grupo foi significativamente menor (figura 10).

Figura 10 - Leitura visual da metabolizacdo do resazurin em biofilme de MRSA apdés aplicacéo
da terapia, apresentando grupo controle n&o irradiado, apenas PDZ na concentragcdo 75 pug.mL-
1, controle irradiado e TFDa, ambos irradiados nas fluéncias de 100 J/cmz2,

Confrole Controle
Nao PDZ TFDa
Irradiado Irradiado

Fonte: Préprio autor.

Figura 11 - Avaliacdo da atividade metabdlica bacteriana com resazurin em unidades arbitrarias
de fluorescéncia para biofilme de MRSA, apresentando grupo controle ndo irradiado, apenas
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PDZ na concentragéo 75 pug.mL™, controle irradiado e TFDa, ambos irradiados nas fluéncias de
100 J/cmz,

Metabolizagao bacteriana po6s TFDa

1600

1400
1200
1000
800
600
400
200
0

Controle ndo Controle Irradiado TFDa
Irradiado

Fluorescéncia (Unidades arbitrarias)

Grupos

Fonte: Préprio autor

A leitura pelo espectrofotdmetro de fluorescéncia corroborou com resultados da
leitura visual, sendo possivel observar os grupos controle nao irradiado, irradiado e
apenas PDZ obtiveram florescéncias maiores em torno de 1300 u.a. enquanto o grupo
TFDa apresentou fluorescéncia em torno de 880 u.a, demonstrando menor atividade
metabolica.

As fluorescéncias do grupo controle néo irradiado em relagdo aos grupos
controle irradiados ndo obtiveram diferencas significativas, demonstrando que apenas
a luz néo foi capaz de afetar a capacidade metabdlica bacteriana. Os grupos com o
FS néo irradiado ndo obtiveram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
nao irradiado, confirmando que o PDZ quando na auséncia da luz ndo afetou a
capacidade metabdlica. Ja os grupos controles néo irradiado, irradiado e apenas PDZ,
em relacédo ao grupo submetido a TFDa obtiveram diferencas significativas (p<0,01),
significando que a terapia diminuiu significativamente a capacidade metabdlica

bacteriana (figura 11).

5.2.5 Quantificacdo da biomassa total
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A quantificagdo da biomassa foi realizada por coloragdo com Cristal Violeta,
analisando os resultados foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa
entre todos 0s grupos avaliados, significando que a terapia ndo foi capaz de alterar a
biomassa total do biofiime quando comparada com o grupo controle nao irradiado.
Apenas a aplicacdo da luz, assim como, apenas a aplicacdo do PDZ, também nao
indica alteracdo da biomassa. Ainda assim, foi possivel avaliar que a auséncia da
diferenca significativa entre as absorbancias sugere que a estrutura formada em todos
os grupos foi semelhante, indicando que a construcéo do biofilme em todos os grupos

foi, relativamente, homogénea (figura 12).

Figura 12 - Quantificagcdo da biomassa realizada com o método de coloracéo por Cristal Violeta.
Apresentando grupo controle néo irradiado, grupo apenas PDZ 75 ug.mL™ n&o irradiado, grupo
controle Irradiado 100 J/cm? e grupo TFDa com PDZ 75 pug.mLt irradiado a 100 J/cm?.
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Fonte: Préprio autor

5.2.6 Avaliacdo morfologica do biofilme por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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Na avaliacdo morfolégica do biofilme foi possivel observar em todos os grupos
morfologia de cocos caracteristica de S. aureus. No controle nao irradiado pdde-se
observar bactérias agrupadas com matriz extracelular e sobreposi¢cdo de camadas,
caracterizando a formacéo do biofilme. O grupo controle irradiado apresentou reducéo
bacteriana, caracterizando perda da adesao do biofilme. J& no grupo apenas com PDZ
(75 pg.mL?) foi possivel observar a formacdo do biofilme semelhante ao grupo
controle nao irradiado. O grupo TFDa apresentou, visivelmente, diminui¢cdes
gualitativas de bactérias aderidas a biomassa apos o tratamento com a TFDa, em

ambas as magnificagdes observadas (500 x e 2.00 k x), demonstradas na figura 13.
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Figura 13 - Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura biofilme, apresentando

magnificacdes de 500 x e 2.00 k x dos grupos Controle néo irradiado, Controle irradiado (100
J/cm?), PDZ (75 ug.mL™?) e TFDa.
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Fonte: Préprio autor
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5.3 Discusséao

O ponto inicial para a execucao do presente estudo foi baseado em estudo
anterior onde avaliou-se o efeito da TFDa em culturas planctdnicas de cepas MRSA e
MSSA (Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina) com o PDZ nas concentracdes
de 25, 50, 75 e 100 pg.mL?, tempo de incubacéo de 15 minutos e fluéncias de 25, 50
e 100 J/cm?, alcancando inativacdo completa em ambas as cepas, na maioria dos
parametros (SOUZA et al., 2021).

No presente estudo, embora tenham sido utilizados 0s mesmos parametros,
nao foi possivel alcancar inativacdo completa em biofilme de MRSA. Provavelmente
porque o biofilme apresenta uma estrutura rigida composta de camadas de bactérias
unidas a matriz celular e que possui a atuacdo conjunta de diversos fatores de
viruléncia, como por exemplo, componentes de superficie, moléculas de adeséo,
toxinas e moléculas de evasdo do sistema imune, tornando mais dificil combate da
infeccdo (ACOSTA et al., 2018).

Um estudo realizado por Silva, em 2021, aplicou a TFDa em amostras
multiespécies de pacientes ortodénticos com necrose pulpar e lesdes periapicais, e
guantificou a presenca, po6s TFDa, dos fatores de viruléncia bacterianos:
Lipopolissacarideo (LPS) e Acido Lipoteicoico (LTA) e das citocinas pré-inflamatérias
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina — 1 (IL-1). Como resultado,
observou que a terapia reduziu significativamente os fatores de viruléncia e as
citocinas inflamatdrias, demonstrando o potencial da terapia de reduzir, tanto a
viruléncia bacteriana, quanto a inflamacéo (SILVA, 2021).

Deste modo, apesar do presente estudo ndo alcancar completa inativagéo foi
possivel observar reducdo de até 6,54 logio, afetando além da viabilidade, a
capacidade metabdlica bacteriana com diminuicdes significativas, podendo supor a
reducdo da producdo dos fatores de viruléncia bacterianos, sendo necessarios
estudos que comprovem esta hipotese.

O presente estudo demonstrou que o periodo de incubacdo de 15 minutos foi
suficiente para internalizacéo do PDZ pelas bactérias no biofilme e pelas micrografias
3D, foi possivel observar que houve internalizacdo do PDZ nas diversas camadas do
biofilme. A internalizacdo de compostos nas células bacterianas € uma questao muito
abordada, sabe-se que a composicdo mais complexa das bactérias Gram-negativas

podem conferir uma certa resisténcia a entrada de compostos quando comparadas
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com as Gram-positivas que possuem uma camada porosa de peptideoglicano
(ALMEIDA JUNIOR, 2020).

Magacho et al., em 2020 e Pereira et al., em 2018 avaliaram a internalizagéo
do Azul de metileno (100 pg.mLt) em cepas plancténicas de bactéria Gram-negativa
e Gram-positiva, respectivamente, e como resultado a internalizagdo nao foi efetiva
em todas as Gram-negativas, ja nas Gram-positivas foi possivel observar maior
internalizacdo(MAGACHO et al., 2020; PEREIRA et al., 2018a).

Diante da dificuldade de internalizacdo em bactérias planctdnicas, preocupa-se
em relacao a internalizagédo no formato de biofilme, entretanto, Bohm et al., em 2020,
observaram maior acumulo intracelular da protoporfirina IX (PplX) induzida pelo 5-
aminolevulinic acid (ALA) em biofilme de bactérias Gram-negativas (E. coli e P.
aeruginosa) do que em bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis).
Demonstrando que, ao contrario do pensamento de que a membrana externa da
Gram-negativa pode dificultar de certa forma a penetracéo do FS, os autores afirmam
gue porinas presentes na membrana de bactérias Gram-negativas permitem que
pequenas moléculas hidrofilicas entrem nas bactérias, visando a utilizacdo de FS com
moléculas hidrofilicas para o tratamento de Gram-negativas. Porém independente do
maior acumulo de ALA em E. coli e P. aeruginosa, mesmo uma alta producédo de
porfirina ndo foi capaz de fotossensibilizar a bactéria a ponto de aumentar a inativacéo
(BOHM et al.,, 2020). Ao contrario do presente estudo que demonstrou maior
internalizacdo no biofilme de MRSA levando a inativacdo celular na (PEETERS;
NELIS; COENYE, 2008) TFDa com o PDZ (50 e 75 pg.mL™1).

