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RESUMO

Os microrganismos podem ser fontes naturais de diversas moléculas com potencial biotecnoldgico
para producdo de compostos para aplicacdes clinicas e industriais trazendo solugdes inovadoras e
sustentaveis nessas areas. A bacterioclorofila extraida de grupos de bactérias parpuras ndo sulfurosas
guando modificada estruturalmente pode originar o fotossensibilizador Bacterioclorina, que é
utilizado em terapia fotodindmica. A Terapia Fotodinamica é uma reacdo fotoquimica que requer a
presenca de moléculas fotossensibilizadoras que, irradiadas com luz de um comprimento de onda
especifico, leva a geracdo de espécies reativas de oxigénio, através da excitacdo do oxigénio
molecular e, consequentemente, resultam em morte celular. Tem sido utilizada para tratamento de
infeccbes bacterianas e/ou flngicas, exibindo vantagens se comparado a antibidticos, visto que
diminui a resisténcia bacteriana neste tipo de terapia. Além disso, a terapia fotodinamica tem
mostrado eficiéncia tanto para bactérias Gram-positivas quanto para bactérias Gram-negativas. Para
tanto, neste estudo, microrganismos pigmentados isolados de sedimentos de diferentes ambientes
incluindo, chorume, fundo de lago e o ambiente Antartico, foram testados a fim de obter
fotossensibilizadores naturais. Também foi produzida uma bacterioclorina catidnica (Bchl-Cat)
obtida da extracdo da bacterioclorofila de Rhodopseudomonas faecalis. Bchl-Cat e uma
bacterioclorina metoxi (Bchl-M) foram utilizadas para estudos de fotoinativacdo. Os resultados
obtidos demonstram potencial biotecnolégico de uma molécula extraida de bactéria de amostras de
chorume. Além disso, a bacterioclorina catiénica (Bchl-Cat) inativou o microrganismo Gram-
positivo, Staphylococcus aureus. Para Pseudomonas aeruginosa a inibicdo alcangcou cerca de 3 logs
na concentracdo de 100 uM de Bchl-Cat e dose de luz de 45 J/cm?. Em Escherichia coli a inibicio
foi cerca de 4 logs na concentragéo de 250 pM de Bchl-Cat e dose de luz de 45 J/cm?. Em Salmonella
typhimurium a inibicdo de 5 logs na concentracdo de 250 uM de Bchl-Cat e doses de luz de 20, 30 e
45 J/cm?. Para a levedura Candida albicans, Bchl-Cat inibiu cerca de 3 logs na concentracdo de 100
UM e dose de luz de 45 J/cm?. Bchl-M conseguiu inibir cerca de 3 logs na concentracio de 250 pM
e doses de luz de 20, 30 e 45 J/cm? da levedura Candida albicans. Estes resultados séo significativos
e podem indicar inativacdo de bactérias Gram-negativas com fotossensibilizador cationico. Estudos
posteriores podem inserir mais grupamentos catiénicos na molécula a fim de aumentar sua capacidade
de interagdo com a parede celular desses microrganismos.

Palavras-chave: Gram-positiva; Gram-negativa; levedura, fotoinativagdo; resisténcia bacteriana;
cationica.



BILHA, Juliana K. Potencial Biotecnoldgico de Microorganismos en la Obtencion de
Bacterioclorinas para la Inactivacion Fotodindmica. Fecha de defensa: 14 de marzo de 2025. Hojas
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RESUMEN

Los microorganismos pueden ser fuentes naturales de diversas moléculas con potencial
biotecnoldgico para producir compuestos para aplicaciones clinicas e industriales, aportando
soluciones innovadoras y sostenibles en estas areas. La bacterioclorofila extraida de grupos de
bacterias moradas sin azufre, cuando se modifica estructuralmente, puede dar lugar al
fotosensibilizador bacterioclorina, que se utiliza en terapia fotodinamica. La Terapia Fotodinamica
es una reaccion fotoquimica que requiere la presencia de moléculas fotosensibilizantes que, al ser
irradiadas con luz de una longitud de onda especifica, conduce a la generacidn de especies reactivas
de oxigeno, a través de la excitacion del oxigeno molecular y, en consecuencia, resulta en la muerte
celular. Se ha utilizado para tratar infecciones bacterianas y/o fangicas, mostrando ventajas frente a
los antibidticos, ya que en este tipo de terapia no se produce resistencia bacteriana. Ademas, se ha
demostrado que la terapia fotodindmica es eficaz tanto para bacterias Grampositivas como Gram-
negativas. Para ello, en este estudio se probaron microorganismos pigmentados aislados de
sedimentos de ambientes cloacales, ambientes de fondo de lagos y ambiente antartico con el fin de
obtener fotosensibilizadores naturales. También se produjo una bacterioclorina catidnica (Bchl-Cat)
obtenida de la extraccion de bacterioclorofila de Rhodopseudomonas faecalis. Se utilizaron Bchl-Cat
y una bacterioclorina metoxi (Bchl-M) para estudios de fotoinactivacion. Los resultados obtenidos
demuestran el potencial biotecnolégico de una molécula extraida de bacterias en muestras de
lixiviados. Ademas, la bacterioclorina catidnica (Bchl-Cat) inactivé el microorganismo grampositivo
Staphylococcus aureus. Para Pseudomonas aeruginosa, la inhibicién alcanzé aproximadamente 3 log
a una concentracion de 100 uM de Bchl-Cat y una dosis de luz de 45 J/cm?2. En Escherichia coli la
inhibicidn fue de aproximadamente 4 log a una concentracion de 250 uM de Bchl-Cat y una dosis de
luz de 45 J/cm?. En Salmonella typhimurium la inhibicién de 5 logs a una concentracion de 250 pM
de Bchl-Cat y dosis de luz de 20, 30 y 45 J/cm?. Para la levadura Candida albicans, Bchl-Cat inhibio
aproximadamente 3 logs a una concentracion de 100 pM y una dosis de luz de 45 J/cm?. Bchl-M fue
capaz de inhibir alrededor de 3 logs a una concentracion de 250 uM y dosis de luz de 20, 30 y 45
Jiem? de la levadura Candida albicans. Estos resultados son significativos y pueden indicar la
inactivacién de bacterias Gramnegativas con un fotosensibilizador cationico. Otros estudios pueden
insertar méas grupos catidnicos en la molécula para aumentar su capacidad de interactuar con la pared
de estos microorganismos.

Palabras clave: Grampositivos; Gramnegativos; levadura; fotoinactivacion; resistencia bacteriana;
cationico.



BILHA, Juliana K. Biotechnological Potential of Microorganisms in Obtaining Bacteriochlorins for
the Photodynamic Inactivation. Defense date: March 14, 2025. Total number pages: 82. Thesis
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ABSTRACT

Microorganisms can be natural sources of several molecules with biotechnological potential to
produce compounds for clinical and industrial applications, providing innovative and sustainable
solutions in these areas. Bacteriochlorophyll extracted from groups of non-sulfur purple bacteria,
when structurally modified, can produce the photosensitizer Bacteriochlorin, which is used in
photodynamic therapy. Photodynamic therapy is a photochemical reaction that requires the presence
of photosensitizing molecules that, when irradiated with light of a specific wavelength, lead to the
generation of reactive oxygen species through the excitation of molecular oxygen and, consequently,
result in cell death. It has been used to treat bacterial and/or fungal infections, showing advantages
when compared to antibiotics, since there is no bacterial resistance in this type of therapy. In addition,
photodynamic therapy has shown efficiency for both Gram-positive and Gram-negative bacteria. To
this end, in this study, pigmented microorganisms isolated from sediments of sewage environments,
lake bottom environments and Antarctic environments were tested to obtain natural photosensitizers.
A cationic bacteriochlorin (Bchl-Cat) obtained from the extraction of bacteriochlorophyll from
Rhodopseudomonas faecalis was also produced. Bchl-Cat and methoxy bacteriochlorin (Bchl-M)
were used for photoinactivation studies. The results obtained demonstrate the biotechnological
potential of a molecule extracted from bacteria in leachate samples. In addition, cationic
bacteriochlorin (Bchl-Cat) inactivated the Gram-positive microorganism Staphylococcus aureus. For
Pseudomonas aeruginosa, inhibition reached approximately 3 logs at a concentration of 100 uM of
Bchl-Cat and a light dose of 45 J/cm?. In E. coli, the inhibition was approximately 4 logs at a
concentration of 250 uM of Bchl-Cat and a light dose of 45 J/cm?. In Salmonella typhimurium, the
inhibition was 5 logs at a concentration of 250 uM of Bchl-Cat and light doses of 20, 30 and 45 J/cm?.
For the yeast Candida albicans, Bchl-Cat inhibited approximately 3 logs at a concentration of 100
UM and a light dose of 45 J/cm?. Bchl-M was able to inhibit approximately 3 logs at a concentration
of 250 uM and light doses of 20, 30 and 45 J/cm? of the yeast Candida albicans. These results are
significant and may indicate inactivation of Gram-negative bacteria with a cationic photosensitizer.
Further studies may include more cationic groups in the molecule to increase its ability to interact
with the cell wall of these microorganisms.

Keywords: Gram-positive; Gram-negative; yeast; photoinactivation; bacterial resistance; cationic.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos podem ser uma fonte natural de moléculas com potencial
biotecnologico, pois seus metabdlitos secundarios incluindo alcaloides, lipidios, macrociclicos,
terpenos, peptideos, quinonas, policetonas e outros tipos estruturais, podem possuir atividade
antibacteriana, antitumoral, antiviral, imunomoduladora, antioxidante entre outras atividades
biologicas (WANG et al., 2016; FENG et al., 2019). O ambiente aquéatico possui uma grande
variedade de microrganismos com caracteristicas fisiologicas que permitem a sobrevivéncia em
condi¢des ambientais extremas, e a busca por microrganismos com importancia biotecnologica nestes
locais tem sido cada vez mais frequente (KENNEDY et al., 2011).

Moléculas fotossensibilizadoras desempenham uma das principais funcbes na
terapia fotodinamica e sua capacidade fotoquimica € essencial na eficiéncia da terapia. Algumas
moléculas naturais podem ser utilizadas com esta finalidade e, além disso, é possivel realizar
alteracOes estruturais nas moléculas para torna-las mais eficientes e com potencial de aplicagdo clinica
(ORMOND et al., 2013; PUCELIK et al., 2017; OLIVEIRA, et al., 2015; PUCELIK; SULEK;
DABROWSKI, 2020; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Bacterioclorinas sdo moléculas
produzidas a partir de bacterioclorofilas extraidas de grupos de bactérias parpuras nao sulfurosas que
podem ser encontradas em ambientes aquaticos como, por exemplo, a produzida por
Rhodopseudomonas faecalis (BARBOSA et al., 2018; LOPES, 2018; MARTINS et al., 2019) e
Rhodobacter capsulatus, (MIRONOV, 1989). Essas moléculas sdo fotossensibilizadores eficientes
pelo comprimento de onda que atuam com faixa de absor¢éo de 740 a 760 nm (BALLATORE et al.,
2020; NICHIPOROVICH et al., 2004; OLIVEIRA, et al.,2015) e diferem de outros derivados de
macrociclo de tetrapirrol, porque tém uma banda de absor¢do de longo comprimento de onda que esta
localizado no infravermelho préximo a regido NIR (Near Infrared) - Infravermelho Proximo (CHEN;
LI; PANDEY, 2015). A atuacdo nessa banda de absorcdo possibilita a realizagdo de estudos
fotoquimicos com luz de menor energia e permite a captura de uma grande fracdo da luz solar
(BALLATORE et al., 2020).

A terapia fotodindmica é uma técnica baseada em uma reacdo fotoquimica que
requer a presenca de moléculas fotossensibilizadoras e de luz num comprimento de onda especifico,
que leva a geracdo de espécies reativas de oxigénio, através da excitacdo do oxigénio molecular e,
consequentemente, resulta em morte celular (CUI et al., 2019). Esse tipo de terapia tem avangado no
tratamento de alguns tipos de cancer (BAGNATO et al., 2017; AGOSTINIS et al., 2011), e tem
mostrado eficacia na inativacdo de células bacterianas e/ou fungicas (BALLATORE et al., 2020;
MEEROVICH et al., 2019; MEEROVICH et al., 2020; MEEROVICH et al., 2018). Para as infeccoes
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bacterianas o tratamento apresenta vantagem se comparado ao tratamento com antibidticos, pois tem
mostrado eficiéncia tanto para bactérias Gram-positivas quanto bactérias Gram-negativas, bem como
para as bactérias resistentes a antibioticos (HABLIM et al.; SOBOTTA et al., 2019).

O aumento e o uso inapropriado de antibidticos provocaram o surgimento da
resisténcia antimicrobiana (MUNITA; ARIAS et al., 2016; PULINGAM et al., 2022), que atualmente
é um grande problema de salde publica, com taxas de mortalidade de 700.000 mortes por ano e com
estimativas de 10 milhGes de mortes em todo 0 mundo até o ano de 2050 (PULINGAM et al., 2022),
além do aumento dos gastos de saude publica em paises em desenvolvimento principalmente devido
a tratamentos de alto custo e internac6es hospitalares prolongadas (PULINGAM et al., 2022), bem
como de comprometimento do progresso nos setores clinico e agricola nos proximos anos (SINGER,;
KIRCHHELLE; ROBERTS, 2020; ZHU; HUANG; YANG, 2022; WHO et al., 2021; O'NEILL et
al., 2016).

O desenvolvimento de pesquisas em saude é fundamental para possibilitar o acesso
da populacdo mundial a vacinas e medicamentos para doencas transmissiveis e ndo transmissiveis,
permitindo o desenvolvimento humano sustentavel e o equilibrio da vida no planeta (ONU, 2024).
Como doencas causadas por bactérias, sdo atualmente um dos principais problemas de salde, e que
muitas bactérias sdo resistentes aos tratamentos utilizados atualmente, pesquisas que busquem novas
fontes de moléculas que podem ser utilizadas como fotossensibilizadores e que possam inativar
microrganismos patogénicos sdo consonantes com os ODS (Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel). Assim, o presente estudo realizou a semi-sintese de dois fotossensibilizadores derivados
de bacterioclorofila e avaliacdo da inativacdo de diferentes microrganismos utilizando diferentes

concentracgdes e diferentes doses de luz.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

A sustentabilidade é um assunto que precisa ser colocado em pauta nos meios
académicos, cientificos e da comunidade em geral, visto que a necessidade de diminuir os impactos
e desigualdades causados pela comunidade humana sobre si mesma e sobre o planeta, é cada vez mais
urgente. Para tanto, a ONU desenvolveu 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
(Figura 1) que abordam os principais desafios de desenvolvimento enfrentados por pessoas no Brasil
e no mundo (IPEA, 2024).