Apesar do atual estudo demonstrar que nao houve diferencas significativas na
biomassa ap0és a aplicacdo da terapia, foi possivel observar que houve diminuicdo da
capacidade metabdlica bacteriana e reducéo da viabilidade pelo teste de UFC/mL. A
partir dos resultados, acredita-se que a capacidade de aderéncia bacteriana a
biomassa ndo depende apenas da sobrevivéncia da bactéria, mas também a
formacgao estrutural completa ressaltando a presenca fundamental da matriz celular
para manter a estrutura do biofilme (SOARES, 2019).

Para andlise da formacdo do biofilme o teste mais comumente utilizado € a
guantificacdo com o corante CV. O ensaio com este corante permite a analise da
biomassa como um todo, corando células viaveis, células mortas e matriz extracelular
(PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Desta forma, bactérias com a viabilidade ou com

a capacidade metabdlica prejudicada podem permanecer aderidas a biomassa. Esta
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suposicdo pode ser analisada comparando a execucdo dos testes de CV e MEV.
Apesar do teste CV ndo demonstrar reducdo da biomassa, o MEV demonstrou
diminuicdo qualitativa da biomassa ap0s a TFDa, isso provavelmente se deve ao
tempo de processamento da amostra. Para o MEV séo necessarias varias etapas e
lavagens da amostra, estendendo o tempo de preparo, enquanto no CV a estrutura foi
observada imediatamente apos a TFDa.

Quishida et al, em 2015 realizaram uma e trés aplicacdes da TFDa com PDZ
(175 e 200 mg.L?) e irradiacéo de 37,5 J/cm? (660 nm) em biofilmes multiespécies de
S. mutans, C. albicans e C. glabrata, observando que apenas uma aplicagdo da TFDa
nao apresenta diferencas significativas para a reducédo da biomassa. No entanto, a
aplicacdo seriada (trés vezes) da TFDa apresentou diferencas significativas em
relacdo ao grupo controle, sugerindo que aplicacbes mudultiplas da TFDa podem
promover reducdo da biomassa, assim como reducdo bacteriana (QUISHIDA et al.,
2015a). Desta forma acredita-se, baseado nos resultados obtidos no estudo atual, que
aplicacOes seriadas da TFDa tem o potencial de alcancar redugcao da biomassa, assim
como, completa inativacéo do biofilme.

Tendo em vista a capacidade bacteriana de mutacées de gene que conferem
resisténcia aos antibidticos, € discutido a hipétese da aplicacdo seriada da TFDa em
bactérias desenvolver mecanismos de resisténcia contra a terapia. Apesar de alguns
artigos citarem que é improvavel que ocorra algum mecanismo que barre a producdo
de ERO, visto que, trata-se de uma reacao natural do organismo na presenca de luz,
danos constantes ao DNA por ERO podem levar a mutagdes seletivas (MENEGHINI,
1988).

Sendo assim, a utilizacdo demasiada de compostos como os FS em altas
concentragcbes ou a aplicacdo em altas fluéncias preocupa em relacdo ao
desenvolvimento de toler&ncia ou resisténcia a estes compostos (NIE et al., 2021).
Para avaliar estes fatores, Giuliani et al., em 2010, aplicou 20 vezes consecutivas a
TFDa com ftalocianina Zn (Il) e fluéncia de 30 J/cm? (600nm) em bactérias S. aureus
e P. aeruginosa. Os autores usaram concentracdes elevadas do FS, selecionadas por
concentracdo inibitéria minima para avaliar a capacidade de resisténcia a altas
concentracfes. Ambas as bactérias foram incapazes de desenvolver resisténcia a
TFDa. No entanto, quando na auséncia da luz a concentracao inibitéria minima do FS
para S. aureus aumentou, demonstrando tolerancia a concentragdo do FS (GIULIANI

et al., 2010). Apesar de ndo demonstrar resisténcia a acdo da terapia, a tolerancia a



53

altas concentracfes do FS podem ser observada, alertando sobre o uso exagerado
do FS, sendo necessarios estudos que avaliem a tolerancia a estes compostos e sobre
a exposicao seriada a altas fluéncias.

Outro mecanismo de tolerancia a producdo de ERO possivelmente adquirido
por cepas de S. aureus esta relacionado com a producdo do pigmento carotenoide,
gue funciona como um metabdlito secundario que exerce papel importante em driblar
0 sistema imunoldgico auxiliando na sobrevivéncia das bactérias (KASHEF;
HAMBLIN, 2017). Também conhecido como estafiloxantina, este pigmento funciona
como um fator de viruléncia que tem a capacidade de reduzir a penetracdo do oxigénio
singleto, diminuindo a fluidez da membrana. Uma vez formado, o carotenoide é capaz
de guelar o oxigénio singleto, entrando em estado excitado e podendo retornar ao
estado fundamental, dissipando energia na forma de calor.

Reac0Oes exacerbadas causadas pelo carotenoide podem afetar diretamente
a eficacia da TFDa, visto que, 0 oxigénio singleto € o principal produto formado pela
TFDa, a utilizagdo demasiada deste composto pode diminuir significativamente a
citotoxicidade causada pela terapia, diminuindo sua eficacia contra cepas S. aureus
(UENOJO; MAROSTICA; PASTORE, 2007). Portanto, a ineficacia da TFDa pode ser
em razdo da producao exacerbada de carotenoide, sendo necessarios estudos que
avaliem a presenca do pigmento em cada cepa.

Para afirmar a capacidade de producédo de ERO a partir da TFD, Elias, em
2021, quantificou a producéo de oxigénio singleto e radicais superéxidos a partir da
aplicacdo da TFD com AM, Eosina Y E Fluoresceina (1,5; 15 e 150 uM). Os resultados
demonstraram que o AM obteve maior potencial fotodinaAmico por apresentar valores
superiores na produgcdo de oxigénio singleto na maior concentragdo (150 pM),
entretanto ndo obteve diferenca significativa entre as concentracées em todos os FS
utilizados (ELIAS, 2021).

No estudo de Souza et al, em 2021, a geracdo de ERO com o PDZ nos
parametros testados também ndo obteve diferencas significativas entre as
concentracdes de PDZ (25, 50 e 100 pg.mL?) utilizadas. No entanto, se mostrou
fluéncia dependente, sendo que em todas as concentracdes de PDZ, na dose de 100
Jicm?, houve aumento significativo de ERO em relagdo as outras fluéncias de luz,
alcancando completa inativacédo nos resultados de UFC/mL (SOUZA et al., 2021).

Freitas etal., em 2019, também analisaram a formacéao de ERO, ap0s aplicacao

da TFDa com curcumina e fluéncias de 8 e 20 J/cmz?, e observaram que a producéo
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de ERO aumentou significativamente apés a aplicacdo da TFDa nas cepas testadas,
demonstrando um padréo de que quanto maior a fluéncia, maior a producdo de ERO
(FREITAS et al., 2019b).

No atual estudo, o PDZ na concentragdo de 75 pg.mL* demonstrou ser um
6timo FS para geracdo de ERO quando irradiado com 100 J/cm?, comparando com os
resultados de UFC/mL a quantidade de ERO gerada, reduziu 6,54 logio. Sugere-se,
baseado no fator fluéncia dependente, fluéncias de luz maiores, com o intuito de
aumentar a producéo de ERO a fim de atingir a quantidade necessaria para completa
inativacao do biofilme.