Dentre esses 17 objetivos, 0 objetivo 3, chama a atengdo para assegurar uma vida
saudavel e promover o bem-estar para toda populacdo em todas as idades. A salde € aspecto essencial
para o desenvolvimento humano sustentavel e manutencdo do equilibrio no planeta, e a importancia
deste tema remota a todas as civilizagdes humanas. Para tanto, o ponto 3b deste objetivo, visa apoiar
a pesquisa e o desenvolvimento de vacinas e medicamentos para as doencas transmissiveis e ndo
transmissiveis, que afetam principalmente os paises em, e proporcionar 0 acesso a medicamentos e

vacinas essenciais a pre¢os acessiveis (ONU, 2024).
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Figural: Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Fonte: (ONU). 2024
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Além disso, 0 objetivo 12 que visa “Assegurar padrdes de producdo e de consumo
responsaveis”, enfatiza no topico 12a que ¢ de suma importdncia o apoio aos paises em
desenvolvimento no fortalecimento de inovagdes cientificas e tecnoldgicas sustentaveis para
mudancas nos padrdes de producdo e consumo (IPEA, 2024).

Visto que a terapia fotodindmica utiliza-se de moléculas que podem ser produzidas
de forma sintética, mas também de moléculas que podem ser extraidas de microrganismos de
ambientes naturais de forma sustentavel de acordo com o objetivo do ODS 12, e que, além disso, tem
mostrado resultados promissores em tratamentos de importantes doencas que atingem grande parte
da populacdo mundial, em consonancia com o ODS 3, a terapia fotodindmica é uma técnica
terapéutica promissora e dentro dos padrdes da sustentabilidade para um futuro saudavel da
comunidade humana e do planeta Terra.

2.2 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICRORGANISMOS EM AMBIENTES
AQUATICOS

Os ambientes aquéticos possuem uma ampla gama de microrganismos que Sao
encontrados na forma planctdnica, benténica nos tapetes microbianos e em biofilmes. O plancton,
microrganismos planctonicos fotossintéticos como algas e cianobactérias, bacterioplancton, formado
por bactérias heterotroficas em suspensdo na coluna de agua, e zooplancton, constituido pela
populagdo muito abundante neste ecossistema. A zona bentdnica suporta uma comunidade de
microrganismos aquaticos de grande diversidade fisiolégica como por exemplo as bactérias
fermentadoras (SHARMA, 2005). Nos tapetes microbianos sdo encontradas cianobactérias na parte
superior e logo abaixo observa-se uma camada de microrganismos fototréficos aerdbios e anaerdbios.
As bactérias purpuras sulfurosas séo bactérias fotossintetizantes e podem formar uma camada distinta
logo abaixo da interface aerdbica-anaerdbica. Os biofilmes podem desenvolver-se em qualquer
superficie submersa ou Umida, e resultam da adesdo e subsequente proliferacdo de bactérias na
superficie de objetos (SHARMA, 2005; MANDIGAN, 2004).

Como o0s ambientes aquaticos possuem grupos de microrganismos
taxonomicamente diversos e que exibem caracteristicas fisioldgicas e estruturais Unicas que permitem
a sobrevivéncia em condigdes ambientais extremas, a exploracdo desses ambientes para obtencédo de

produtos naturais tem se tornado cada vez mais interessante (KENNEDY et al., 2011).
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2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICRORGANISMOS DO AMBIENTE
ANTARTICO

A Antértica é um ambiente com temperaturas extremamente baixas e flutuantes (-
10 °C a-60 °C), condicBes climéticas Unicas no planeta, por estar localizada no ponto mais meridional
da Terra. Apresenta niveis de salinidade de 3,5%, pressGes que excedem 100 MPa, baixa
disponibilidade de 4gua e nutrientes e alta radiacdo solar (CHOWN et al., 2015).

O ecossistema Antartico constitui-se de poucas espécies de animais e plantas que
conseguem sobreviver neste ambiente, mas, por outro lado, estudos tém demonstrado a presenca de
uma grande diversidade microbiana resistente as condigdes extremas encontradas neste habitat,
devido as adaptacdes fisioldgicas que permitiram a disseminacdo de microrganismos psicrofilicos
(CHOWN et al., 2015; TOMOVA et al., 2015).

As adaptacdes as condi¢Bes extremas dos microrganismos isolados do ambiente
Antértico, fazem com que as células microbianas recuperadas deste ambiente, sejam capazes de
sintetizar compostos ativos naturais utilizaveis no controle de doengas microbianas (O’BRIEN et al.,
2004). Além disso, estudos tem demonstrado uma intensa gama de compostos naturais com potencial
biotecnoldgico produzidos por bactérias e fungos encontrados na Antartica. Dentre 0s compostos
produzidos por destes microrganismos, vale destacar os pigmentos, que apresentaram atividade
antioxidante e/ou importante estabilidade quando expostos a luz ultravioleta (SILVA, 2018), diversas
enzimas adaptadas ao frio (RAY etal., 1992, LARIO et al., 2015), metabélitos secundarios incluindo
alcal6ides, lipidios, macrociclicos, terpenos, peptideos, quinonas, policetonas e outros tipos
estruturais, que tem demostrando atividade antibacteriana, antitumoral, antiviral, imunomodulador,
antioxidante entre outras atividades bioldgicas (WANG et al., 2016; FENG et al., 2019).

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

Atualmente, um dos grandes problemas de sadde publica mundial € o surgimento
da resisténcia antimicrobiana (RAM ou AMR em inglés). As taxas de mortalidade alcancam mais de
700.000 mortes por ano e o uso exagerado de antibidticos, bem como o uso incorreto de antibioticos
sdo 0s principais responsaveis pelo surgimento da RAM (PULINGAM, 2020; OMS, 2021). As
bactérias Gram-negativas, e 0s patdgenos multirresistentes tem sido 0s principais responsaveis por
infeccOes bacterianas dificeis de tratar, e que tem causado esse nimero alarmante de mortes no mundo
(BAG et al., 2019; HAMBLIN, et al., 2016; ZIGANSHYNA et al., 2020). Se 0 uso excessivo e
inapropriado de antibidticos permanecer nos niveis atuais, as estimativas preveem que até o ano de

2050, as infecgdes bacterianas poderéo atingir 50 milhdes de pessoas e possivelmente causar 10
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milhGes de mortes em todo 0 mundo (PULINGAM, et al., 2020), (ZHU; HUANG; YANG, 2022;
WHO, et al., 2014; O'NEILL, et al., 2014). Ha relatos de incidéncia de resisténcia a antibidticos
principalmente relacionada a Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Salmonela spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (BERGER-BACHI; ROHRER,
2002).

Os problemas causados pela resisténcia antibacteriana, vao além das taxas de
morbidade e mortalidade, visto que RAM também ¢é responsavel pelo aumento dos gastos de saude
publica em paises em desenvolvimento principalmente devido a tratamentos de alto custo e
internagdes hospitalares prolongadas (PULINGAM, et al.2022). A descoberta dos antibidticos foi um
grande marco da medicina e permitiu que muitas vidas fossem preservadas nos ultimos 80 anos, mas
0 aumento dos niveis de resisténcia bacteriana aos antibidticos podera ser a causa de mortes, mesmo
para infeccBes bacterianas previamente trataveis bem como de comprometimento do progresso nos
setores clinico e agricola nos proximos anos (SINGER; KIRCHHELLE; ROBERTS, 2020).

A resisténcia a antibidticos ocorre quando os microrganismos neutralizam a acao
dos agentes antimicrobianos, ou seja, 0 antibiotico perde sua eficiéncia na inibi¢do do crescimento
bacteriano. Dessa forma, os agentes antimicrobianos tornam-se gradualmente menos eficazes e as
infeccBes mais persistentes nos individuos, o que ajuda propagar a contaminacao e aumentar ainda
mais o risco de resisténcia (ZHU; HUANG; YANG, 2022; SCHASTAK et al., 2008). Em geral, dois
pontos se destacam na RAM, o primeiro € que o desenvolvimento de novos antibioticos é insuficiente
para acompanhar o aumento de patdgenos resistentes e o segundo é que o uso desnecessario de
antibioticos promove ainda mais a selecéo dos patdgenos resistentes (PULINGAM, et al. 2022). Além
disso, a RAM comprometera a eficacia nas terapias contra outras doengas, como quimioterapia para
cancer, tratamento de HIV e maléria (ZHU; HUANG; YANG, 2022).

A RAM aumentou consideravelmente durante a pandemia de coronavirus em 2019
(COVID-19), pois os antibioticos passaram a ser cada vez mais prescritos para tratar infeccOes
secundarias (PULINGAM, et al. 2022). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pressupfe que a
pandemia possa ter invalidado muitos dos esforcos que tém sido realizados por muitos anos na
diminuicdo da resisténcia aos antibidticos (PULINGAM, et al. 2022). O aumento das internagdes
hospitalares, e a dificuldade em implementar medidas de controle de infec¢do durante a pandemia de
COVID-19 causou uma sobrecarga no sistema de saude e, consequentemente dificultou a
identificacdo e rastreamento de possiveis infec¢Oes bacterianas hospitalares resistentes a antibioticos
(SMITH et al., 2017).
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2.4.1 Bactérias Gram-positivas:

As bactérias denominadas Gram-positivas sdo aquelas que possuem na sua parede
celular uma camada espessa de peptideoglicano composto por cadeias longas de acgucares (N-
acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico) interligadas por pontes peptidicas envolvendo a
membrana plasmatica, acidos teicoicos e lipoteicoicos que sdo polimeros de glicerol e proteinas de
superficie que sdo importantes na interacdo celular (MUNITA; ARIAS, 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Parede celular da Bactéria Gram-positiva, composta por membrana plasmatica, periplasma e uma
camada espessa de peptideoglicano composto por acido teicdico e acido lipoteicdico. Fonte: AUTORA, 2024.

A resisténcia a antibidticos por esse grupo de bactérias pode ocorrer quando 0s
mecanismos de a¢do dos farmacos sdo inviabilizados pela atividade das enzimas [-lactamases, ou
quando eventos moleculares inibem a atividade dos antibidticos, podendo ocorrer por alteracdes
exogenas no DNA, levando a mudangas nos sitios de ligacdo enzimatica (BERGER-BACHI;
ROHRER, 2002; MUNITA; ARIAS, 2015; ZIGANSHYNA et al., 2020). Staphylococcus aureus é
uma espécie de bactéria Gram-positiva, capazes de sobreviver em amostras clinicas secas, ao calor e
em concentragOes adversas de salinidade. Por sua resisténcia a muitos antibidticos € um importante
patdgeno de diversas partes do corpo humano (MUNITA; ARIAS, 2015). Alguns estudos mostraram
resultados interessantes na inativacdo fotodindmica de bactérias como S. aureus, utilizando
bacterioclorinas como fotossensibilizador (AKHLYUSTINA, et al., 2018 AKHLYUSTINA,; et al.,
2019; TIGANOVA,; ZHIZHIMOVA; PHILIPOVA, 2020; HUANG, et al., 2010; HUANG, et al.,
2014). BARBOZA et al., (2018) obtiveram bons resultados na inativacdo de S. aureus com
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bacterioclorina sintetizada de bacterioclorofila extraida de bactérias pdrpuras nao sulfurosas e
BALLATORE et al., (2020) com bacterioclorina bis (espermine).

2.4.2 Bactérias Gram-negativas:

As bactérias denominadas Gram-negativas possuem complexidade diferenciada em
sua parede celular pela presenca de duas diferentes camadas, uma de peptideoglicano extremamente
fina e uma denominada membrana externa, constituida de dupla camada de fosfolipidios, com a
camada interna semelhante as membranas celulares e com a camada externa composta de
lipopolissacarideo que atua como antigeno (Figura 3). A porcdo lipidica atua como endotoxina
estimulando respostas imunes, tornando a membrana externa assimétrica, resistente a corrosao e
capaz de repelir compostos hidrofébicos (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER et al., 2004).
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Figura 3: Parede celular da Bactéria Gram-negativa, que possui uma membrana interna, periplasma, camada
de peptideoglicano e uma membrana externa composta por lipolissacarideos. Fonte: AUTORA, 2024.

Os mecanismos de resisténcia das bactérias Gram-negativas estdo relacionados a
producdo de enzimas, como as P-lactamases, as quais podem ser mais ativas nesse grupo de
organismos. Sdo codificadas por cromossomos ou plasmideos e atuam na hidrélise do anel
betalactimico de drogas antimicrobianas. As B-lactamases de espectro estendido (ESBL-Extended-

Spectrum BetalLactamase) levam a resisténcia para penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos,
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carbapeémicos, e, inclusive de inibidores de betalactamases, como &cido clavulanico, sulbactam e
tazobactam, sendo encontradas em linhahgens de Klebsiella spp., E. coli, Pseudomonas spp., e K.
pneumoniae. A resisténcia também pode ocorrer por outras -lactamases que conferem resisténcia
aos betalactamicos, inclusive o0s carbapenémicos. Linhagens pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, bem como linhagens de Acinetobacter e P. aeruginosa, capazes de produzir
betalactamases de espectro estendido (ESBL) e, linhagens de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases (KPC), sdo as principais causas de doencas infecciosas e de mortalidade por
bactérias (BERGER-BACHI; ROHRER, 2002; MUNITA; ARIAS, 2015; SMITH, et al., 2017).

Alguns estudos mostraram resultados interessantes na inativagéo fotodinamica de
bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, utilizando
bacterioclorinas catibnicas como fotossensibilizador (AKHLYUSTINA et al., 2018;
AKHLYUSTINA et al., 2019; HUANG et al. 2010; HUANG et al., 2014).

2.5 RESISTENCIA ANTIFUNGICA

As doencas fungicas também representam um desafio atual de salde publica, e,
dentre elas, as infec¢bes fungicas cutaneas e orais estdo entre as predominantes. O aumento da
resisténcia a medicamentos antifingicos por diversas espécies de fungos e o crescimento de infecgdes
por espécies de Candida, bem como o aumento de doencas como diabetes e doencas imunoldgicas,
tornam mais complexo o tratamento da candidiase (BONGOMIN et al, 2017). Dados indicam que até
29,5% das espécies de Candida apresentam resisténcia ao fluconazol, enquanto até 3% resistem a
medicamentos de segunda linha, como o voriconazol. A resisténcia é mais notoria entre as espécies
de Candida, o que amplia as preocupacdes ja existentes sobre o controle eficaz dessas infecces.
Portanto, a necessidade de novas abordagens terapéuticas e do desenvolvimento de agentes capazes
de superar a resisténcia apresentada por Candida spp., torna-se um desafio no ambito do tratamento
médico (PFALLER et al, 2010; SEYED-JAVADI LIMOODI et al, 2021). A parede celular da celula
fangica (Figura 4) possui camadas de proteinas e agucares que podem atuar na interacdo com 0s

medicamentos.
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Figura 4: Composicdo quimica da parede celular fingica. Fonte: Adaptado de FEIJOO-VIVAS, 2021.