Estudos sugerem que a geracao de ERO e consequentemente a eficacia da
TFDa pode ser amplificada com a adicdo de diversos compostos, dentre eles o
peroxido de hidrogénio (H202) (GARCEZ; HAMBLIN, 2017; YANG et al., 2019). Um
estudo realizado por Nie et al em 2021, utilizou um biofilme multiespécies derivado da
saliva para aplicacdo da TFDa com Ce6 (50 mM) e combinou com H202 (0,3, 3,3, 33,3
mM) e irradiacéo a 15 J/cm? (450 nm ou 660 nm), com ou sem oxigénio. A combinacéo
de 33,3 mM H202 e Ce6-aPDT teve maior atividade antimicrobiana em comparacéo
com o0s compostos isolados, independentemente da presenca de oxigénio e
comprimento de onda de irradiagéo.

A metabolizacao bacteriana esta diretamente relacionada com a capacidade de
producdo dos fatores de viruléncia bacterianos e principalmente a formacédo do
biofilme. No estudo atual a avaliacdo metabdlica foi realizada com o resazurin, um
reagente azul, que ao ser metabolizado pelas células bacterianas, se reduz a
resorufina que emite fluorescéncia, na coloracéo rosa/avermelhado (CSEPREGI et al.,
2018). A avaliacdo do metabolismo bacteriano com resazurin é muito aplicada para
pesquisa de resisténcia a antibidticos, associando com o crescimento inibitério minimo
dos microrganismos (GERM et al., 2019; JIA et al., 2020; MISHRA et al., 2019; RAVI;
ASLAM; VEERARAGHAVAN, 2019). Entretanto este teste vem sendo aplicado para
avaliar a metabolizagcdo bacteriana pos TFDa, visto que, é um teste facil de conduzir
e os biofiimes podem ser testados in situ sem serem removidos das superficies,
permitindo avaliar a metabolizacdo total, o que evita potenciais problemas
relacionados a variacdes na remocao de biofilme (NIE et al., 2021). Magacho, em
2020, avaliou o metabolismo bacteriano pés TFDa com AM em bactérias Gram
negativas, concluindo que é possivel observar reducdo do metabolismo bacteriano
apos a aplicacao da terapia (MAGACHO et al., 2020).
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Na avaliacdo da capacidade metabdlica com resazurin, o grupo Ce6 irradiado
(660) obteve reducéo significativa da atividade metabdlica do biofiime, enquanto no
UFC/mL as células de biofilme permaneceram viaveis em condi¢cdes anaerdbias,
demonstrando que apesar da condicdo anaerdbica, dificultando a obtencédo de
oxigénio para a geracdo de ERO, foi possivel obter reducdo da atividade metabdlica
com a TFDa (NIE et al., 2021).

Em contra partida Souza et al, em 2021, avaliou a metabolizagao bacteriana
com resazurin pés TFDa, relatando completa inativacédo metabdlica corroborando com
0os resultados de UFC/mL o qual demonstrou completa inativagdo de cultura
planctonica de S. aureus com PDZ (SOUZA et al.,, 2021). Desta forma, pode-se
considerar que a diminuicdo da viabilidade bacteriana esta diretamente associada a
diminuicdo do metabolismo, mas nem sempre a reducédo da capacidade metabdlica
indicara reducgéo da viabilidade. Contudo, o presente estudo demonstrou diminuigdo
no metabolismo do biofilme com diferenca significativa de aproximadamente 420 u.a.
em relacdo ao controle ndo irradiado, corroborando também com os resultados de
UFC/mL. A partir destas afirmacbes € possivel sugerir que a diminuicdo do
metabolismo bacteriano dificulta a replicacéo, a producédo dos fatores de viruléncia e
a producéo de matriz extracelular essencial para a formacéo do biofilme, contribuindo
para a inativacdo do biofilme.

Outros compostos que séo estudados para avaliar a potencializagdo da TFDa
sao os peptideos. Freitas et al, em 2019, aplicou a TFDa em biofilmes de S. aureus e
Enterococcus faecalis com Ce6 e AM combinada aos peptideos AU (monémero de
aureina 1.2) ou AU 2K (dimero C-terminal aurein 1.2) a fim de avaliar a capacidade de
prevenir o desenvolvimento do biofilme. Foi observada reducéo da viabilidade por
microscopia confocal e reducéo da capacidade metabdlica utilizando resazurin em
todos os grupos analisados, destacando o AU 2K que apresentou efeito
antimicrobiano maior, tanto sozinho quanto combinado com TFDa. Além disso, 0s
autores demonstraram que o0s peptideos se ligam ao acido lipoteicoico da parede
celular de E. faecalis, apontando para um possivel mecanismo chave de inibicdo do
biofilme (FREITAS et al., 2019a). Diante da dificuldade de inativar completamente o
biofilme de MRSA, a atuacéo conjunta de compostos que aumentem a producao de
ERO, ou que contribuam para barrar fatores de viruléncia podem ser benéficos para
potencializar a acdo da TFDa, como uma alternativa para antibioticoterapia.
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Entre as espécies bacterianas patogénicas a principal dificuldade no tratamento
séo os fatores de viruléncia. Sao descritos 25 tipos de toxinas, 20 moléculas de evaséo
de sistema imune e 15 fatores de viruléncia relacionados ao S. aureus que se tratam
de componentes de superficie que tém a capacidade de aderir a matriz extracelular
ao colonizar o hospedeiro. Sendo que um dos fatores mais dificeis de combater é a
producdo da coagulase, que ocasiona acumulo de fibrina ao redor das células
bacterianas, dificultando o acesso das células de defesa as bactérias (ACOSTA et al.,
2018). Desta forma, ja € dificil o combate do biofilme de uma espécie virulenta, visto
isso, o tratamento de infecgBes causadas por biofilmes multiespécies resistentes se
torna ainda mais dificultoso em razao da presenca de diversos fatores de viruléncia e
variados mecanismos de resisténcia envolvidos.

Quishida et al, em 2015, aplicaram a TFDa em biofilmes multiespécies de
Streptococcus mutans, Candida albicans e Candida glabrata com PDZ nas
concentracdes de 100, 150, 175, 200, e 250 mg.L™* e irradiacdo de 37,5 J/cm? (660
nm). Observaram que a maior reducéo foi da bactéria S. mutans na concentracdo de
200 mg.L* com diferenca de 2,34 logio em relacdo ao grupo controle, e que a
aplicacdo da TFDa com PDZ foi capaz de reduzir a viabilidade de todas as espécies
do biofilme (QUISHIDA et al., 2015b). Sendo assim, é possivel realizar uma
comparacao da resposta a TFDa de Quishida et al. com o presente estudo, visto que,
ambas as bactérias utilizadas sdo Gram-positivas. Embora os resultados de Quishida
et al. apresentem reducao bacteriana é possivel observar que concentracfes menores
do PDZ (75 pg.mL™1) associada a maior fluéncia (100 J/cm?) promoveu maior reducdo
da bactéria S. aureus, no presente estudo. Seria interessante avaliar se a reducéo
alcancada prevalece na presenca de outras espécies formadoras de biofilme,
podendo ser fungos, bactérias Gram-negativas e/ou Gram-positivas, ou se essa
alteracao influéncia na mudanca dos parametros utilizados neste estudo para alcancar
a inativacao.

Bokan et al., em 2020, compararam o efeito da TFDa em cepas de S. aureus
(ATCC 25923) com um novo FS IQCy (quinono-cianina hexa-iodada) em relacdo aos
FS Ce6 e HITC (1,3,3,1',3',3-hexamethyl-2,2'-indotricarbocyanine iodide). Quando
exposto a luz LED branca a 14,9 J/cm?, 0,5 uM de IQCy, Ce6 e HITC inativaram, 99%,
40% e 30% de S. aureus, respectivamente, e a mesma concentragdo dos FS na
fluéncia de 27,9 J/cm? inativaram 71%, 18% e 9%, demonstrando que o FS

desenvolvido € promissor para inativacdo de cepas clinicas de S. aureus, e em



57

comparagdo com a Ce6 e HITC demonstrou melhor desempenho. IQCy e Ce6 n&o
exibiram toxicidade no escuro em concentracdes até 10 uM, assim como o PDZ no
presente estudo, ndo apresentando citotoxicidade nas concentra¢gdes 50 e 75 pg,mL"
1.

Souza et al., em 2019, aplicaram TFDa nas cepas de S.aureus (ATCC 25923)
com o PDZ, e este, demonstrou melhor desempenho quando irradiado por LED
vermelho (660 nm) e fluéncias (25, 50, 75 e 100 J/cm?), apesar de Bokan et al. citar
gue os espectros de absorcédo de IQCy, Ce6 e HITC se sobrepdem ao espectro de
emissao do LED usado para excitagéo, o espectro direcionado para alcancar o pico
de absorcédo do FS no estudo de Souza et al., demonstrou ser mais eficaz, visto que,
alcancou completa inativacdo bacteriana (BOKAN et al., 2020; SOUZA, 2019). O
estudo atual aplicou a irradiacéo no pico absor¢do maximo para o FS Ce6, atingindo
maior reducdo bacteriana para cepa clinica de S. aureus comparado ao estudo de
Bokan et al., demonstrando a importancia de aplicar o comprimento de onda adequado
para alcancar alta absorcéo do FS.

Luke-Marshall et al., em 2020, aplicaram a TFDa com Ce6 (10 uM) em biofilmes
de Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, e Haemophilus influenzae com
irradiacdo de 90 J/cm? (100 mW/cm?) alcancando reducéo de 4 a 6 logio indicando
reducdo maxima de 99,9%. Além disso, sabe-se que apds o tratamento, as bactérias
associadas ao biofilme que séo liberadas no meio podem colonizar novas superficies
ou causar maior disseminacdo se ainda estiverem viaveis. Por este motivo, Luke-
Marshall et al. avaliou a viabilidade destas bactérias apés a TFDa e afirmou que
aquelas que se soltaram do biofilme estavam completamente inativadas. Para
comprovar a liberacdo dessas bactérias do biofilme, realizaram MEV apos a TFDa,
relatando que houve diminuicdo significativa das bactérias aderidas em relacdo ao
grupo controle (LUKE-MARSHALL et al., 2020).

No presente estudo, foi possivel observar por MEV que a aplicacéo sozinha do
PDZ ndo demonstrou reducéo visivel do biofilme e que apenas a a¢do da luz com 100
J/icm? demonstrou discreta diminuigdo da biomassa, corroborando com o resultado de
UFC/mL que houve discreta reducdo bacteriana, porém ndo significativa. Ainda, foi
possivel observar diminuicdo qualitativas de bactérias aderidas a biomassa apés a
TFDa com PDZ em relagéo ao grupo controle, demonstrando o potencial da terapia
para inativacao do biofilme.
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Com o intuito de alcancar completa inativacédo e evitar a recidiva do biofilme
Luke-Marshall et al. realizaram uma segunda aplicacdo da TFDa imediatamente apos
a primeira, inibindo o crescimento bacteriano apés 24h (LUKE-MARSHALL et al.,
2020). Reforcando novamente a possibilidade de que mais uma aplicacdo da TFDa
possa ser benéfica, tanto para alcancar inativagdo completa, quanto para evitar a

recidiva das bactérias.
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6 ESTUDO IN VIVO

6.1 Metodologia para Aplicacdo da TFDA com Cepas MRSA em Modelo

Invertebrado de Galleria Mellonella

6.1.1 Critério de selecdo do modelo invertebrado de Galleria mellonella

Para a infeccdo de S. aureus in vivo, foram utilizadas larvas de G. mellonella
fornecidas pelo laboratério de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos- UNESP. A quantidade de G. mellonella utilizada
no experimento foi de 10 larvas para cada grupo pré-definido. As larvas foram
infectadas no estagio final da fase larval com peso corporal entre 200 a 250 mg. Os
insetos selecionados apresentaram coloracao clara, sem pigmentos escuros em sua
cuticula, descartando a possibilidade de algum processo infeccioso no animal interferir

nos resultados.

6.1.2 Preparo para infec¢éo in vivo

Para a inoculacdo do microrganismo foram utilizadas seringas Hamilton com
capacidade de 10 uL (Hamilton Inc, EUA) previamente esterilizadas com &cido
peracético (Henkel - Ecolab GmbH, Dusseldorf, Alemanha). As injecdes foram
aplicadas com 10 L da suspensao com S. aureus e inoculadas na hemolinfa do inseto
via sua ultima proleg direita. A limpeza da agulha e da parte interna da seringa foi
realizada regularmente antes de cada experimento e em cada troca do conteudo a ser
injetado. As lavagens foram realizadas com 7 movimentos no émbolo para cima e para
baixo em solucédo de hipoclorito de sodio, &lcool absoluto, Agua destilada estéril e PBS
estéril, respectivamente.

Para cada ensaio de infeccdo foram realizados grupos controle. Este grupo
recebeu a mesma quantidade de injecdes que a dos grupos inoculados com o
microrganismo, porém com 10 yL de PBS. O objetivo deste controle foi avaliar, caso
ocorra a morte do inseto, se a morte foi em virtude do trauma das inje¢cdes ou da
técnica de manipulacdo do operador, excluindo danos fisicos durante a injecdo. Apos
ainjecgao, as larvas foram armazenadas em recipientes plasticos e mantidas no escuro

em estufa a 37°C.
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6.1.3 Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella testes pilotos de concentracoes

de MRSA, fluéncias de luz e concentra¢cdes do FS

No teste de concentracdo de MRSA, foi realizada curva de sobrevivéncia de G.
mellonella injetando nas larvas suspensées nas concentracdes de 10°, 10’ e 108 de S
aureus. No teste de fluéncia de luz foram aplicadas as fluéncias de 10, 25, 50, 75 e
100 J/cm? e densidade de poténcia de 30 mW/cmz2, com comprimento de onda de 660
nm. No teste de concentragcdes do FS, foram inoculados apenas o PDZ nas
concentracdes de 25, 50, 75 e 100 pg.mL*. Em seguida, os animais foram dispostos
em placas de Petri e incubados a 37°C no escuro. Foram realizadas checagens diarias
das larvas, relatando o numero de mortes e o indice de sobrevivéncia. Foi considerada
morta a lagarta que ndo se movimentou ao toque por uma pin¢a metalica. Todos 0s

insetos mortos foram removidos do grupo.

6.1.4 Terapia fotodinamica antimicrobiana em Galleria mellonella

Apoés determinada a concentragcdo bacteriana a ser inoculada, a aplicacdo da
TFDa in vivo foi realizada nos mesmos parametros do experimento in vitro com 50 e
75 pg.mL?! de PDZ e fluéncias de 25 e 50 J/cm? e densidade de poténcia de 30
mW/cm?2. As larvas de G. mellonella foram separadas em cinco grupos experimentais:
Dois grupos controles, um com apenas a injecédo de PBS; outro com a injecdo de PBS
e MRSA, grupo apenas submetido a irradiacao, grupo PDZ com apenas a injecao do
FS e sem irradiacdo e grupo TFDa com a aplicacdo do PDZ e submetido a irradiacéo
(Tabela 3). A quantidade de grupos L, PDZ e TFDa foi dependente da fluéncia de luz

e concentracdes do FS determinadas no decorrer dos experimentos.

Tabela 3 - Divisdo dos grupos experimentais in vivo e local e conteddo das injegcbes em G.
mellonella

GRUPO Proleg direita Proleg esquerda LUZ
Controle PBS PBS PBS -
Controle MRSA MRSA PBS -
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L (fluéncia aplicada) MRSA PBS X
PDZ (concentracao utilizada) MRSA PDZ -
TFDa (fluéncia) + PDZ MRSA PDZ X

Todos os grupos, com excec¢ao do Controle PBS, foram inoculados com MRSA
na proleg direita (tabela 3). Apos 30 min da infeccdo de G. mellonella com MRSA, os
grupos receberam as concentragdes do PDZ ou do PBS (10 uL) na proleg esquerda
e ficaram incubados por 15 min para a internalizacéo do PDZ (figura 14). Em seguida,
cada larva foi disposta em um poco da placa de 24 pocos e 0s grupos que deveriam
receber irradiacdo, foram expostos a luz. J& os outros grupos foram mantidos no
escuro. Apoés a irradiagcdo, os animais ficaram acondicionados em recipientes de
plastico, mantidos no escuro e em estufa a 37°C. O numero de larvas mortas foi
anotado diariamente para determinacéo da curva de sobrevivéncia durante sete dias

ou até a morte completa do grupo TFDa.