2.6 TERAPIA FOTODINAMICA NA INATIVACAO DE MICRORGANISMOS

A terapia fotodinamica (TFD) comecou a ser estudada em 1900 na Alemanha onde
foi publicado o primeiro estudo sobre os efeitos fotodindmicos de compostos quimicos contra
microrganismos, observando a toxicidade do hidrocloreto de acridina contra Paramecium caudatum
(MOAN; PENG, 2003). A aplicacdo da técnica foi testada em microrganismos e virus antes da
Segunda Guerra, mas foi deixada de lado com a chegada das sulfonamidas e da penicilina. Na Gltima
década, a aplicacdo da terapia fotodindmica em microrganismos ressurgiu devido a disseminacdo do
HIV e ao aumento das infec¢bes hospitalares causadas por bactérias resistentes (PERUSSI, 2007). Os
principais alvos em células de mamiferos sdo lisossomos, mitocondrias e membranas plasmaticas,
enquanto em células microbianas o dano & membrana externa é crucial para causar dano ao DNA. A
terapia fotodindmica topica pode ser usada em infeccbes em tecidos ndo perfundidos, como
gueimaduras, e apresenta menor toxicidade comparada a outros tratamentos antimicrobianos topicos
(DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

A inativacdo fotodindmica de microrganismos envolve a utilizacdo de
fotossensibilizadores, luz e oxigénio molecular (O2) para promover a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). O processo € descrito pelo diagrama de Jablonski (Figura 5) e inicia-se com a adi¢éo
do fotossensibilizador (FS) no estado singleto (SO) e subsequente incubagdo, seguida de uma
concentracdo especifica de onda e de um estado elétrico mais excitado (S1). O FS excitado libera
fosforescéncia, mas alguns pigmentos transferem energia para o oxigénio molecular (O2). A molécula

reativa no estado tripleto (*0.) se transforma em oxigénio no estado singleto (S0). Espécies reativas
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de oxigénio singleto causam danos celulares e subsequente morte celular (apoptose/necrose). Na
terapia fotodindmica, a formacéo de oxigénio singleto é mais eficaz, mas ambos os mecanismos
conduzem ao desenvolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS). E importante notar que a luz,
0 FS e 0 O2 ndo séo toxicos individualmente, mas juntos produzem espécies reativas de oxigénio ou
espécies oxidativas radicais que causam a morte celular (OLIVEIRA et al., 2015; MANOEL;
PAOLILLO; DE MENEZES, 2014; BAGNATO; REQUENA, 2023).

Estratégias recentes envolvendo novos radicais como o hidrogénio e o carbono,
bem como fotossensibilizadores baseados no microambiente tumoral em hipoxia, podem ser
utilizados para controlar os microrganismos. Espectros eletromagnéticos ndo visiveis, ultrassom e
campos eletromagnéticos também podem ser usados para aumentar a eficacia da terapia fotodinamica
na inativacdo de microrganismos, ajudando a superar as limitacGes atuais e a melhorar a eficacia da
terapia fotodindmica em infec¢Ges microbioldgicas (RODRIGUES; CORREIA, 2022).
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Figura 5: Diagrama de Jablonski adaptado. Onde SO é o estado fundamental do fotossensibilizador, S1 é o
fotossensibilizador excitado por energia luminosa, quando ocorre a absorcdo de luz (1), S2 e Sn estados do
fotossensibilizador com maior excitacdo, T1 é o estado de transferéncia por cruzamento inter-sistema onde
ocorre a transferéncia de energia para uma molécula de oxigénio celular (6) e onde ocorre o retorno do
fotossensibilizador para o estado So (5) por fosforescéncia , (2) é fluorescéncia onde o S1 pode voltar para SO
e (3) é conversao interna onde 0 S1 pode voltar para SO. Fonte: adaptdado de BAGNATO; REQUENA, 2023.

A interacdo da luz com as células é crucial para a terapia fotodindmica, pois
fendmenos como reflexdo, refracdo, transmissdo, espalhamento e absorcdo dependem das
propriedades Opticas dos componentes celulares. O espalhamento ilumina as células, embora cause
perda de intensidade. No entanto, a absorcéo é onde ocorre a maior perda de intensidade, limitando a
profundidade de penetracdo da luz nos tecidos eucariotos (BAGNATO; REQUENA, 2023;
RODRIGUES; CORREIA, 2022). A absorcdo depende dos cromoforos presentes na celula
bacteriana, como agua, proteinas e lipidios presentes na membrana celular e no citoplasma das
bactérias, resultando em efeitos biolégicos que variam conforme o comprimento de onda da luz e a

composicdo celular. A &gua presente nas células bacterianas tem uma alta absorcdo de luz
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infravermelha, especialmente em comprimentos de onda acima de 900 nm e algumas bactérias
possuem pigmentos que podem absorver luz em diferentes comprimentos de onda, incluindo o
infravermelho. Por exemplo, bactérias fotossintéticas podem ter pigmentos que absorvem luz
infravermelha para realizar a fotossintese (ELAHI; BAKER, 2024).

A nivel molecular, a luz é detectada pelas proteinas fotorreceptoras sensoriais que
captam diferentes bandas do espetro eletromagnético, desde os comprimentos de onda do ultravioleta
proximo (UV préximo) ate ao infravermelho (NIR). A luz é convertida em respostas bioquimicas que
podem ocorrer por alteracfes nos cromaoforos ou outros componentes celulares e que podem levar a
alteracdes enzimaticas. Alguns fotorreceptores sdo especificos de procariotas, enquanto outros sao de
origem eucariota. Por exemplo, os componentes de detec¢do de luz predominantes em Escherichia
coli incluem os fitocromos e as proteinas LOV (light-oxygen-voltage) (KASSEM, et al., 2023).

Estudos tem relatado a sua eficacia em testes com linhagens bacterianas e/ou
fangicas (AROSO et al., 2019; BALATTORE et al., 2019; MEEROVICH et al., 2018; MEEROVICH
etal., 2019; MEEROVICH et al., 2020; PRATAVIEIRA et al., 2021). Para as infec¢Oes bacterianas,
o tratamento apresenta vantagem se comparado ao baseado em antibidticos, pois os estudos apontam
inexisténcia de resisténcia bacteriana (HAMBLIN, 2016; MEEROVICH et al., 2018) e, além disso,
a terapia fotodindmica tem mostrado eficiéncia tanto para bactérias Gram-positivas quanto bactérias
Gram-negativas (HAMBLIN; JORI, 2011; MEEROVICH et al., 2018; MEEROVICH et al., 2020),
bem como para as bactérias resistentes a antibiéticos (AKHLYUSTINA et al., 2019; SOBOTTA et
al., 2019; ZIGANSHYNA et al., 2020; SHARMA et al., 2012).

2.6.1 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador desempenha uma das principais funcbes na terapia
fotodindmica e sua capacidade fotoguimica € essencial na eficiéncia da terapia. Algumas moléculas
naturais podem ser utilizadas com esta finalidade e, alem disso, é possivel realizar alteragdes
estruturais nas moléculas para tornéd-las mais eficientes e com potencial de aplicagdo clinica
(STRATEN et al., 2017). Um fotossensibilizador precisa ter fotossensibilidade relativamente curta,
liberacdo adequada para o organismo, alta afinidade e seletividade para o tecido doente, baixa
agregacao em solucdes aquosas, baixa toxicidade na auséncia de luz, ndo produzir efeitos adversos e,
além disso, possuir comprimento de onda na faixa do infravermelho (600 e 800 nm), para ndo causar
prejuizos no organismo/tecido alvo (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; OLIVEIRA, et al.,
2015).
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Os fotossensibilizadores de primeira geracdo sdo derivados da hematoporfirina,
surgiram no século XIX e foram utilizados para o diagnéstico de canceres (STRATEN, et al., 2017).
O primeiro fotossensibilizador, Photofrin® (Figura 6), derivado da hematoporfirina, foi aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela Agéncia Europeia de Medicina
(EMA) e ainda é o mais utilizado atualmente (CHEN; DAI, 2021; ATIF et al., 2012).
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Hematoporfirina

Figura 6: Molécula de hematoporfirina purificada (Photofrin®). Fonte: AUTORA.

Porfirina Clorina

Bacterioclorina Isobacterioclorina

Figura 7: Estrutura de fotossensibilizadores tetrapirrélicos ciclicos: Bacterioclorina, porfirina, clorina e
isobacterioclorina. Fonte: AUTORA, 2024.

A segunda geracdo de fotossensibilizadores foram projetados para absorverem
comprimento de onda maior, préximo do vermelho e diminuir o tempo de acéo fotossensibilizadora.
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Sdo divididas em classes de porfirinas, clorinas, bacterioclorinas, isobacterioclorinas (Figura 7),
texafirinas, ftalocianinas, porficenos e fenotiazinas (ORMOND et al., 2013). A maior parte
fotossensibilizadores séo tetrapirrols ciclicos e sdo derivados de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas
que podem ser modificados por inser¢cdo de moléculas (GARLAND et al., 2009). Os principais
fotossensibilizadores incluidos nessa geracdo sdo, o Visudyne®, Foscan®, Photoditazine® e o
Levulan® (ULIANA et al., 2017).

Dentre os fotossensibilizadores utilizados para inativacdo de microrganismos estéo
compostos de diferentes grupos como o0s xantenos halogenados tais como Rosa de Bengala,
fenotiazinicos tais como azul de toluidina e azul de metileno, acridinas e conjugados de clorina e6
(Figura 8) (PERUSSI, 2007). A clorina e6 ou Photoditazine®, derivada de clorofila extraida de
bactérias fototréficas como Rhodospirillum rubrum (NICHIPOROVICH et al., 2004) e de
cianobactéria (Spirulina maxima) e a bacterioclorina Tookad® comercial, derivada de
bacterioclorofilas extraida de bactérias purpuras ndo sulfurosas (GARBO et al., 2004; GARLAND et
al., 2009) sdo fotossensibilizadores obtidos de fontes naturais que vem sendo utilizados em terapia
fotodindmica com bons resultados.

Os fotossensibilizadores naturais sdo uma alternativa importante para inativacédo de
microrganismos devido ao baixo custo e sustentabilidade. VILACA, et al., 2023 traz um compilado
de compostos naturais utilizados na fotoinativagdo de microrganismos. Dentre eles destaca-se a
curcumina testada em diversos estudos, inclusive com S. aureus, E. coli, e Samonella spp e a clorina

e6 com resultados promissores em S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

HO,C

HO.C

Clorina e6

Figura 8: Estrutura da Clorina e6 contida no Photoditazine® é derivada de clorofila extraida de bactérias
fototréficas como Rhodospirillum rubrum. Fonte: AUTORA, 2024.
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O uso de fotossensibilizadores com porgfes catidnicas, conjugados a polimeros
catibnicos ou administrados com peptideos permeabilizantes, utilizados para inativacdo de
microrganismos, tem se mostrados mais eficientes em bactérias, agindo em concentragbes menores
que as moléculas neutras e anidnicas. Diferencas na susceptibilidade ao fotossensibilizador também
podem ser observadas entre as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas de forma que as Gram-
negativas sdo mais resistentes aos fotossensibilizadores. A parede celular das bactérias Gram-
negativas tem uma membrana externa mais complexa que inclui duas bicamadas lipidicas que
funcionam como uma barreira fisica e funcional entre a célula e seu ambiente, enquanto as Gram-
positivas possuem uma membrana que é relativamente permeavel, visto que elas absorvem facilmente

o0 corante na técnica de coloragdo de Gram (PERUSSI, 2007).

Cargas catidnicas podem ser consideradas como um dos mais importantes atributos
para fotossensibilizadores antimicrobianos, pois a carga positiva no macrociclo tetrapirrdlico
promove uma forte interacdo eletrostatica com locais carregados negativamente na superficie
bacteriana. Este tipo de insercdo aos fotossensibilizadores torna-os mais eficientes na inativacdo de
bactérias Gram-negativas que possuem cargas negativas ao longo de sua parede celular (HABLIN, et
al., 2016; KIM; LINDSEY, 2005). Porfirinas catidnicas podem ser obtidas pela insercdo de
substituintes carregados positivamente nas posicOes periféricas do macrociclo tetrapirrol
(DLUGASZEWSKA, et al., 2017).

A presenca de aomos de nitrogénio quaternizados ou grupos amino com
propriedades bésicas suficientemente fortes para permitir sua protonacdo em pH neutro é a
caracteristica mais comum dos substituintes periféricos que conferem as porfirinas um carater
catibnico (SCHASTAK, et al., 2010). A natureza e o numero desses substituintes podem alterar as
propriedades 6pticas e foto fisicas do composto original, mas o grau de hidrofobicidade pode ser
ainda mais significativo. Este Gltimo, que também pode ser influenciado pelo nimero de fragdes
catibnicas ou pela introducédo de cadeias de hidrocarbonetos de comprimento diferente nos &tomos de
nitrogénio amino, é outro componente significativo que afeta a atividade antimicrobiana dos
fotossensibilizadores (RUZIE, et al., 2009). As caracteristicas hidrofobicas ou hidrofilicas das
porfirinas sdo conhecidas por influenciar a cinética e a extensdo de suas ligagbes com células
microbianas (DLUGASZEWSKA, et al. 2017).

A estrutura do fotossensibilizador e o niUmero de grupos quaternizados catiénicos
pode resultar em ligacOes diferentes e localizacdo celular de agéo diferente para Gram-positivas e
Gram-negativas. Assim, € a estrutura da molécula que influencia na sua acao, visto que HUANG, et
al., (2016) observou que propriedades fotoquimicas ndo eram alteradas pela estrutura da molécula,
pois os rendimentos do estado tripleto excitado foram semelhantes em quatro compostos diferentes.
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2.6.2 Bacterioclorina Cationica

As bacterioclorinas fazem parte de uma segunda geragédo de fotossensibilizadores,
as quais tém demonstrado bons resultados, podendo ser obtidas a partir de organismos vivos como
células vegetais e microbianas e podem ser obtidas de forma sintética (STRATEN et al., 2017;
ORMOND et al., 2013). As bacterioclorinas sdo fotossensibilizadores eficientes pelo comprimento
de onda que atuam, com faixa de absorcdo de 740 a 780 nm (BALLATORE et al., 2019;
NICHIPOROVICH et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2015) e diferem de outros derivados de macrociclo
de tetrapirrol pois, apresentam uma banda de absorcdo de longo comprimento de onda intensa, que
esta localizada no infravermelho proximo a regido NIR (regido proxima do infravermelho) (YANG;
HU; WANG, 2016). A atuacdo nessa banda de absorcdo possibilita a realizacdo de estudos
fotoquimicos com luz de menor energia bem como permite a captura de uma grande fracdo da luz
solar (BALATTORE et al., 2019; LASSALLE et al. 2005).
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Figura 9: Bacterioclorinas catifnicas sintéticas. a e b monocationicas, c e d dicatidnicas, e tetracationicas e f
hexacationicas. Fonte: adaptado de SHARMA, 2011; SHARMA, 2013.

SHARMA, et al., (2011) (Figura 9d, 9e e 9f), descreve trés tipos de bacterioclorinas
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catidnicas sintéticas a partir da porfirina, com dois, quatro e seis substituintes catiénicos. SHARMA
et al., (2013), e HUANG et al. 2014 (Figura 9a, 9b e 9c), utilizaram trés tipos de bacterioclorinas
catidnicas sintéticas a partir da porfirina, uma com um Unico grupo amonio quaternizado e, portanto,
monocatidnico e a outra com dois grupos amoénio quaternizados e uma trialquilamina, portanto,
dicatiodnico. Todas as trés bacterioclorinas possuem substituintes na posicao 3. (HUANG, et al.,
2014).

A tabela 01 redne algumas bacterioclorinas catiénicas que apresentaram resultados

interessantes na inativacdo de microrganismos.

Tabela 01: Bacterioclorinas catiénicas e microrganismos submetidos a fotoinativacéo.

Autor, Ano Tipo de Bacterioclorina Microrganismo
patogénico
AKHLYUSTINA, E. V.etal, | Bch-4G S. aureus, P. aeruginosa, K
2018 Bch-4A pneumoniae, Acinetobacter baumannii
AKHLYUSTINA, E. V. etal., | Bchl S. aureus, P. aeruginosa
2019 Bch2
Bch3

BALLATORE, M. B. et al.,
2020

BC-bis (spermine)

S. areus, E. coli, C. albicans

BARBOZA, D. etal., 2018

BC-TRISMA

S. areus, E. coli

GERALDE, M. C. etal., 2014

BC

S. pneumoniae, K. Pneumoniae

HUANG, L. et al., 2010

BC cationica (1, 2,3, 4)

S. areus, E. coli, C. Albicans

HUANG, L. etal., 2014

BC catidnica (37, 38, 39)

S. areus, E. colii E. faecalis,
Acinetobacter baumannii

C. albicans, C. Neoformans

MEEROVICH, G. A. et al,
2019

BC tetracatidnica (patente Dudkin)

P. aeruginosa

MEEROVICH, G. A. et al,
2020

BC policatidnica (patente Dudkin)

P. aeruginosa

MEEROVICH, G. A. et al.,, | Bch-4G S. aureus, P. aeruginosa
2018 Bch - 4A

MEEROVICH, G. A. et al.,, | Bcl4 P. aeruginosa

2016 Bcl8

MESQUITA, M. Q. et al,
2014

Iso BC catibnica

E. coli

TIGANOVA, I. G. et al., 2020

Bcl2, Bcl3, Bcl4, Bel5, Bel6, Bel7

S. aureus, P. aeruginosa

Fonte: AUTORA, 2024.
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HUANG, et al., (2010) obteve resultados importantes com bacterioclorina bis-
quaternizada na inibig&o de S. aureus e com uma bacterioclorina com 6 cargas cationicas na inibicéo
de E. coli. Para inibi¢do de levedura o melhor resultado foi de uma bacterioclorina n&o catidnica.
MESQUITA, et al., (2013) observou que isobacterioclorina catidnica duplamente carregada foi eficaz
contra a E. coli bioluminescente.

MEEROVICH, et al, (2019) e MEEROVICH et al., (2020) utilizaram
bactericlorinas catidnicas (patente de Dudkin), demonstrando resultados satisfatérios quando
utilizado contra linhagens de P. aeruginosa. MEEROVICH et al., 2016, MEEROVICH et al., 2018,
também obtiveram bons resultados com bacterioclorinas catidnicas na inativacdo de P. aeruginosa.
Da mesma forma, estudos realizados por TIGANOVA; ZHIZHIMOVA; PHILIPOVA, (2020) e
BALLATORE et al., (2020), obtiveram bons resultados utilizando bacterioclorina bis (espermine),
na inativacdo de S. aureus.

Bacterioclorinas podem ser produzidas a partir de bacterioclorofilas extraidas de
grupos de bactérias parpuras ndo sulfurosas como, por exemplo, a produzida por Rhodopseudomonas
faecalis (LOPES, 2018; MARTINS et al., 2019; BARBOZA et al. 2021) e Rhodobacter capsulatus
(MIRANQV, 1996). Possuem caracteristicas de fotossensibilizadores eficientes pois os estudos com
estas moléculas tém demonstrado bons resultados em terapia fotodindmica (RODRIGUES et al.,

2024). Este fato torna interessante a busca por novas fontes de obtencdo natural desta molécula.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnoldgico de microrganismos pigmentados isolados de
sedimentos de ambientes como chorume, fundo de lago e ambiente Antartico, a fim de obter
fotossensibilizadores para inativacdo Fotodindmica a ser aplicada em leveduras, bactéria Gram-

positivas e bactérias Gram-negativas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolamento de microrganismos pigmentados de amostras de ambiente de chorume,
ambiente de fundo de lago, e ambiente Antartico;

- Obtencdo de moléculas fotossensibilizadoras produzidas por microrganismos
isolados;

- Caracterizacdo por métodos moleculares das linhagens de microrganismos
isolados que apresentaram potencial biotecnoldgico.

- Caracterizacao das moléculas fotossensibilizadoras e realizacdo de modificacdes
estruturais;

- Avaliacdo da acdo fotossensibilizadora dessas moléculas na terapia fotodinamica
em microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e levedura: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typy e Candida albicans; obtidos de (ATCC

— American type culture collection);
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4 METODOLOGIA

A fonte de iluminacdo para a Terapia Fotodindmica dos fotossensibilizadores foi a
biotable (MMOPTICS) de 24 pocos, com LEDs com iluminacdo correspondente a 780 nm e
intensidade de 24 mW/cm?. O liofilizador utilizado para manipulagdo dos experimentos com
microrganismos foi o Liofilizador SL404 da Solab. Os espectros de UV-Vis foram realizados no
espectrofotdmetro Evolution 201 - Thermo Scientific usando como solvente diclorometano. Estes
equipamentos foram utilizados na Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana. As analises
de 'H-RMN foram realizadas no equipamento da Bruker Avance 400 spectrometer at 400.15 MHz
for 'H-RMN. Os espetros de RMN foram realizados na Universidade Federal de S&o Carlos. Os

reagentes foram utilizados sem previa purificagéo.

4.1 CULTIVO DE BACTERIAS PURPURAS NAO SULFUROSAS:

A bactéria parpura Rhodopseudomonas faecalis foi cedida pelo laboratério de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Sdo Carlos, e cultivada no Laboratério de
Biotecnologia Ambiental, em meio liquido (Tabela 02) adaptado de SMITH et al., (2023), com pH
em torno de 7, em garrafas de um litro, previamente preparadas e autoclavadas, em temperatura

controlada de 37 °C e com lampada amarela halégena de 100W, por 7 a 21 dias.

Tabela 02: Meio de cultura para bactérias purpuras nao sulfurosas.

Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO,) 0,59/L
Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSOx) 0,3 g/L
Cloreto de Sodio (NaCl) 0,4 g/lL
Cloreto de Amonio (NH4CI) 1,2 ¢g/L
Cloreto de Calcio (CaCly) 0,05 g/L
Extrato de levedura 0,3g/L
Acido Malico (C4HsOs) 1,0 g/L
Succinato de Sddio (CsHsOa) 1,0g/L
Acetato de Sodio (NaOCCHs) 1,0g/L
Sulfato de Ferro (FeSO4.7H,0) 0,15% 0,5 ml/L
Solugao tragos (HCI, ZnSO4, MnSO4, H3BO3, CoCl,, CuSO4, NaMoO4 em dgua) 2,0 ml/L

Fonte: AUTORA, 2024

Apdbs o crescimento das culturas, verificado pela coloragdo puarpura intensa, as
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos em temperatura de 10 °C e liofilizadas para

0s procedimentos seguintes.
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4.2 CULTIVO DE BACTERIAS DAS AMOSTRAS ISOLADAS:

Nove linhagens bacterianas isoladas de amostras coletadas na Baia dos Baleeiros,

IlTha Deception (62°58'52"S, 60°39'52"W) arquipélago das Shetland do Sul, noroeste da peninsula
Antértica (Figura 10), preservadas no Laboratdério de Biotecnologia Ambiental da Universidade
Federal da Integracdo Latino-Americana (UNILA), foram selecionadas para o estudo por possuirem
coloracdo laranjada ou avermelhada denominadas de BAD 5, BAD21, BAD 22, BAD 23, BAD 29,
BAD 30, BAD 33, BAD 41 e BAD 43. As amostras foram reativadas em meio nutritivo (Caldo
nutriente — KASVI) e incubadas em meio de cultivo para bactérias purpuras (Tabela 02), em
temperatura de 30 °C e 10° C, sem agitacdo ou com agitacdo de 150 rpm, por um periodo de 30 dias.

A amostra de fundo do lago de Itaipu, foi coletada na cidade de Santa Terezinha de
Itaipu no terminal turistico (25° 21' 44" S 54° 29" 17" W) (Figura 10) em dezembro de 2021com
amostrador Van Veen Grab e colocada para crescer em meio nutritivo (Caldo nutriente — KASVI) e
o isolamento foi feito em placas de Petri com meio nutritivo. Na placa com meio nutritivo, foram
selecionadas duas colonias com coloracdo laranjada e avermelhada que foram denominadas LI1 e
LI2. Foram incubadas em meio para bactérias purpuras (Tabela 02) em temperatura de 30 °C sem
agitacdo por um periodo de 30 dias.

A amostra de chorume foi coletada no aterro sanitario na cidade de Foz do
Iguacgu/PR (25° 32' 52" S 54° 35’ 17"0) (Figura 10), armazenada em tubos de plastico tipo Falcon e
colocada para crescer em meio nutritivo (Caldo nutriente — KASVI). A seguir, essa amostra foi
semeada em placas de Petri com meio nutritivo, e as coldnias com colora¢do parpuras, denominadas
CH1, foram incubadas em meio para bactérias parpuras (Tabela 02) em temperatura de 30 °C sem
agitacdo por um periodo de 30 dias.

A amostra coletada na Baia dos Baleeiros, Ilha Deception (62°58'52"S,
60°39'52"W) arquipélago das Shetland do Sul, noroeste da peninsula Antartica (Figura 10) a 95 m de
profundidade, no verdo de 2022/23, colocada em saco estéril Whirl-pack (Nasco, Ft. Atkinson, WI)
e congelada a -20 °C. A seguir, aamostra denominada ID1 foi colocada para crescer em meio nutritivo
(Caldo nutriente — KASVI) e a seguir em meio para bactérias purpuras (Tabela 02) em temperatura

de 30 °C e 10 °C, sem agitacdo, por um periodo de 30 dias.
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Figura 10: Mapa mostrando os pontos de coleta das amostras. A) amostra de fundo do lago de Itaipu
coletada na cidade de Santa Terezinha de Itaipu/PR no terminal turistico B) amostra de chorume
coletada no aterro sanitario na cidade de Foz do Iguacu/PR; C) amostra coletada na Baia dos
Baleeiros- Antartica

4.3 EXTRACAO DA BACTERIOCLOROFILA DA BACTERIA R. faecalis:

A obtencdo da bacterioclorina metoxi (Bchl-M) foi realizada segundo a
metodologia realizada por PRATAVIEIRA et al., 2021.

4.4 OBTENCAO DA BACTERIOCLORINA AMINA (Bchl-Amina):

Bacterioclorina metdxi (10 mg) foi colocada em baldo com 16 mL diclorometano e
200 pL 3-dimetilamino-1-propilamina (Sigma-Aldrich). A reacdo permaneceu sob agitacdo, em
atmosfera de argonio e temperatura ambiente durante 32 horas. O derivado de bacterioclorina foi
purificado em coluna cromatogréafica, usando como eluente diclorometano/metanol (9/1), 0 composto
resultante foi obtido com 74% e caracterizado por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(*H-RMN).
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1H- RMN (CDCls, 400 MHz) &: 9.31 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.60 (m, 1H, CONH), 5.40
(d, 1H); 5.05 (d, 1H), 4.36-4.31 (m, 2H), 4.21-4.26 (m, 2H), 4.18-4.14 (m, 2H), 3.95-3,89 (m, 2H),
3.74 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.21 (s, 3H), 2,72 (m, 2H), 2.59-2.50 (m, 2H),
2.40-2.36 (m, 2H), 2,33 (s, 6H), 2.30-2.24 (m, 2H), 1.85 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 1.62 (d, J = 7.9 Hz, 3H),
1.09 (t, J = 7.2 Hz, 3H), -1,20 (s, 1H, NH), —1.24 (s, 1H, NH)

UV-vis (CH2Cl2): 751 nm, 519 nm, 356 hm

4.5 OBTENCAO DA BACTERIOCLORINA CATIONICA (Bchl-Cat):

Cerca de 14 mg da Bchl-Amina foi colocada em um baldo com 2 mL de
diclorometano e 100 pL de iodometano, sob agitacdo, em temperatura ambiente, em um tubo selado,
durante 72 horas. A bacterioclorina catidnica foi entdo recristalizada e caracterizada por 1H-RMN,
obtendo o composto com 90% de rendimento.

IH- RMN (CDCls, 400 MHz) 6: 9.30 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.52 (m, 1H, CONH), 5.26
(d, 1H); 5.04 (d, 1H), 4.35-4.08 (m, 8H), 3.61 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.12
(s, 3H), 2.95 (s, 9H), 2,72 (m, 2H), 2.59-1.99 (m, 6H), 2.84 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 1.61 (d, J = 7.9 Hz,
3H), 1.08 (t, J = 7.2 Hz, 3H), -1,25 (s, 1H, NH), —1.24 (s, 1H, NH).