Figura 14 - Esquema de infecc¢ao e aplicacdo da TFDa em G. mellonella
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Fonte: Préprio autor

6.1.5 Escala de saude e sobrevivéncia

Foi avaliado a escala de saude e sobrevivéncia de G. mellonella durante a
analise da curva de sobrevivéncia ap0s a aplicacdo da TFDa. A escala foi baseada no

estudo de Loh et al, em 2013, onde foi estabelecido um sistema de pontuacéo
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patoldgica, no qual é avaliado diferencgas sutis na saude das larvas com base em sua
aparéncia. As caracteristicas observadas foram: atividade (movimentacao do animal),
capacidade de formacé&o de casulos, presenca de melanizacao e sobrevivéncia. Para
cada caracteristica foi atribuida uma nota, e ao final a soma das notas variade 0 a 10
(LOH et al., 2013).

6.1.6 Analise hemocitaria

Para a analise hemaocitaria, foi inoculado S. aureus em G. mellonella na
concentracdo de 107 bactérias e apés submetidas a TFDa nas condi¢Ges descritas
anteriormente, as larvas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C durante 30
minutos. A divisdo dos grupos esta descrita na tabela 4, para cada grupo foi utilizado
a quantidade de 10 larvas/grupo.

Tabela 4 - Divisao dos grupos experimentais para analise hemocitéria, local e conteldo das
injecdes em G. mellonella

GRUPO Proleg direita Proleg esquerda LUZ
Controle PBS PBS PBS -
Controle PBS (L10) PBS PBS X
Controle PBS (PDZz) PBS PDZ -
Controle PBS (PDZ + L10) PBS PDZ X
Controle MRSA MRSA PBS -
L (fluéncia aplicada) MRSA PBS X
PDZ (concentracao utilizada) MRSA PDZ -
TFDa (fluéncia) + PDZ MRSA PDZ X

A coleta da hemolinfa foi realizada a partir da imobilizacéo das lavas em placas
de Petri. Em seguida, os animais foram cortados com bisturi na parte ventral no
sentido cefalo-caudal e espremidos para a retirada da hemolinfa. Foram coletados 10
ML da hemolinfa e diluidos em 990 uL de solugédo de IPS (tampao anticoagulante
estéril — 150nM de cloreto de sddio, 5nM de cloreto de potassio, 10nM de tris-HCL PH
6,9, 10nM de EDTA e 30nM de citrato de sddio) dispostos em eppendorfs previamente
gelados. A contagem de hemacitos foi realizada em camaras de Neubauer.

6.1.7 UFC/mL de hemolinfa

Ap6s a TFDa foi realizado a contagem de unidades formadoras de colbnias

(UFC/mL) da hemolinfa, para avaliar a permanéncia de S. aureus na G. mellonella apos
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a aplicacéo da terapia. A coleta da hemolinfa foi realizada como descrita anteriormente,
apos 30 minutos da aplicagdo da terapia. Em seguida, a solugéo foi submetida a diluicéo
seriada em PBS e semeada em agar BHI pelo método de gota escorrida. Apés 24 h foi

realizada a contagem de UFC/mL e os resultados foram transformados em logo.

6.1.8 Anélise estatistica

Nos experimentos in vivo escala de saude, analise hemocitaria e UFC/mL de
hemolinfa, as analises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas utilizando
o software Bioestat 5.0, com teste ANOVA e Tukey two way, considerando valor de
p<0,05. Ja para os experimentos de sobrevivéncia das larvas a analise estatistica foi

realizada com o teste de Logrank.

6.2 Resultados

6.2.1 Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella apés inoculacdo de MRSA

Inicialmente, foi realizado o teste de curva de sobrevivéncia avaliando a
inoculagdo de MRSA em Galleria mellonella nas concentragées de 108, 107 e 108
bactérias.

Foi possivel observar que houve sobrevivéncia de 100% das G.mellonella no
grupo controle até o periodo de 120 h apés a inoculagdo. Ja no grupo 108 pdde-se
observar que em 24 h apdés a inoculacdo houve sobrevivéncia de apenas 10% das
larvas, enquanto em 48 h essa concentracgéao foi letal para G. mellonella.

No grupo 107 pode-se observar que em 24 h 90% das larvas sobreviveram a
esta concentracdo e que o periodo de letalidade total das G.mellonela ocorreu 96 h
apoés. O grupo 108 também apresentou 90% de sobrevivéncia em 24 h, entretanto o
periodo de letalidade das larvas se estendeu para 120h. Desta forma, foi possivel
observar diferencas significativas entre o grupo controle e todos as concentracdes
bacterianas. O grupo 106 e 107 apresentaram diferencas significativas em relacédo ao
grupo 108. Mas ao comparar os grupos 10° e 107 ndo foi possivel observar diferencas
significativas.

A escolha da concentracdo a ser inoculada para os experimentos seguintes, foi

realizada com base em uma concentracdo com um periodo de letalidade
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intermediario, que ndo seja letal em 24 h, mas que seja letal em um curto periodo para
avaliar a eficacia da TFDa com PDZ em inativar a infec¢do causada por cepas MRSA
e auxiliar na sobrevivéncia das G. mellonella. Deste modo, foi selecionada a
concentracdo de 107 que apresentou periodo de letalidade intermediario em relacéo
as outras concentracdes avaliadas. Todas as concentracdes testadas demonstraram
maior indice de mortalidade das larvas inoculadas por MRSA a partir de 48 h apos a

inoculacao (figura 15).

Figura 15 - Teste de concentracdo bacteriana apresentando grupo controle, sem inoculagéo
bacteriana e grupos com inoculacdo de MRSA nas seguintes concentragdes 108, 107, 108 e
legenda estatistica com comparacao entre 0S grupos.

TESTE DE CONCENTRAGCAO BACTERIANA

100 . —=— Controle
S L ~~ 10° bactérias
© T .
' —— 10’ bactérias
C 60+ .
= 10® bactérias
=
a 40 - .
E I.EGEN_DA ESTATISTICA
o Controle x 10% 107 10® bactérias (p =< 0,0001)
n 204 10% baciérias x 107 bactérias(p 0.3310)
1 10% bactérias x10° bactérias (p 0,0003)
0 T T T T T i T 107 bactérias ¥ 10° bactérias (p 0.0004)
0 20 40 60 80 100 120 140

Horas

Fonte: Préprio autor.

Foram utilizadas as fluéncias de 100, 75, 50, 25 e 10 J/cm? com intensidade de
30 mW/cmz2, as quais demonstraram que apenas a acao da luz em todas as fluéncias
aplicadas néo foi citotoxica para G. mellonella, ndo obtendo diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle (figura 16). Tendo em vista a auséncia da citotoxicidade
foram selecionadas as fluéncias de 25 e 50 J/cm? para a aplicacéo inicial da TFDa
com PDZ.
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Figura 16 - Teste de dose de luz, apresentando grupo controle, mantido na auséncia da luz, e
grupos submetidos afluéncia de 10, 25, 50, 75 e 100 J/cm? e intensidade de 30 mW/cm?2. Legenda
estatistica com comparacé&o entre 0s grupos.

TESTE DE FLUENCIA DE LUZ

100 - =+. Controle
‘5? : 4 " = 10 Jiem®
=~ 801
L 25 Jiem?
e
@ 607 —— 50 Jiem?
e
> 404 - 75 Jiem?
| .
o
o = 100 Jicm?
o 204
LEGENDA ESTATISTICA
0 Confrole x 10 Jiem? (p 1,0000)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 |Controle x25 Jiem (p 1,0000)
Horas Confrole x 50 Jiem?® (p 0,3404)

Confrole x 75 Jiem® (p 0,3404)
Confrole x 100 Jiem® (p 1,0000)

Fonte: Préprio autor.

Foram testadas concentragbes de PDZ de 25, 50 75 e 100 pg/mL, ndo foi
observada diferencas significativas em relagdo ao grupo controle, demonstrando que
a acdo sozinha do PDZ nas concentracfes utilizadas ndo foram citotoxicas para
G.mellonella (figura 17). Em razdo da auséncia da citotoxicidade foram selecionadas

concentra¢cdes do PDZ de 50 e 75 ug/mL, semelhantes as estudo in vitro.
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Figura 17 - Teste de concentracdo do FS, apresentando grupo controle, sem a inoculagdo do
PDZ, e grupos submetidos ao PDZ nas concentragcdes de 25, 50, 75 e 100 pg/mL. Legenda
estatistica com comparacé&o entre 0s grupos.