UV-vis (CH2Cl2): 753 nm, 529 nm, 356 nm

4.6 EXTRACAO DA BACTERIOCLOROFILA DA BACTERIA VERMELHA:

Para extracdo da bacterioclorofila, 6,4 g de bactérias obtidas das amostras que
apresentaram crescimento em meio de cultura especifico para bactérias parpuras foram tratadas com
solucgéo de metanol (150 mL) durante 13 horas em temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogénio
e protegida da luz. A mistura reacional foi filtrada em funil de buchner e papel filtro e lavada com
diclorometano. O material obtido, na extracdo foi colocado em baldo com 20 mL de diclorometano e
10 mL de uma solucdo de metanol/acido sulfdrico 10%. A reacdo permaneceu sob agitacao,
temperatura ambiente e atmosfera de argdnio durante 8 horas. A reacdo foi neutralizada com
bicarbonato de sédio e lavada no funil de extracdo com agua e extraida com diclorometano. A fase

organica foi secada com sulfato de sodio, filtrada e rotaevaporada.
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4.7 CRESCIMENTO DAS CELULAS MICROBIANAS:

Linhagens de Candida albicans (ATCC 10.231), adquiridas da marca CEFAR e
cresceram a 27 °C em caldo Sabouraud da marca KASVI na estufa durante 24 horas. Apos foram
centrifugadas usando tubos Falcon de 15 mL no tempo de 1 minuto a 3000 rpm e temperatura de
21 °C, e ressuspendidas em PBS (phosphate buffered saline) e a suspensdo foi ajustada com
absorbancia de 0.2 em 600 nm em espectrofotémetro.

Staphylococcus aureus (ATCC 485) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 489),
estavam preservados em criogenia a 20% de glicerol no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental da
UNILA; Escherichia coli (ATCC 25.922), e Salmonella typhimurium (ATCC 14.028) foram
adquiridas da marca CEFAR e cresceram em caldo BHI (Brain Heart Infusion) da marca KASVI
durante 24 horas em estufa. Ap6s foram centrifugadas usando tubos Falcon de 15 mL no tempo de 1
minuto a 5000 rpm e temperatura de 21 °C, ressuspendidas em PBS e ajustadas na absorbancia de 0,1

em 600 nm.

4.8 FOTOINATIVACAO:

Os testes de inativagdo fotodindmica foram realizados utilizando dois
fotossensibilizadores derivados de bacterioclorofila, a Bacterioclorina Metdxi (Bchl-M) e a
Bacterioclorina Catibnica (Bchl-Cat), nas concentracdes de 1 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 puM,
200 pM, 250 pM e doses de luz de 20, 30 e 45 J/cm?, para cada microrganismo. Em triplicata, 500
ML do microrganismo foram dispensados em pogos de placa de 24 pogos e a seguir foram adicionadas
solugdes contendo os fotossensibilizadores. As placas ficaram protegidas da luz pelo tempo de
incubacdo de 20 minutos, para penetracdo do fotossensibilizador no interior de cada microrganismo.
O grupo controle “Microrganismo” foi mantido no escuro e sem adi¢éo de fotossensibilizador durante
20 minutos e depois diluido e semeado em placa. No grupo controle “Luz”, o microrganismo foi
irradiado pelo tempo necessario nas doses de luz desejadas e depois diluido e semeado em placa. Para
o grupo controle “Fotossensibilizador”, o microrganismo foi incubado com o fotossensibilizador e
néo recebeu doses de luz. (RODRIGUES et al, 2022).

Em seguida, os microrganismos com 0s respectivos fotossensibilizadores
bacterioclorina metoxi (Bchl-M) ou bacterioclorina catiénica (Bchl-Cat) expostos a luz com auxilio
da biotable com iluminagdo em 780 nm e intensidade de 24 mW/cm?. Foram utilizados diferentes
tempos de irradiacdo referentes as diferentes doses de luz, de forma que para a dose de luz de 20
Jlcm? as amostras foram irradiadas por 14 minutos, para a dose de luz de 30 J/cm? as amostras foram
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irradiadas por 21 minutos e para a dose de luz de 45 J/cm? as amostras foram irradiadas por 31
minutos. A diluicdo seriada (10°) foi feita em triplicata com 100 pL do material da placa de 24 pogos,
incluindo dos grupos controles, transferidos para microtubos contendo 900 pL de PBS
(RODRIGUES, 2022).

Em duplicata, 25 pL foram espalhados em placas de Petri contendo agar BHI para
as bactérias e 4gar Sabouraud para a levedura. Em todas as etapas deste procedimento as amostras,
incluindo os grupos controles, ficaram protegidas de luz. As culturas foram colocadas para crescer
em estufa por 24 horas protegidas da luz (levedura temperatura de 28 °C e para bactérias temperatura
de 37 °C) e ap0s foi realizada a contagem das col6nias dos microrganismos das placas (RODRIGUES,
2022).

Testes de inativacdo também foram feitos com a bactéria isolada do chorume. A
bactéria foi colocada para crescer 24 horas antes do inicio dos testes (em meio BHI da marca KASVI),
apos esse tempo o material foi centrifugado e feita a ressuspensdo em PBS. A absorbancia foi
verificada utilizando o equipamento espectrofotometro em 600 nn em aproximadamente 0,1 de
absorbancia e, a seguir, foram colocados 500 pL do microrganismo em placas de 24 pocgos. O
microrganismo foi exposto a luz ap6s o tempo de incubagdo com auxilio da biotable com iluminagéo
em 780 nm e intensidade de 24 mW/cm? com doses de luz de 20 J/cm?, 30 J/cm? e 45 J/cm?, seguido
de diluicdo seriada, espalhamento em placa de Petri, incubagdo em estufa por 24 horas a 37°C e
contagem de coldnias como descrito acima. Neste teste sé foi feito um grupo controle (somente

Microrganismo, sem exposicao a luz) e ndo foi utilizado nenhum fotossensibilizador.

4.9 ANALISE GENETICA DAS AMOSTRAR ISOLADAS:

As amostras isoladas que exibiram crescimento em meio de cultivo especifico para
bactérias parpuras ndo sulfurosas foram enviadas para analise genética para empresa Gogenetic que
realiza o método GG-BMO029 de identificacdo de microrganismos por sequenciamento de DNA (16S)
com confianga de 99%.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS:

Os dados estatisticos foram obtidos pelo software Rstudio 2024.09.0. Foi realizada
Anélise de Variancia (ANOVA) onde foram observados os valores de significancia de p e de F, além
do valor do F Critico. E foi feita a comparacdo entre os grupos através do teste de Tukey (TEAM,
2024).



43

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CRESCIMENTO DAS AMOSTRAS ISOLADAS

Com o objetivo de obter novos fotossensibilizadores a partir de bacterias, foram
utilizadas 9 amostras isoladas da ilha Deception na Antértica. Estas amostras foram denominadas
BAD 23, BAD 41, BAD 43, BAD 29, BAD 30, BAD 22, BAD 5, BAD 33 e BAD 21, foram
escolhidas devido sua coloracdo vermelha ou laranja, uma vez que 0s pigmentos do tipo
bacterioclorina apresentam esta coloracdo. Apds reativacdo em caldo BHI, ndo apresentaram
crescimento no meio de cultivo de bactérias purpuras nem em 30 °C e em 10 °C, mesmo com agitacao
de 150 rpm, por um periodo de 30 dias (Tabela 3).

MADIGAN et al., (2000) descreveu uma nova espécie de bactéria pdrpura nédo
sulfurosa, da espécie, Rhodoferax antarcticus, isolada do ambiente Antartico, de um lago
permanentemente congelado, o lago Lake Fryxell. Esta bactéria possui coloragdo laranja, e cresce em
faixa de temperatura de 0 °C a 25 °C e temperatura ideal de 15 °C a 18 °C. Possui bacterioclorofila a
e carotenoides, 0s espectros de absorcao apresentam bandas entre 769 nm para extratos em metanol
a 855 nm para extratos de células intactas (KARR et al., 2003, MADIGAN et al., 2000). Esta
caracteristica de faixa de absorcdo e presenca de bacterioclorofila a torna essa espécie de
microrganismo importante para utilizacdo em terapia fotodinadmica, que alcangaria um dos objetivos
deste estudo que seria encontrar fontes alternativas de bacterioclorinas a serem usadas na
fotoinativacdo de bactérias e leveduras. Entretanto, as amostras testadas neste ensaio, nado
apresentaram nenhum microrganismo que cresceu no meio de cultura especifico das bactérias
parpuras, mesmo em temperaturas de 10 °C que estariam dentro da faixa de crescimento descrita por
MADIGAN et al., (2000). Ensaios na faixa de temperatura descrita como ideal, de 15 °C a 18 °C, ndo
foram realizados, visto que por escolha de metodologia a temperatura de testes foi de 10°C e 30°C
para amostras provenientes do continente Antartico e, portanto, poderiam apresentar resultados
melhores para o crescimento do microrganismo de interesse.

JUNG et al.,, (2004) em seu estudo com Rhodoferax antarcticus, utilizou
enriquecimento com extrato de levedura na propria amostra coletada do lago Lake Fryxell e apds
incubacdo a 4 °C, as amostras foram repicadas em meio de cultura para bactérias pdrpuras em
condicBes anaerobicas, temperatura de 15 °C a 20 °C e na auséncia de luz. O meio de cultura utilizado
nos dois estudos acima, foi descrito por TAYEH; MADIGAN (1987) e é muito semelhante ao
utilizado neste ensaio (Tabela 02), visto que contem sulfato de amonio, cloreto de calcio, fosfato de
potassio, sulfato de magnésio, acido malico, extrato de levedura e elementos tragos. Em um estudo

com Rhodoferax antarcticus, BAKER et al., (2017), descreveu genes fotossintetizantes de
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bacterioclorofila a que sdo ativados em condigfes metabdlicas anaerobias ou aerdbias. Essa
versatilidade permite que o microrganismo sobreviva em condigdes variadas de niveis de oxigénio e
de luz do ambiente Antértico.

Outros microrganismos do ambiente antartico com coloracdo pdrpura ou roxa
isolados ou testados em consorcios, foram descritos em estudos, mas os espectros de absorcéo
encontram-se em torno de 575 nm, ou seja, provavelmente ndo seriam derivados da bacterioclorofila
e ndo entrariam no ambito de fotossensibilizadores deste estudo (HUANG et al., 2012; ALEM et al.,
2020; MOJIB et al., 2010), pois esta classe de compostos apresentam uma banda caracteristica acima
de 750 nm.

Em um estudo gendmico com biofilme coletado na Ilha Deception, foi observada a
presenca de genes que codificam todas as enzimas para produzir pigmentos fotossintéticos de
bactérias fototroficas, as bacterioclorofilas e as clorofilas na via metabdlica da porfirina
(CENTURION et al.,, 2022). As bactérias parpuras sdo microrganismos muito versateis
metabolicamente, pois podem desempenhar um papel importante no ambiente através da capacidade
de degradacdo de compostos toxicos, e da utilizacdo de compostos organicos ndo fermentaveis e da
capacidade de fixar nitrogénio (MADIGAN; JUNG, 2009). Entretanto, neste estudo nao foi
observado crescimento de microrganismos provenientes da amostra da Ilha Deception (ID1) em meio
de cultivo para bactérias purpuras nas temperaturas de 30 °C e 10 °C, no periodo de 30 dias.

Também foram avaliadas amostras de fundo do lago de Itaipu, LI1 e LI12 (Tabela
03) que apresentaram crescimento em meio de cultivo para bactérias parpuras, mas o crescimento
ndo era semelhante ao observado na cultura de Rodospseudomonas faecalis, e, além disso, a coloragédo
de ambas as culturas se apresentou roxa e seu extrato apresentou absor¢do em 500 nm, o que
provavelmente ndo contém compostos do tipo bacterioclorina. Esta coloracdo € descrita em alguns
trabalhos onde foram coletadas amostras de sedimentos de lagos e as bactérias isoladas foram
identificadas dentro dos géneros Rhodopseudomonas e Rhodoferax. Um estudo isolou cerca de 60
gendtipos de amostras de bactérias ndo sulfurosas de sedimentos de lagos na Holanda, sendo que
destas, a grande maioria eram Rhodopseudomonas palustres e Rhodoferax fermentans (ODA et al.,
2002). NALVOTHULA et al., (2022) isolou R. palustres e R. faecalis de amostras de solo
contaminado com 6leo na india. Portanto, as amostras de fundo de lago coletadas no lago de Itaipu
em Santa Terezinha de Itaipu, poderiam ter potencial de isolamento de algumas espécies de bactérias
purpuras nao sulfurosas visto que a coloragédo roxa foi evidente e diferenciada da observada na cultura
de R. faecalis.

Uma vez que n&o foi possivel obter bactérias que produzissem bacterioclorofila nas
amostras coletadas da Antartica, e do lago de Itaipu, decidiu-se entdo analisar amostras de chorume.

Foi analisada a amostra denominadas CH1 (Tabela 3). A amostra CH1 apresentou crescimento em
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meio de cultivo para bactérias purpuras com crescimento semelhante ao observado na cultura de
Rodospseudomonas faecalis com coloragdo vermelha. R. faecalis, € uma bactéria purpura nédo
sulfurosa, descrita por ZHANG et al., (2002) de amostras isoladas de reator anaerdbico de digestdo
de fezes de frangos, e, sendo também isolada uma cepa de R. faecalis de efluente de esgoto suino no
Japdo (OKUNISHI, et al., 2016).

Tabela 03: Resultado do crescimento das linhagens bacterianas para obtengéo

de fontes alternativas de bacterioclorinas.

AMOSTRAS | Crescimento | Coloracdo | Espectro de UV- Presenca de
da Colbnia | da Colonia | VIS daextragcdo | Bacterioclorofila
BAD 5 - - - -
BAD 21 - - - -
BAD 22 - - - -
BAD 23 - - - -
BAD 29 - - - -
BAD 30 - - - -
BAD 33 - - - -
BAD 41 - - - -
BAD 43 - - - -

LIl + Roxa 500 nm -

LI2 + Roxa 500 nm -
CH1 + Vermelha 750 nm +

Fonte: AUTORA, 2024.

5.2 OBTENCAO E ANALISE DAS MOLECULAS

As amostras CH1, LI1 e LI12 que apresentaram coloracdo vermelha e roxa (Tabela
03) seguiram para as proximas etapas do estudo e foram cultivadas, centrifugadas, liofilizadas e
submetidas a extragcdo do pigmento com absorcéo desejada.

O espectro em UV-Vis das moléculas extraidas das amostras LI11 e L12 (coloracdo
roxa) indicaram uma banda de absor¢do em torno de 500 nm que ndo € caracteristico das
bacterioclorofilas e, portanto, estas amostras foram descartadas da etapa subsequente do estudo. O
espectro UV-Vis da molécula extraida da amostra CH1 (coloracdo vermelha) apresentou banda de
absorcéo em torno de 750 nm indicando possivelmente a presenca de bacterioclorina. Com picos de

absorcéo de 753 nm, 529 nm e 360 nm quando dissolvida em diclorometano (Figura 11).
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Figura 11: Espectro UV-VIS do extrato da amostra dissolvida em diclorometano da amostra de chorume
(CH1). Apresentando banda em comprimento de onda em torno de 753nm. Além das bandas 529 nm e 360 nm
Fonte: AUTORA, 2024.

A amostra CHL1 foi enviada para analise genética e o resultado de identificacdo de
microrganismos por sequenciamento de DNA (16S) demonstrou com 99% de similaridade com outras
linhagens de banco de dados que, o isolado ndo era uma bactéria purpura ndo sulfurosa e sim uma
enterobactéria, Serratia sp.

Neste estudo, que busca por novos microrganismos produtores de precursores de
bacterioclorinas, onde a banda de absorcdo desejada € por volta de 750 nm, encontrar um
microrganismo que produz uma molécula com banda nessa faixa de absor¢do atingiria um dos
objetivos do estudo. No entanto, como o resultado da analise genética resultou em um microrganismo
possivel patdgeno do ser humano, ndo foi interessante continuar com os experimentos de cultivo do
microrganismo e consequente producdo de moléculas para as etapas seguintes, pois, além disso, 0s
estudos com este microrganismo relatam apenas a presenca de uma molécula denominada
prodigiosina que possui faixa de absorcdo entre 520 nm e 540 nm (JI; JEONG; KIM; LINDSEY,
2015; AMIM et al., 2022; JARDAK et al., 2022). Importante destacar que a analise de UV-Vis da
molécula extraida da amostra de CH1 também possui um pico de absor¢do de 529 nm que pode ser
da molécula de prodigiosina descrita pela literatura.

A analise da literatura disponivel destaca que Serratia marcescens, e Serratia sp.
qgue prodigiosina apresenta atividades antitumorais, antibacterianas, antifingicas, entre outras
atividades de interesse clinico e que tem demonstrado potencial no desenvolvimento de
medicamentos para tratamento de diversas doencas (JIMTHA et al., 2017; HAN et al., 2021, ZHAO
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et al., 2021, NIE et al., 2023; LAZIC et al., 2022). Também foram descritos estudos de inativacdo
fotodindmica em microrganismos como S. aureus, MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina), P. aeruginosa, E. coli, e biofilme de Staphylococcus epidermidis (JI; JEONG; KIM
LINDSEY, 2015; AMIM et al., 2022; JARDAK et al., 2022). Prodigiosina foi isolada de
microrganismos do género Serratia de diversos tipos de ambientes como sedimentos de lagos,
sedimentos marinhos, amostras de solos contaminados com pesticidas e de plantagdes de grdos (HAN
et al., 2021). Muitos estudos tém tentado selecionar cepas originais e otimizar as condic¢des de
producdo e regulacdo genética para melhorar a estrutura e a funcdo do prodigiosina. No entanto, o
custo de producdo ainda é alto devido a dificuldade no processo de purificacdo e separacdo da
molécula (HAN et al., 2021).

Em busca de esclarecimento para a presenca da molécula com caracteristica de
bacterioclorofila na amostra CH1, a andlise de comparacdo da via de sintese da molécula de
prodigiosina conforme HAN et al. (2021), com a via de sintese da bacterioclorofila conforme CHEN;
BOCIAN; LINDSEY (2014), ndo demonstrou a existéncia de moléculas em comum nas duas vias de
sintese.

Desta forma, apesar das tentativas de isolamento de uma nova bactéria para
obtencdo de bacterioclorina de amostras derivados dos ambientes antértico, do lago de Itaipu e do
chorume de aterro sanitéario, ndo foi possivel obter um microrganismo produtor de moléculas com
potencial para serem usadas como fotossensibilizadores na faixa de absor¢éo ideal para a inativacdo
fotodindmica de microrganismos. Desta forma, o estudo foi encaminhado para utilizacdo da bactéria
Rhodopseudomonas faecalis, ja utilizada nos estudos do grupo de pesquisa. As modificacbes
estruturais para deixar a molécula catidnica, foram feitas com a bacterioclorina extraida desse
microrganismo e a molécula catibnica foi avaliada frente aos testes de fotoinativacdo de

microrganismos.

5.3 OBTENCAO DAS BACTERIOCLORINAS MODIFICADAS

A bactéria Rhodopseudomonas faecalis foi cultivada no laboratdrio, centrifugada e
liofilizada. O pigmento da bactéria foi extraido com metanol e &cido sulfurico (10%), neutralizado e
na sequéncia diluido com diclorometano na presenga de metanol/H2SO4 10% em atmosfera de
argbnio durante 8 horas. Obtendo-se a bacterioclorina metoxi (Bchl-M) segundo a metodologia
descrita por PRATAVIEIRA et al., (2021). Apbs a obtencdo da bacterioclorina Bchl-M, foram

realizadas modificagOes estruturais visando obter uma bacterioclorina catidnica, com o objetivo de
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inativar microrganismos Gram-negativos. Para isso, foi realizada a adi¢cdo de uma amina terciaria (3
dimetil amino-1-propilamina), obtendo a bacterioclorina Bchl-Amina. Na sequéncia foi realizada a

cationizagdo com iodeto de metila, obtendo-se a Bchl-Cat conforme figura 12.

MeO:C HN /

MeO:C N MeO:C

MeO.C

MeO2C HN /

Figura 12: Sintese de bacterioclorina cationica, a partir da bacterioclorina met6xi. Onde a = 3 dimetilamino-1-
propilamina, CH:Cly, ta, 32h e b = CHsl, CH.Cl, 72h, ta. Fonte: AUTORA, 2024.
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Figura 13: Espectro de *H-RMN da Bacterioclorina metoxi (Bch-metoxi). Fonte: AUTORA, 2024.
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Apds a obtencdo da bacterioclorina metoxi (Bchl-M), foi caracterizada por
ressonancia magnética nuclear e comparada com a literatura (PRATAVIEIRA, et al., 2021). Pode-se
observar no espectro de *H-RMN (Figura 13), os trés sinais em aproximadamente 8 ppm sio
caracteristicos dos H aromaticos, os trés sinais integram para 1H. Em 6,08 ppm corresponde a 1H do
anel de 5 membros, vizinho a carbonila (destacado em vermelho). Os 5 singletos que integram para
3H cada, na regido de 3,1 até 3,8 ppm correspondem as 5 metilas. A bacterioclorina ndo se encontra
complexada com nenhum metal uma vez que apresenta os dois H ligados aos anéis pirrélicos em -
0,96 e 0,46 ppm, bem caracteristico de compostos porfirinoides.

A bactioclorina Bchl-Amina foi obtida pela reagéo entre a bacterioclorina metoxi
(Bchl-M) com a 3 dimetil amino-1-propil amina, durante 32 horas a temperatura ambiente. A reacéo
foi acompanhada por placa cromatografica e na sequéncia extraida e purificada em coluna
cromatografica. Obtendo se a bacterioclorina (Bchl-Amina) em 74% de rendimento. A Bchl-Amina
foi caracterizada por ressonancia magnética nuclear (Figura 14), onde podemos observar sinais bem
caracteristicos desta molécula, uma vez que os sinais dos 3H aromaticos da Bchl-M permaneceram
na mesma regido (aproximadamente 8 ppm). No entanto o sinal de 1H em 6.08 ppm da Bchl-M foi
deslocado para 5.40 (1H) e 5.05 (1H) o que evidencia a abertura deste ciclo de 5 membros. Outra
evidencia que a amina foi adicionada na molécula de bacterioclorina, formando uma amida, é o sinal
7.60 ppm (destacado em azul) que € caracteristico de amida, integrando para 1H. Também é possivel
observar neste espectro as duas metilas (destacada em verde) ligada ao nitrogénio da amina que foi

adicionada na bacterioclorina, na forma de singleto, integrando para 6H em 2.33 ppm.
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Figura 14: Espectro de *H-RMN da bacterioclorina Bchl-Amina. Fonte: AUTORA, 2024.

A bacterioclorina obtida Bchl-Amina, também foi avaliada por espectroscopia de
UV-vis, onde a amostra foi dissolvida em diclorometano. Pode-se observar que a bacterioclorina
continua com a banda de absorcao na regido de 751 nm (Figura 15), o que € desejavel para este estudo,

além de picos de 519 nm e 356 nm, caracteristicos da bacterioclorina (RODRIGUES et al., 2024).
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Figura 15: Espectro UV-VIS da Bacterioclorina Amina (Bach Amina) em diclorometano. Apresentando banda
em comprimento de onda em torno de 751nm. Além dos picos de 519 nm e 356 nm. Fonte: AUTORA, 2024.
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A reacdo de cationizacdo, foi realizada com iodeto de metila durante 72 horas, e
resultou em rendimento de 90%. Esta reacdo foi possivel de ser confirmada uma vez que a polaridade
deste composto aumentou (identificado em placa cromatogréfica) e se observou o deslocamento das
duas metilas da amina que antes estava em 2.33 ppm que integra para duas metilas (6H), e, apds a
metilacdo da amina ocorreu um deslocamento deste sinal para 2.95 ppm (destacado em vermelho) o

qual integra para 3 metilas (9H) conforme figura 16.
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Figura 16: Espectro de *H-RMN da bacterioclorina catidnica Bchl-Cat. Fonte: AUTORA, 2024,

Apos a caracterizagdo da Bchl-Cat, a molécula foi avaliada frente a espectroscopia
de UV-Vis (Figura 17). Este espectro de absor¢do mostra que a banda de bacterioclorina permaneceu

em 753 nm. Com picos de absorgdo de 529 e 359 nm caracteristicos da molécula de bacterioclorina.
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Figura 17: Espectro UV-VIS da Bacterioclorina Catidnica (Bchl-Cat) em diclorometano. Apresentando banda
em comprimento de onda em torno de 753 nm. Com picos de 529 nm e 359 nm. Fonte: AUTORA, 2024.

As moléculas de Bchl-M e Bchl-Cat obtidas na semi-sintese (figura 18) foram

avaliadas frente a inativacdo de microrganismos.
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Figura 18: Bacterioclorinas Bchl-M e Bchl-Cat. Fonte: AUTORA, 2024.

O gréfico da figura 19 mostra a comparagdo do espectro de varredura de UV-vis
das bacterioclorinas Bchl-M e Bchl- Cat, dissolvidas em PBS (a) e em diclorometano (b). Onde a
Bchl-Cat esta representada em preto e com Bchl-M em vermelho. As bandas sdo muito semelhantes
para os dois compostos analisados, demonstrando que a cationizac@o nao altera significativamente a
banda de absorcdo. Podemos observar um pequeno alargamento na banda de absor¢cdo em
aproximadamente 750 nm quando dissolvida em PBS (meio em que foi realizado os ensaios in vitro),
no entanto nao desloca a banda de forma consideravel, permitindo que os ensaios pudessem ser

realizados com uma fonte de luz de 780 nm.
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Figura 19: Espectro UV-VIS de bacterioclorinas: Bchl-Cat (preto) e Bchl-M (vermelho) em PBS (a) e em
diclorometano (b). Fonte: AUTORA, 2024.

O grafico da figura 20 mostra a fotodegradacédo das bacterioclorinas Bchl-M e
Bchl-Cat dissolvidas em diclorometano, ambas foram irradiadas de 1 em 1 minuto até completar o
tempo de 31 minutos, que corresponde ao tempo de incubacdo dos fotossensibilizadores submetidos
a dose de luz de 45 J/cm?, que é a maior dose de luz testada nos microrganismos deste estudo. O
estudo de fotodegradacdo € muito importante, uma vez que ele avalia o quanto o fotossensibilizador
é degradado pela luz. Podemos observar que tanto a Bchl-M e Bchl-Cat apresentam fotodegradacéo
similar e que, apds ser irradiada com 45 J/cm?, ainda apresenta banda de absorgdo em 750 nm, o que

demostra que ndo foi completamente fotodegradada.
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Figura 20: Fotodegradacédo de Bchl-Cat e de Bchl-M em diclorometano irradiado a 780 nm por 31 min, o que
corresponde a 45 J/cm?,

5.4 INATIVACAO FOTODINAMICA

Apobs a sintese da bacterioclorina catiénica, foram iniciados os testes de inativacédo
dos microrganismos e, para efeitos de comparacao, foram utilizadas a bacterioclorina cationica (Bchl-
Cat) e a bacterioclorina metoxi (Bchl-M), pois, comparando Bchl-Cat com Bchl-M é possivel
entender o efeito da modificacdo estrutural com a inativacdo causada em cada microrganismo. Os
microrganismos selecionados foram Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium.

5.4.1 Pseudomonas aeruginosa

No experimento com 0 microrganismo Gram-negativo P. aeruginosa, foram
avaliados dois fotossensibilizadores do tipo bacterioclorina. A bacterioclorina métoxi, denominada
Bchl-M e a bacterioclorina catidnica, denominada Bchl-Cat, ambos nas concentragdes de 25, 50 e

100 uM foram avaliadas, a fim de avaliar o efeito da dose de luz, foram utilizadas doses de 30 e
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45J/cmz, conforme Figura 21.

Pseudomonas aeruginosa
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Figura 21: Gréafico da fotoinativacdo de P. aeruginosa com 30 e 45 J/cm2 Bchl-M e Bchl-Cat, nas
concentragdes de 25, 50 e 100 uM. Controle: P. aeruginosa (somente microrganismo); Bchl-M e Bchl-Cat
(microrganismo + PS a 100 uM, sem luz) e luz (micro-organismo + luz a 45 J/cm?). Os resultados indicados
com (***), diferem significativamente do controlo de P. aeruginosa a um nivel de significancia de p < 0,05.
Fonte: AUTORA, 2024.

Os resultados do experimento com P. aeruginosa, nas concentracdes dos
fotossensibilizadores de 25, 50 e 100 pM, e nas doses de luz de 30 e 45 J/cm?, podem ser observados
na figura 21. O grupo controle P. aeruginosa possui somente 0 microrganismo sem
fotossensibilizador e sem dose de luz. No grupo controle Luz, ndo ha presenca de
fotossensibilizadores somente 0 microrganismo e a dose maxima de luz. Nos grupos controle Bchl-
M e controle Bchl-Cat, ndo ha& presenca de luz, somente do microrganismo e dos
fotossensibilizadores. Nesses quatro grupos, o crescimento do microrganismo € significativo e,
portanto, podemos destacar que a presenca somente da dose de luz, ou somente dos
fotossensibilizadores ndo é capaz de inativar P. aeruginosa. A inativacdo necessita de ambos 0s
componentes, presenca de um fotossensibilizador e de doses de luz no comprimento de onda de 780
nm.