TESTE DE CONCENTRACAO DO FS

1uu-—|—-—I—l—¢—T-|-:-a-l-t-|-:-a-l-t-|-:-a-l-'l' -k CDntrﬁle
% 0 [ ' == 25 pg/mL
o == 50 pg/mL
T
& 604 75 pg/mL
= ,
S »® 100 pg/mL
o 40 -
E LEGENDA ESTATISTICA
o 20 Controle x 25 ug/mlL {(p 0,3173)
w i Controle x 50 ug/mL (p 0,1464)
Contrele x 75 wg/mL {(p 1,0000)
0 T T T 1 |Controle x 100 pg/mL (p 1,0000)
0 50 100 150 200

Horas

Fonte: Préprio autor.

6.2.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana em Galleria mellonella

A TFDa foi aplicada inicialmente com as concentracdes de PDZ de 50 e 75
ng/mL e fluéncias de 25 e 50 J/cm?, utilizadas nos experimentos in vitro. Porém, os
grupos TFDa com esses parametros foram citotoxicos para as larvas, néao
influenciando na sobrevivéncia. Desta forma, foram realizados sucessivos testes com
menores concentracdes de PDZ e fluéncias de luz até alcancar as concentracdes de
PDZ 5; 25x102 e 25x10° pg/mL e fluéncia de luz de 10 J/cm? (figura 18).
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Figura 18 - TFDa com PDZ em G. mellonella, apresentando os grupos Controle PBS néo
irradiado, grupo L irradiado a 10 J/cm?, Controle MRSA, grupo PDZ e TFDa. Figura (A) —
apresenta a concentracdo de PDZ 5 pug/mL; Figura (B) 25x102 ug/mL e Figura (C) 25x10¢ug/mL.
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.
-8 | LEGENDA ESTATISTICA
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Fonte: Préprio autor.
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ApoOs a aplicagdo da TFDa em G. mellonella com PDZ nas concentragdes de 5,
25x10?; 25x10° pg/mL com irradiacdo a fluéncia de 10 J/cm?, foi possivel observar
gue o grupo CTRL PBS obtive sobrevivéncia de 100% no periodo de até 168 h (7
dias), demonstrando que a manipulacéo das larvas e nao influenciou na mortalidade
(figura 31).

O grupo CTRL MRSA apresentou sobrevivéncia de 60 % em 24 h, 20% em até
72 h, com letalidade em 96 h. Os grupos PDZ e L 10 J/cm?, demonstrando
sobrevivéncia semelhante ao do grupo CTRL MRSA, sugerindo que a mortalidade foi
parecida independente da aplicagéo da luz, ou da concentracdo do FS, demonstrando
gue a morte das larvas foi em fungéo da infeccdo por MRSA.

A sobrevivéncia dos grupos TFDa 5 pg/mL e TFDa 0,000025 pg/mL ocorreu de
forma semelhante ao do CTRL MRSA, demonstrando que a acdo da TFDa nestes
parametros utilizados néo influenciou na sobrevivéncia das larvas, ndo apresentando
diferencas significativas entre os grupos. Entretanto, o grupo TFDa 0,25 pg/mL
apresentou menor mortalidade em relacdo ao grupo controle MRSA auxiliando na
sobrevivéncia das larvas em 90 % em 24 e 40% em até 168 h, ndo apresentando
mortalidade total no periodo de 7 dias, obtendo diferencas significativas em relacéo
ao grupo CTRL MRSA. Demonstrando o potencial da terapia com PDZ em inativar o

microrganismo sem causar maiores danos ao hospedeiro.

6.2.3 Escala de saude e sobrevivéncia

Realizada a escala de saude ap0s a aplicacdo da terapia nas concentracdes
de PDZ de 5; 25x102; 25x106 ug/mL e fluéncia de 10 J/cm? foi possivel observar que
o indice de saude dos grupos CTRL PBS e L 10 J/cm? foi aproximadamente 10,
demonstrando que apenas a acao da luz, assim como o manuseio das larvas néo
influenciou na diminuicdo do indice de saude, obtendo diferencas significativas com
todos os demais grupos.

Os grupos CTRL MRSA, PDZ e L 10 J/cm? apresentaram escalas de salde
semelhantes com minimas variacfes de 4,5/3 a 1,5/0 dentro do periodo de 48 h. O
grupo controle MRSA obteve o indice de saude de aproximadamente 4 em 24 h,
atingindo o indice 0 em 96 h. O grupo PDZ 25x102 e 25x10% ug/mL apresentaram
indices 3 e 4 respectivamente, atingindo indice 0 em 48 h. Ja o grupo PDZ 5 pg/mL

obteve indice 4,5 em 24 h e 0 em 96 h, demonstrando que a saude das larvas na
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concentragcdo de 5 pg/mL foi ligeiramente melhor em relagdo aos outros grupos PDZ
porém sem diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.

Os indices de saude dos grupos TFDa 5 pg/mL e TFDa 25x10¢ pg/mL foram
semelhantes ao do grupo CTRL MRSA, obtendo indices aproximadamente 2 e 3 em
24 h, alcancando indice 0 em 120 e 96 h respectivamente. Ja grupo TFDa (10) 0,25
obteve indices maiores em relacdo ao grupo CRTL MRSA demonstrando que a acao
da terapia melhorou a saude das larvas, obtendo diferencas significativas entre os
grupos. Porém, ndo a ponto de comparar com larvas totalmente sadias exemplificadas
pelo grupo CRTL PBS, obtendo diferencas significativas entre o grupo TFDa 0,25
Hg/mL e o grupo controle PBS.



70

Figura 19 - Escala de saude de G. mellonella p6s TFDa, apresentando os grupos Controle PBS
ndo irradiado e irradiado a 10 J/cm?, Controle MRSA, apenas PDZ 5; 25x10% 25x10% ug/mL,
apenas L 10 J/cm2 e TFDa 5; 25x10?; 25x10° pg/mL com a fluéncia de 10 J/cm?. O icone *
demonstra diferenca estatistica entre os grupos.

ESCALA DE SAUDE APOS TFDa
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D
% 8 - PDZ 5 ug/ml
@ = —* PDZ 25x107 ug/ml
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T 4 B TFDa 5 ug/mi
T2 . TFDa 25x10°2 ug/ml
0 ——— m e ¥ TFDa 25x10° pg/ml
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Horas

Fonte: Préprio autor.
6.2.4 Andlise hemocitaria

Baseado nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, foi selecionada a
concentracédo de 25x10? pg/mL de PDZ e a fluéncia de 10 J/cm? para a aplicacédo da
TFDa e a posterior contagem de hemdacitos.

Avaliando a contagem hemocitaria foi possivel observar que todos os grupos
controle PBS [CTRL PBS, CTRL PBS (L10), CTRL PBS (PDzZ) e CTRL PBS
(PDZ+L10)] ndo obtiveram diferencas significativas entre si, demonstrando que a acao
apenas da luz, apenas do PDZ na concentragdo de 25x102e a combinagéo PDZ e luz
ndo influenciaram no aumento de hemacitos.

O grupo CTRL PBS néo apresentou diferencas significativas em relacdo ao
grupo CTRL MRSA, sugerindo que a presenca das cepas MRSA néo foi capaz de
induzir maior resposta imune nas larvas. Entretanto o grupo CTRL MRSA obteve
diferencas significativas em relacdo ao grupo CTRL MRSA (L10) irradiado,
demonstrando que a acao da luz combinada a presenca das bactérias MRSA foi capaz

de induzir a diminui¢cdo na produgdo de hemacitos.
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O grupo CTRL PBS néo obteve diferencas significativas em relacdo ao grupo
CTRL MRSA (PDZ 25 x 107?), sugerindo que a intera¢do do PDZ com a cepa MRSA
nao influenciou no aumento da resposta imune. Entretanto, na presenca da luz, o
grupo CTRL MRSA (PDZ 25 x 10?) obteve diferencas significativas com o grupo TFDa
25 x 1072, significando que a aplicacédo da terapia favoreceu a producéo de hemécitos
(figura 33).