O fotossensibilizador Bchl-M ndo inibiu P. aeruginosa em nenhuma das
concentracdes e em nenhuma das doses de luz. O fotossensibilizador catiénico Bchl-Cat inibiu o
crescimento de P. aeruginosa em cerca de 1 log na concentracdo 100 UM e dose de luz de 30 J/cm? e

nas concentracdes de 25 e 50 uM e dose de luz de 45 J/cm2. Na concentra¢do de 100 uM e dose de



56

luz de 45 J/cm? a inibicdo alcango.u cerca de 3 logs. Esses resultados apresentaram alta significancia
quando comparados aos grupos controle, com p < 0,05 teste estatistico ANOVA, e, portanto, sugerem
que existem diferencas significativas entre estes grupos. Resultados observados por
AKHLYUSTINA, et al., (2019) descrevem inativacdo de P. aeruginosa com fotossensibilizador
policatibnico derivado de bacterioclorina sintética na concentracao de 100 uM e dose de luz de 25
Jlem?. Biofilme de P. aeruginosa foi inativado em 6 logaritmos na concentracéo de 250 uM e dose de
luz de 100 J/cm? com uma bacterioclorina sintética policationica (TIGANOVA; ZHIZHIMOVA,
PHILIPOVA, 2020). Bacterioclorinas catidnicas sintéticas na concentracdo de 5uM e dose de luz de 8
Jlem?, demonstraram ser eficazes em biofilmes de P. aeruginosa, e dose de luz de 75 Jicm? e
concentracdo de 1mM de bacterioclorina tetracatibnica sintética resultaram em inibicdo de P.
aeruginosa, bem como de seu biofilme (MEEROVICH et al., 2016; MEEROVICH et al., 2018).

O fotossensibilizador Bchl-M ndo causou inativacdo de P. aeruginosa neste estudo
e estes resultados confirmam os obtidos por RODRIGUES et al., (2024), onde também néo

foi observada inativacéo de P. aeruginosa, por esse fotossensibilizador.

Estes dados sugerem que para inativacdo de bactéria Gram-negativa, como é 0 caso
de P. aeruginosa, o fotossensibilizador bacterioclorina necessita de porcGes catidnicas em sua
molécula, visto que o fotossensibilizador Bchl-M ndo inativou o microrganismo. Inclusive, quanto
mais cargas catibnicas, melhor é a inativacdo de microrganismos, visto que os resultados de
inativacdo mencionados acima, referem-se a concentraces menores de fotossensibilizador, bem com
doses menores de luz do que os obtidos neste trabalho, onde Bchl-Cat possui apenas uma
carga catiénica. Além disso, a comparacao dos resultados da presenca de porcédo catidnica de Bchl-
Cat com Bchl-M, mostra uma melhor atividade do fotossensibilizador cati6nico.

Outros fotossensibilizadores sdo capazes de inibir P. aeruginosa, e, entre
eles podemos citar a curcumina e azul de metileno. Esses fotossensibilizadores s&o citados
por Law, Leung, e Xu, 2023, em uma revisdo que reune alguns exemplos de moléculas
capazes de inibir microrganismos Azul de metileno e azul de toluidina também demonstraram
potencial de inativacdo de P. aeruginosa (PLANAS et al., 2015; ANJU et al., 2019).
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5.4.2 Staphylococcus aureus

O segundo microrganismo avaliado foi a bactéria Gram-positiva S. aureus, e, para
tanto, foram utilizadas duas bacterioclorinas, Bchl-M e Bchl-Cat nas concentragfes de 1 e 50 uM. A
fim de avaliar o efeito da dose de luz, foram utilizadas doses de 20, 30 e 45 J/cm?, conforme o grafico
da Figura 22.

Staphylococcus aureus

0
S.aureus Bchl-M Bchl-cat  Luz Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat Bchl-M  Bchl-cat

Controle 20J)/em?-1uM 20 )/em?-50 pM 30 J/em?-1puM 30 )/em?-50 pM  45)/em?-1pM 45)/em?- 50uM

Figura 22: Fotoinativacdo de S. aureus com 20, 30 e 45 J/cm? usando os fotossensibilizadores (PS) Bchl-M e
Bchl-Cat em diferentes concentracGes 1 e 50uM. Controle: S. aureus (somente microrganismo); Bchl-M e
Bchl-Cat (microrganismo + PS a 50 pM, sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm?). Os resultados dos
experimentos indicados com (***) diferem significativamente do controle de S. aureus no nivel de
significancia p < 0,05. Fonte: AUTORA, 2024.

E importante observar que nos grupos controle, a presenca somente dos
fotossensibilizadores e auséncia de luz, ndo causa inativagdo de S. aureus, assim como ndo ocorre
inativacdo de S. aureus na presenca somente de dose de luz. Portanto, a inativacao necessita de ambos
0s componentes, presenca de um fotossensibilizador e de doses de luz no comprimento de onda de
780 nm.

Os resultados obtidos para a bactéria Gram-positiva S. aureus (Figura 22)
demonstram a inativacao de 2 logaritmos para o fotossensibilizador Bchl-Cat a partir da concentracéo
de 1 uM e dose de luz de 20 J/cm?, e inativagdo maior que de 7 logaritmos para o fotossensibilizador
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cationico Bchl-Cat na concentracdo de 50 pM a partir da dose de luz de 20 J/cm?. Nas doses de luz
acima de 20 J/cm? a inativagdo [e significativa ja ocorre na concentragdo de 1 PM para o
fotossensibilizador Bchl-Cat. Esses resultados s&o significativamente relevantes, pois quando
comparados aos grupos controle, p < 0,05. Assim, as comparagdes entre 0S grupos, Sao

estatisticamente confiaveis e ndo ocorrem por variacdes aleatdrias entre os dados.

Esses resultados assemelham-se aos obtidos por HUANG et al., (2014) que obteve
inativacdo de S. aureus com fotossensibilizador catidnico derivado de bacterioclorina sintética na
concentragéo de 0,2 uM e dose de luz de 10 J/cm?. Inativacéo de S. aureus com fotossensibilizador
bacterioclorina policatidnica sintética na concentragio de 100 pM e dose de luz de 25 J/cm?, também
foi realizada por AKHLYUSTINA et al. (2019). Biofilme de S. aureus também foi inativado em 6
logaritmos na concentragdo de 250 UM e dose de luz de 50 J/cm? por TIGANOVA; ZHIZHIMOVA,
PHILIPOVA, 2020. Bacterioclorina aminada por uma molécula de spermine inativou S. aureus na
concentracéo de 10 pM e dose de luz de 10 J/cm? (BALLATORE et al., 2019).

Os resultados também séo positivos para o fotossensibilizador Bchl-M a partir da
concentragdo 50 UM ja na dose de luz de 20 J/cm? e inativacio de 4 logaritmos para a concentragio
de 1uM na dose de luz de 45 J/cm?. Esses resultados obtidos com o fotossensibilizador Bchl-M
corroboram com os obtidos por RODRIGUES et al., (2024), onde observa-se inativagdo de 4
logaritmos para S. aureus na concentragdo de 1 uM nas doses de luz a partir de 20 J/cm? e diminuic&o
consideravel do microrganismo a partir da concentracdo de 15uM para dose de luz a partir de 20

Jicm?,

Ao se observar os resultados de Bchl-M e Bchl-Cat com a mesma concentracgdo de
1 UM e a mesma dose de luz de 30 J/cm?, a auséncia de inibicio de um fotossensibilizador com a
significativa inibi¢do do outro, ressalta a importancia da presenca do grupamento catiénico para uma
inibicdo mais acentuada. Assim, mesmo que os resultados de inibigéo de S. aureus com Bchl-M sejam
eficazes, a inibicdo de S. aureus com Bchl-Cat é ainda melhor, pois a inibicdo ocorre em

concentracdes menores de fotossensibilizador e doses menores de luz.

BARBOZA et al., (2018) conseguiu inibir S. aureus em 6 logaritmos com
fotossensibilizador Bacterioclorina Trisma em concentracdo de 25 uM e dose de luz de 20 J/lcm? e
inibicdo significativa em concentracdo de 25 pM de dose de luz de 30 J/cm?. Entretanto, para S.
aureus em formagdo de biofilme, os resultados néo ultrapassaram inibi¢do de 1 logaritmo mesmo

com uso de surfactantes ndo idnicos.

Outros fotossensibilizadores tem mostrado eficacia na inativagdo de S. aureus.
Estudos com porfirinas demonstraram inativacdo de S. aureus (AMOS-TAUTUA, 2019). A
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ftalocianina também € eficiente na fotoinativacdo desta bactéria gram-positiva (cepa ATCC 6538-P,
FDA 209-P). Ftalocianina com adicdo de 0,1% de EDTA dissédico di-hidratado a cada solucéo de
macrociclo em uma concentragdo de 5 x 10 mol, demonstrou uma diminuigdo de cinco a seis logs
de unidades formadoras de coldnias (UFC) (BEREZIN, 2020). Estudos também relatam a inativacéo
de S. aureus com derivados da clorofila, como as clorinas Chl-e6 e Chl-e6H, em concentracdes de 10
pg/mL (16 pM), em dose de luz de 30 J/em? (ULIANA; PIRES; PRATAVIEIRA, 2014).

Em sua revisao sistematica MATHUR (2023), destaca alguns fotossensibilizadores
que tem demonstrado bons resultados para bactérias do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, S.
aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter sp.). Entre eles
estdo, azul de metileno e porfirinas com maior numero de estudos, clorina €6, photofrin®,
ftalocianinas, bacterioclorinas, riboflavina, photodithazine®, ALA e rosa bengala. Finalmente, Perez,
Zufiiga E Palavecino, 2021 traz uma revisdo de fotossensibilizadores que tem demonstrado eficacia
para inativacdo de S. aureus MRSA e entre eles destacam-se as porfirinas, azul de metileno, ALA,

azul de toluidina, rosa bengala, curcumina e indocianina verde.

5.4.3 Escherichia coli

O terceiro microrganismo avaliado foi E. coli, e, para tanto, foram utilizadas duas
bacterioclorinas, Bchl-M e Bchl-Cat nas concentragdes de 150, 200 e 250 uM e doses de luz de 20,
30 e 45 J/cm2,

Os resultados obtidos neste ensaio para a bactéria Gram-negativa E. coli nas
concentracdes de 150 e 200 UM e doses de luz de 20, 30 e 45 J/cm?, ndo demonstraram inibi¢do do
crescimento da bactéria em todas as concentracdes e doses de luz para o fotossensibilizador Bchl-M.
Inibicdo de apenas um logaritmo foi observada em concentracdo de 150 e 200 UM e dose de luz de
45 J/cm? de um log para Bchl-cat. Esses resultados de 150 e 200 puM estatisticamente significantes,
pois quando comparados aos grupos controle, p € menor que 0,05. Assim, as comparagdes entre 0s
grupos, sdo confiaveis e ndo ocorrem por variagdes aleatorias ao acaso entre os dados. Os valores de
p foram menores que 0,05 no teste e estatistico ANOVA demostrando diferencas significativas entre
0s grupos. Vale salientar que nos grupos controle, a presenca somente dos fotossensibilizadores e
auséncia de luz, ndo causa inativacdo de E. coli, assim como ndo ocorre inativacdo de E. coli na

presenca somente de dose de luz. Portanto, a inativacdo necessita de ambos 0s componentes, presenca
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de um fotossensibilizador e de doses de luz no comprimento de onda de 780 nm.

Escherichia coli

Log (UFC/mL)

E. coli Bchl-M Bchl-cat Luz Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat Bchl-M Bchl-cat

Controle 20 J/cm? - 250puM 30J/cm? - 250 uM 45 Jfcm? - 250 pM

Figura 23: Fotoinativacéo de E. coli com 20, 30 e 45 J/cm? utilizando os fotossensibilizadores (PS) Bchl-M e
Bchl-Cat concentracdo 250 pM. Controle: E. coli (somente microrganismo); Bchl-M e Bchl-Cat
(microrganismo + PS a 250 pM, sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/icm?). Os resultados dos
experimentos indicados com (***) diferem significativamente do controle de E. coli ao nivel de significancia
de p <0,05.

Como pode ser observado na figura 23, que apresenta os resultados com a
concentracdo de 250 pM e doses de luz de 20, 30 e 45 J/cm?, ocorreu diminuicio de cerca de um
logaritmo é mantida para o fotossensibilizador Bchl-M e Bchl-Cat em todas as doses de luz.
Entretanto, em concentracdo de 250 pM e 45 J/cm?, o fotossensibilizador Bchl-Cat demonstra a
inibicdo de cerca de 4 logaritmos, que é um resultado significante quando comparado com 0s grupos
controle onde p é menor que 0,05 no teste e estatistico ANOVA, e, portanto, existem diferencas
significativas entre os grupos. Este ensaio pode indicar que futuros ensaios com concentragdes
maiores do fotossensibilizador Bchl-Cat ou quem sabe das doses de luz, pode levar a inibicdo de E.
coli. Outro ponto a ser melhorado € a insercdo de radicais que possam tornar a molécula com maior
namero de grupos catidnicos, visto que os resultados obtidos por HUANG et al., (2014), demonstram
que uma bacterioclorina dicatidnica inativou E. coli em 6 logs com concentragdo de 1 pM e 2 uM e
dose de luz de 10 Jicm? e de 5 logs para E. coli em maiores concentragdes (5 puM) de

fotossensibilizador mesmo com uma bacterioclorina monocatiénica.

BALLATORE et al., (2019) conseguiu inativar E. coli com dose de luz de 30 J/cm?
e concentracao de 0,5 e 1 uM de bacterioclorina adicionada de duas moléculas de spermine. Essa

adicdo de duas moléculas de spermine pode ter sido o diferencial ao se comparar a este ensaio pois a
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Bchl-Cat, possui somente um grupo aminado catiénico adicionado.

BARBOZA et al., (2018) ndo conseguiu inibir E. coli com fotossensibilizador
Bacterioclorina Trizma em concentracdes de 100 e 200 uM e doses de luz de 50 e 100 J/cm?,
sugerindo que o fotossensibilizador ndo tenha conseguido penetrar na parede celular da bactéria

Gram-negativa.

SOBOTTA et al., (2019) traz uma revisdo de trabalhos com E. coli e com
fotossensibilizadores derivado de porfirinas, clorinas e Ftalocianinas que demonstram seu alto
potencial de inativacdo. Mas destaca que sdo necessarias pesquisas extensas e melhores protocolos
para que a terapia fotodinamica possa ser usada em doencas e que esse tipo de terapia é limitado a

infeccdes superficiais, por conta da necessidade de irradiacao de luz.

Outros estudos sdo citados por FERRISSE et al. 2022, onde E. coli foi inativada
por outros fotossensibilizadores como Curcumina, Azul de Toluidina e Azul de metileno. A
curcumina também € destacada por Law, Leung E Xu et al., 2023 como fotossensibilizador capaz de
inibir E. coli. Além disso, MATHUR, et al. 2023, retne trabalhos com fotossensibilizadores capazes
de inativar E. coli: photofrin®, ftalocianina, vitamina K5, bacterioclorina, riboflavina,
photodithazine®, azul de metileno e porfirina.