Além disso, o grupo TFDa 25 x 10-2também obteve diferencas significativas em
relacédo ao grupo CTRL PBS e CTRL MRSA, demonstrando que a aplicacao da terapia
aumentou a producéo de hemdcitos em comparagdo com a resposta imune produzida

apenas na presenca das bactérias.

Figura 20 - Contagem hemocitaria de G.mellonella pés TFDa, apresentando os grupos Controle
PBS néo irradiado, Controle PBS irradiado a 10 J/cm?2, Controle PBS com PDZ, Controle PBS
com PDZirradiado a 10 J/cm?, Controle MRSA, Controle MRSA apenas irradiado, Controle MRSA
apenas PDZ 25 x 102 ug/mL e TFDa 25 x 102 ug/mL com a fluéncia de 10 J/cm?.
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Fonte: Préprio autor.
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6.2.5 UFC/mL de hemolinfa

Os valores absolutos do numero de UFC/mL transformados em logio (figura
21). O grupo CTRL PBS apresentou discreta presenca bacteriana, caracteristica
natural da espécie G. mellonella. Os grupos submetidos a infeccdo com MRSA
mantiveram em torno de 6 logio independente da aplicacdo da luz ou do PDZ isolados.
Sendo assim, obtiveram diferengca significativa com o grupo CRTL PBS,
demonstrando a infeccdo instalada. Quando submetidos a TFDa pode-se observar

discreta reducéo bacteriana, porém nao significativa em relacdo ao CTRL MRSA.

Figura 21 - Contagem bacteriana p6és TFDa, apresentando os grupos Controle PBS, Controle
MRSA, apenas PDZ 25 x 102 ug/mL, apenas L 10 J/cm? e TFDa 25 x 102 ug/mL com a fluéncia de
10 J/cm?.
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o
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Fonte: Préprio autor.
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6.3 Discussao

O modelo invertebrado de G. mellonella esta sendo usado cada vez mais para
pesquisas in vivo, ja que, apresenta um sistema imunoldgico eficaz, constituido por
hemdécitos, que neste caso, permite a compreenséo dos efeitos causados pela terapia
(FIGUEIREDO-GODOI et al.,, 2019; KANGASSALO, 2020). Apesar da acdo do
sistema imune de G. mellonella, os agentes patogénicos podem conseguir instalar a
infeccdo e levar o inseto a morte. Algumas das possiveis causas da falha do sistema
imunoldgico séo: dificuldade do reconhecimento imunolégico em raz&o de alteracdes
dos patdgenos em relacédo a parede celular, acdo de diversos fatores de viruléncia,
alta exposicdo aos microrganismos, presenca de multiespécies, entre outros
(KANGASSALO, 2020; ROSSONI et al., 2019a)

Primeiramente, no estudo atual, foi avaliada a susceptibilidade de G. mellonella
a infeccdo por cepas MRSA nas concentragdes de 10°, 107 e 102 células/larva. Nos
resultados foi possivel observar que os niveis de sobrevivéncia das larvas foram
dependentes da quantidade de MRSA aplicadas, sendo que na concentracéo de 10°
o periodo de letalidade total das larvas foi de 120 h apés a inoculacéo, enquanto &4 107
o periodo foi de 96 h e &4 108 foi a concentracdo mais patogénica para as larvas com
letalidade em 48 h. A partir destes dados a concentracdo de 107 células/lagarta foi
selecionada para todos os ensaios subsequentes, visto que, para avaliar a acdo da
TFDa é interessante uma concentracdo com patogenicidade intermediaria. Ja que,
caso seja pouco patogénica, pode néo oferecer danos ao hospedeiro, mas se for muito
patogénica pode causar mortalidade antes da aplicacdo da terapia. Alvarenga e
Santos, em 2015, avaliaram a TFDa com AM em modelo de G. mellonella apos a
infeccdo por P. gingivalis. Para determinar a concentracao de bactéria a ser inoculada,
analisaram as concentracdes de 102, 103, 10%, 10° e 10, sendo que a concentragéo
de 102 ndo causou infecgdo no hospedeiro. J& a concentracédo de 108 houve letalidade
total. Desta forma, os autores selecionaram a concentracédo de 10 para inoculacéo,
visto que, apresentou patogenicidade intermediaria (ALVARENGA; SANTOS, 2015).
Portanto, € fundamental estabelecer a concentracdo bacteriana a ser inoculada, pois
a patogenicidade varia para cada espécie e cepa de acordo com a resisténcia e fatores
de viruléncia presentes.

No estudo atual, foram avaliadas diversas concentracbes do PDZ e diversas

fluéncias que ndo demonstraram toxicidade as larvas quando na auséncia do
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microrganismo. Deste modo, os parametros utilizados inicialmente para a aplicagéo
da TFDa foram selecionados baseados no método in vitro com concentracdes de PDZ
50 e 75 pg.mL* e fluéncias de 50 e 25 J/cm?. Apesar de apresentarem reducdes do
biofilme de MRSA, os grupos TFDa se demonstraram toxicos para as larvas de G.
mellonella, obtendo letalidade total em 24 h. Ap6s a reducdo consecutiva dos
parametros foi alcancada acdo benéfica da terapia com os parametros 5; 0,25 e
0,000025 pg.mL? com fluéncia de 10 J/cm?, destacando a concentracdo de 0,25
Hug.mL? que garantiu a sobrevivéncia de 40% das larvas no periodo de até 168 h,
demonstrando o potencial da terapia com PDZ para o tratamento de infeccdes com
MRSA.

Garcez et al. em 2020 avaliou o efeito da TFDa com AM (100 yuM) combinada
a antibioticos em larvas de G. mellonella infectadas por cepas multirresistente de E.
col. Os parametros de irradiacéo utilizados foram 3 e 18 J/cm? e 100 mW/cm? (660nm).
Como resultado observaram que 0s grupos com apenas antibiético ou TFDa nao
melhorou a sobrevida de larvas, mas a terapia combinada aumentou
significativamente a curva de sobrevivéncia. Além disso, em testes in vitro com
bioflme de E. coli observaram por crio-tomografia de elétrons que imagens
fluorescentes mostram que TFDa parece promover micro-danos ao envelope celular
e causa a producdo de vesiculas de membrana que permeabilizam membranas
celulares, demonstrando a capacidade da TFDa em causar danos a estrutura
bacteriana (GARCEZ et al., 2020). Junior et al., em 2013, utilizou G. mellonella para
avaliar a acdo da TFDa com AM em infeccoes por cepas multirresistentes de
Enterococcus faecium, avaliando também a acdo combinada a antibiéticos (CHIBEBE
JUNIOR et al. 2013a). Concluindo que a TFDa prolongou a sobrevivéncia das larvas
e quando associada ao tratamento com antibiéticos demostrou que a cepa que antes
era resistente a vancomicina, apos o tratamento da TFDa combinada a vancomicina,
tornou as bactérias mais suscetiveis ao antibidtico. Portanto, sugere-se que o pré-
tratamento com a TFDa pode torna-las mais suscetiveis aos antibioticos, sendo
interessante realizar estudos com cepas MRSA.

O sistema imune de G. mellonella é dividido pela resposta imune celular e
resposta imune humoral. A resposta imune celular € mediada por células fagocitarias,
0s hemdacitos, que além de serem responsaveis pela ingestdo dos invasores, auxiliam
no encapsulamento e coagulacdo (HOFFMANN, 1995; JEMEL et al., 2020; WOJDA,

2017). Os plasmatocitos e células granulares sdo o0s principais hemdcitos



75

responsaveis pela fagocitose e o encapsulamento. A fagocitose ocorre de forma
semelhante ao sistema imune dos mamiferos, com o englobamento e degradacédo do
invasor. Essa degradacao pode ocorrer pela atuacéo de enzimas ou pela geracao de
ERO. Os hemdcitos sao capazes de produzir proteinas p47 e p67, que promovem a
producéo de superoxido (NADPH oxidase), gerando reacdo de oxidacdo e formacéo
de ERO, assim como os neutrofilos nos mamiferos. J& o encapsulamento, a acéo
inicial dos hemdcitos, pode desencadear liberacdo de materiais citotoxicos pelo
mecanismo de defesa dos microrganismos, por exemplo, proteina de
polissacaropéptido. Desta forma, os plasmdcitos se dispdem em camadas ao redor do
corpo estranho e formam uma espécie de capsula, inibindo a acdo citotoxica
(CHAMPION; TITBALL; BATES, 2018; JEMEL et al., 2020; VERTYPOROKH;
WOJIDA, 2020).

A analise hemocitaria no presente estudo demonstrou um aumento significativo
de hemdcitos apds a aplicacdo da terapia. No grupo CTRL MRSA foi possivel observar
aproximadamente 41 X10’ hemdcitos, enquanto na TFDa aumentou
aproximadamente 86 x 10’ hemdcitos, demonstrando que a aplicacdo da terapia
influenciou no aumento da resposta imune auxiliando no combate da infeccao.
Alvarenga, em 2015, aplicaram a TFDa com AM em G.mellonella infectadas por
P.gingivalis. ApoOs realizada a TFDa, foi observada um aumento de 25% de
sobrevivéncia das larvas em relacdo ao grupo controle. Entretanto, apesar de
influenciar na sobrevivéncia, a andlise hemdcitaria pés TFDa ndo demonstrou
aumento na resposta imune, o grupo controle obteve 30 x 10* hemdcitos, enquanto o
grupo TFDa obteve 19 x10* hemécitos (ALVARENGA, 2015). Desta forma, pode-se
supor que apesar de no atual estudo obter aumento da resposta imune com a TFDa,
a aplicacdo da terapia nem sempre deve influenciar no aumento de hemacitos,
demonstrando que a escolha do FS e dos parametros utilizados € crucial para o
desempenho da TFDa.

Durante a infec¢do, ocorre a regulacdo muatua da resposta imune celular com a
resposta imune humoral, onde o0s hemdcitos sintetizam e secretam moléculas
humorais para a hemolinfa, tais como, proteinas, peptideos antimicrobianos (AMPSs) e
melanina. Os AMPs tém func&o de quebrar membranas patogénicas, tem toxicidade
seletiva afetando apenas as células do microrganismo, sua a¢ao é mais rapida do que
o tempo de duplicacdo do microrganismo, ndo ha relatos de resisténcia bacteriana as

AMPs e grande parte desta molécula € produzida no corpo de gordura e destinada a
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hemolinfa (KANGASSALO, 2020; SINGKUM et al., 2019). O processo de melanizacao
também faz parte do sistema imune humoral e é realizado por uma cascata, regulada
pela enzima fenol oxidase (PO), na qual apés infeccdo ou leséo na area onde houve
um processo de coagulacdo, formacao de capsulas, fagocitose ou lesfes, ocorre a
melanizagdo. Deste modo, a melanizagdo € um importante indicativo de infeccdo ou
lesdo, podendo ser identificada visualmente (COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000;
VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

A escala de saude avaliada no estudo foi baseada no estudo de Loh et al., em
2013, o qual propds uma analise da saude das larvas com base em sua aparéncia. As
caracteristicas observadas foram: a movimentacdo do animal, capacidade de
formacgao de casulos, presenca de melanizagéo e sobrevivéncia, com notas de 0 a 10
(LOH et al., 2013). No estudo atual foi observado que as larvas tratadas apenas com
PBS mantiveram a saude integra com notas de aproximadamente 10 ao longo dos
sete dias observados. Os demais grupos, obtiveram um padrédo de diminuicdo da
saude ao longo dos dias, com excec¢do do grupo TFD (0,25) que obteve nota inicial de
aproximadamente 7, mantendo nota 4 ao longo dos sete dias. Demonstrando que a
concentracdo de 0,25 ug.mL* irradiada a 10 J/cm? sdo parametros promissores para
aplicacdo da TFDa para futura aplicacéo clinica.

O teste de UFC/mL de hemolinfa foi realizado para observar a presenca das
bactérias apds a aplicacao da terapia. Os grupos submetidos a infeccdo com MRSA
mantiveram em torno de 6 logio independente da aplicacdo da luz ou do PDZ isolados.
Quando submetidos a TFDa pdde-se observar discreta reducao bacteriana, porém
nao significativa em relacdo ao Controle MRSA, sugerindo a ineficacia da terapia.
Entretanto ao comparar com os resultados de sobrevivéncia de G.mellonella foi
possivel observar que a longo prazo uma aplicacdo da terapia foi benéfica,
estendendo a sobrevivéncia além de 120 h. Além disso, ao comparar os resultados de
analise hemocitaria e UFC/mL de hemolinfa, ambos avaliados em 30 min apos a
aplicagcdo da TFDa, observa-se um aumento significativo dos hemadcitos enquanto nos
resultados de UFC/mL ndo ha diminuicdo bacteriana significativa. A diferenca nos
resultados destes experimentos provavelmente ocorreu porque o sistema imune das
larvas esta aumentando pelo estimulo da terapia, porém o tempo de 30 minutos talvez
ndo tenha sido suficiente para os hemocitos agirem e auxiliarem na inativacao
bacteriana, justificando que a acado tardia dos hemdcitos foi capaz de estender a

sobrevivéncia das larvas. Chibebe Junior et. al., em 2013a, aplicou a TFDa em
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modelos de G. mellonella infectados por E. faecium e avaliaram UFC/mL de hemolinfa
em diferentes horas (0, 2, 4, 8, 12, 24 h) ap0s a aplicacdo da terapia. O periodo de 2
h apresentou menor UFC/mL, enquanto em 8 h apresentou o pico de UFC/mL
(CHIBEBE JUNIOR et al., 2013a). Desta forma, seria interessante avaliar UFC/mL de
hemolinfa do presente estudo em diversos tempos como, por exemplo, tempos
maiores que 30 minutos. Além disso, pode-se perceber que apesar da diminuicdo de
UFC/mL em 2 h, houve crescimento da infeccdo em 8 h, deste modo a aplicacao
seriada da terapia se torna interessante para evitar o aumento da infeccao.

Chibebe Junior et. al.,, em 2013b, avaliaram o numero de células fungicas
recuperadas da hemolinfa de G. mellonella infectada por C. albicans imediatamente
apos a aplicacdo da TFDa. Neste caso a avaliagdo imediata apos a aplicacdo da
terapia demonstrou reducao significativa do microrganismo quando comparado com o
grupo néo irradiado (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013b). Desta forma, é interessante
avaliar a resposta de tempo individualizada para cada microorganismo.

Por este motivo, sugere-se novos testes para avaliar a longo prazo a contagem
bacteriana ap6s TFDa, assim como, a analise hemocitaria para justificar esse auxilio
dos hematdcitos na inativacdo. Além disso, seria interessante a aplicacao seriada da
terapia visando ndo apenas a producdo de ERO para inativacdo, mas também a
estimulacdo seriada do sistema imune das larvas. Sugerindo que, assim como, o
tratamento com antibiéticos é necessario estabelecer adequados parametros (de luz

e FS), além do tempo adequado entre as administracdes do tratamento.
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7 CONCLUSAO GERAL

Foi possivel concluir que o PDZ nas concentracdes de 50 e 75 pug.mL™! nao foi
citotoxico para biofilmes de MRSA, e quando submetidos a TFDa com irradiacédo de
25, 50 e 100 J/cm? apresentaram reducdo significativa de UFC/mL do biofilme.
Observando-se reducdo maxima de 6,71 logio nos parametros de irradiacdo de 100
Jicm?e PDZ a 75 pg.mL* com reducdo da metabolizacdo bacteriana, produzindo altas
guantidades de ERO capazes de afetar a viabilidade bacteriana e reduzir a biomassa
avaliada por MEV.

A aplicacédo da TFDa no modelo invertebrado de G. mellonella demonstrou que
0s parametros que foram eficazes no método in vitro foram téxicas para as larvas.
Entretanto, ap0s sucessivas reducdes da concentracdo do PDZ e das fluéncias de luz,
os parametros de 0,25 pg.mL* e 10 J/cm? mantiveram sobrevivéncia de 40% das
larvas ao longo de sete dias, sendo observado também o aumento da resposta imune
e melhora na saude das larvas.

A acao da terapia foi eficaz, reforcando o potencial da Terapia Fotodinamica
antimicrobiana como uma alternativa no tratamento de infeccbes bacterianas por
MRSA. Além disso, é possivel sugerir a aplicacdo seriada da TFDa com PDZ em

estudos futuros a fim de atingir completa inativacao do biofilme e em modelos in vivo.
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