5.4.4 Salmonella thiphimurium

O quarto microrganismo avaliado foi Salmonella typhimurium, e, para tanto, foram
utilizadas duas bacterioclorinas, Bchl-M e Bchl-Cat nas concentragdes de 150, 200 e 250 pM. A fim
de avaliar o efeito da dose de luz, foram utilizadas doses de 20, 30 e 45 J/cm2,

Inicialmente, podemos observar na figura 24, que os grupos controle, onde ha
apenas a presenca do microrganismo e dos fotossensibilizadores e auséncia da luz, ndo ocorre
inativacdo de Salmonella, demostrando que o fotossensibilizador ndo é toxico no escuro. Da mesma
forma, como ndo ocorre inativacdo de Salmonella somente na presenca de luz. Portanto, a inativacéo

necessita da luz e do fotossensibilizador para ser efetiva.
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Figura 24: Fotoinativacdo de Salmonella typhimurium com 20, 30 e 45 J/cm? usando os fotossensibilizadores
(PS) Bchl-M e Bchl-Cat em diferentes concentragdes 150, 200 e 250 uM. Controle: Salmonella typhimurium
(somente microrganismo); Bchl-M e Bchl-Cat (microrganismo + PS a 200 pM, sem luz) e luz (microrganismo
+ luz a 45 J/cm3). Os resultados dos experimentos indicados com (***) diferem significativamente do controle

de Salmonella typhimurium em nivel de significAncia de p < 0,05.

No ensaio de fotoinativacdo realizado com Salmonella, utilizando concentragdes do
fotossensibilizador Bchl-Cat de 150 e 200 uM e doses de luz de 20, 30 e 45 J/cm?, foi observada uma
reducdo de 2 logaritmos nas concentracdes de 150 e 200 uM do fotossensibilizador Bhcl- Cat e dose
de luz de 20 Jlcm2. Além disso, reducdes de 3 logaritmos foram constatadas nas mesmas
concentragOes de 150 e 200 pM do fotossensibilizador Bchl- Cat em doses de luz de 20, 30 e 45
Jicm2,

Na concentracdo de 250 uM Bchl-Cat inibe cerca de 5 logaritmos a partir da dose
de luz de 20 J/cm? e mantém-se nas demais doses de luz. O valor de p nestes grupos foi menor que
0,05 no teste estatistico ANOVA, demostrando que existem diferencas significativas. Para Bchl- M
ndo ocorreu inibicdo em nenhuma concentracao ou dose de luz. Este ensaio é promissor e pode indicar
que aumentando-se as concentrag¢fes do fotossensibilizador Bchl-Cat ou quem sabe as doses de luz,

a inibicdo de Salmonella podera ocorrer, visto que a inativacdo é dependente da concentracdo do
fotossensibilizador e das doses de luz. Aumentando-se a dose de luz a concentragdo do
fotossensibilizador pode ser diminuida, o que pode ser mais interessante do que aumentar a
concentracdo do fotossensibilizador, visto que a obtencdo do fotossensibilizador e as possiveis

modificagdes estruturais séo as etapas mais demoradas e que tem mais custo do estudo. Outro ponto
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a ser melhorado ¢é a insercéo de radicais que possam tornar a molécula com mais pontos catidnicos,

visto que o fotossensibilizador Bchl-Cat possui somente uma amina catiénica.

GONCALVES et al., (2020), conseguiu inativar Salmonella typhimurium por uma
porfirina tetra catidnica complexada com Zn (I1) e outra porfirina tetracationica complexada com Ru

(I)-bipiridil. Em concentragdo de 25 pM com lampada halégena com valores de fluéncia de 0, 180,

360, 720 e 1080 J/cm™.

Outros fotossensibilizadores também foram capazes de inativar Salmonella, como
a curcumina em concentracio de 75 mM e dose de luz de 417J/m? (PENHA, et al., 2017), a curcumina
que foi capaz de diminuir de 1 a 3 logs de crescimento de Salmonella isolada de frangos (GAO, et
al., 2023).

5.4.5 Candida albicans

O quinto microrganismo avaliado foi Candida albicans, e, para tanto, foram
utilizadas duas bacterioclorinas, Bchl-M e Bchl-Cat nas concentrac6es de 50, 100 e 250 uM. A fim
de avaliar o efeito da dose de luz, foram utilizadas doses de 20, 30 e 45 J/cm?.

C. albicans é normalmente encontrado nas cavidades orais de humanos, mas pode
causar candidiase em individuos imunocomprometidos e pode ser resistente a medicamentos (DIAS,
2020b). O ensaio feito com C. albicans, primeiramente utilizou fotossensibilizadores Bchl-M e Bchl-
Cat nas concentracdes de 50 e 100 pM e nas doses de luz de 20 J/cm?, 30 J/cm? e 45 J/cm?. Os
resultados deste ensaio demonstraram cerca de 3 logaritmos de inibicdo somente para 0
fotossensibilizador Bchl-Cat na concentracdo de 100 pM e dose de luz de 45 Jcm? O
fotossensibilizador Bchl-M demonstrou inibicdo de cerca de somente 1 log de Candida albicans para
todas as concentragbes ou doses de luz. Esses resultados apresentaram alta significancia quando
comparados aos grupos controle, com valores de p menores que 0,05 no teste estatistico ANOVA, e,
portanto, sugerem que a hipdtese nula é rejeitada e, assim, existem diferencas significativas entre os

grupos.
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Figura 25: Fotoinativacdo de Candida albicans com 20, 30 e 45 J/cm? utilizando os fotossensibilizadores (PS)
Bchl-M e Bchl-Cat nas concentracGes de 250 pM. Controle: Candida albicans (somente microrganismo);
Bchl-M e Bchl-Cat (microrganismo + PS a 250 uM, sem luz) e luz (microrganismo + luz a 45 J/cm?2). Os
resultados dos experimentos indicados com (***) doses de luz a 20, 30 e 45 J/cm?2 e concentragdo de 250 M
para Bchl-Cat e Bchl-M, diferem significativamente do controle Candida albicans a um nivel de significancia
de p <0,05.

Nos grupos controles (Figura 25), onde ha apenas a presenca do microrganismo e
dos fotossensibilizadores e auséncia da luz, ndo ocorre inativacdo de C. albicans. No grupo controle
onde ha apenas o0 microrganismo e a dose de luz, também n&o ocorre inativacao de C. albicans, dessa
forma, € importante destacar que a inativacdo necessita de ambos 0s componentes, presenca de um
fotossensibilizador e de luz.

A figura 25 apresenta o ensaio feito com Candida albicans e os
fotossensibilizadores Bchl-cat e Bchl-M na concentracdo de 250 uM e doses de luz de 20, 30 e 45
Jlcm?. Observou-se uma diminuicdo de cerca de 2 a 3 logaritmos de ambos fotossensibilizadores em
todas as concentragdes e doses de luz. A inibi¢do observada para o fotossensibilizador Bchl-Cat néo
foi diferente do observado na concentragio de 100 uM na dose de luz de 45 J/cm?, e, portanto, outros
ensaios com maiores concentracfes foram descartados. O fotossensibilizador Bchl-M também
demonstrou inibicao de cerca de 2 a 3 logs em todas as concentragdes e doses de luz. Esses resultados
apresentaram alta significancia quando comparados aos grupos controle, valores de p foram menores
que 0,05 no teste estatistico ANOVA, e, portanto, sugerem a existéncia de diferencas significativas
entre 0s grupos.
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HUANG et al., (2014) conseguiu inibicédo de 6 logs de Candida albicans com uma
bacterioclorina monocationica na concentragdo de 1 UM e dose de luz de 30 J/cm?. MARTINS, et al.,
(2019) utilizou uma bacterioclorina Trisma em seu ensaio com e ndo obteve bons resultados mesmo
aumentando concentracédo do fotossensibilizador, onde testou até uma concentracédo de 20 UM, ou de
dose de luz, onde testou até 75 J/cm?. Muito pelo contrario, observou-se que uma menor concentragio
de fotossensibilizador (1 uM) foi mais eficaz na inibicdo de Candida albicans e isto pode ter ocorrido

por uma menor taxa de precipitacdo de bacterioclorina Trisma.

BALLATORE et al., (2019) conseguiu inativar Candida albicans com dose de luz
de 30 J/cm? e concentracdo de 1 uM de bacterioclorina policatiénica adicionada de duas moléculas
de spermine.

Outros fotossensibilizadores também foram utilizados na inativacéo de C. albicans.
A curcumina tem sido utilizada como fotossensibilizador e a eficacia contra Candida spp. plantdnica
in vitro foi alcancada com 20 uM 5,28 J/cm2 (SANTEZI; REINA; DOVIGO, 2018). Em biofilmes
de C. albicans, a curcumina alcancou uma reducdo de 85% foi alcancada com 40 uM e 18 J/cm?
(DOVIGO, 2013). Uma reviséo de literatura feita por DIAS et al., 2020a, traz diversos estudos
utilizando a curcumina como fotossensibilizador com efeitos significativos na inativacdo de C.
albicans e outras espécies do género Candida. O CHL-E6H (clorofila e6) inibiu esses
microrganismos nas concentragdes de 20 e 30 pg/mL™* utilizando 30 e 60 J/cm?. (ULIANA; PIRES;
PRATAVIEIRA, 2014). Estudos com C. albicans também mostraram que fotossensibilizadores como
porfirinas, azul de toluidina, azul de metileno s&o eficazes na inativagéo de C. albicans em estudos in
vitro (MA et al., 2020; MALISZEWSKA; WANARSKA; TYLUS, 2020; HUTNICK et al., 2017).

Finalmente, RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2021 lista 84 estudos utilizando
cianinas (Ftalocianina), clorinas (Chlorin e6 e Photoditazine®), porfirinas (Hematoporfirina e ALA),
clorofilas (Feoforbide A), corantes naturais (Riboflavina) e corantes sintéticos (Azul de metileno,
azul de toluidina, rosa bengala, cristal violeta e verde malaquita), com resultados significativos para

a inativacéo de C. albicans e Candida spp.

5.4.6 BACTERIA ISOLADA DA AMOSTRA DE CHORUME, Serratia sp.

O teste de inativacao feito com Serratia sp. foi realizado no intuito de testar se o
pigmento encontrado, com absor¢do em 750 nm, era capaz de inativar a propria bactéria na presenca
de doses de luz. Portanto, os testes foram feitos em doses de luz de 20, 30 e 45 e grupo controle de

auséncia de luz. Pois, visto que como o resultado da anélise genética do microrganismo CH1 isolado
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de chorume, resultou em um microrganismo que pode ser patdgeno para o ser humano, nao pareceu
interessante cultivar em grandes quantidades para producdo de moléculas fotossensibilizadoras. Foi
realizado somente um ensaio para verificagdo de fotoinativagdo do préprio microrganismo na
presenca da dose de luz no comprimento de onda desejado.

Neste ensaio ndo ocorreu inativacao da propria bactéria Serratia sp. Ou seja, apenas
a concentracdo de moléculas presentes na prépria célula bacteriana na presenca de doses de luz, ndo
é suficiente para fotoinativacdo. Alguns autores tém estudado o pigmento prodigiosina extraido de
Serratia sp. e Serratia marcensces e obtido resultados interessantes de inativacdo fotodindmica com
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como discutido na secdo de isolamento de
microrganismos, entre 0s microrganismos inativados S. aureus, MRSA (Staphylococcus aureus
resistente a meticilina), P. aeruginosa, E. coli, e biofilme de Staphylococcus epidermidis foram
inativados por prodigiosina (JI; JEONG; KIM, 2015; AMIM et al., 2022; JARDAK et al., 2022). As
bactérias do género Serratia foram isoladas de sedimentos de ambientes lagos, mares, amostras de
solos contaminados com pesticidas e de plantacdes de grédos (HAN et al., 2021).

Neste estudo, foi produzida uma molécula fotossensibilizadora capaz de inativar,
ou com potencial de inativar, microrganismos de interesse clinico. A busca por novas fontes de
fotossensibilizador na faixa de absorgéo de 750 nm, apesar de n&o ter sido positiva, proporcionou
diversas possibilidades de estudos futuros que demandam mais técnicas de isolamento, bem como de
modificacOes estruturais nas moléculas obtidas e por fim, a utilizacdo em testes de fotoinativacdo de
microrganismos de interesse.

As modificacdes estruturais para tornar a molécula mais catidnica realizadas neste
estudo tornaram a bacterioclorina Bchl-Cat, mais eficiente na inativagdo do microrganismo Gram-
positivo, Staphylococcus aureus. Para 0s microrganismos Gram-negativos, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli e para a levedura Candida albicans, os
resultados obtidos sdo promissores e para futuros estudos o aumento das concentragdes do
fotossensibilizador e/ou das doses de luz, bem como da inser¢do de mais cargas catidnicas podem ser
avaliados. A bactéria isolada de chorume Serratia sp., demonstrou potencial para ser fonte de
fotossensibilizador e estudos mais especificos, com testes em temperaturas mais baixas, por exemplo,
podem ser feitos para isolamento de bactérias oriundas da Antartica, bem como para o isolamento de

bactérias oriundas do Lago de Itaipu.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A busca por novas fontes naturais de fotossensibilizador na faixa de absorcédo de
750 nm, que corresponde ao comprimento de onda infravermelho, apesar de ndo ter sido positiva,
proporcionou diversas possibilidades de estudos futuros que demandam mais técnicas de isolamento,
bem como de modificag¢bes estruturais nas moléculas obtidas e por fim, a utilizacdo em testes de
fotoinativacdo de microrganismos. Dessa forma, mesmo que as moléculas ndo tenham sido oriundas
das amostras isoladas de sedimentos de ambientes de chorume, do fundo do lago de Itaipu e do
ambiente Antartico, podemos dizer que os objetivos foram alcancados e que os resultados foram
capazes de responder aos questionamentos que deram origem a pesquisa.

Este estudo possibilitou a produgdo de uma molécula fotossensibilizadora, Bchl-

Cat, a partir de uma bacterioclorina extraida de R. faecalis, capaz de inativar, ou com potencial de
inativar, microrganismos de interesse clinico. A bactéria Gram-positiva S. aureus foi inativada pelo
fotossensibilizador caracterizado e modificado estruturalmente, Bchl-Cat, e as bactérias Gram-
negativas P. aeruginosa, Salmonella e E. coli, tiveram bons resultados de inibicdo com Bchl-Cat. A
levedura Candida albicans, também apresentou resultados de inibi¢éo significativos, com Bchl-Cat
e, também com Bchl-M. Vale destacar a importancia clinica e econémica de uma molécula como
Bchl-Cat, capaz de inativar um amplo espectro de microrganismos. Além disso, Bchl-Cat é uma
molécula natural, inédita, extraida de bactéria parpura ndo sulfurosa, tornando os resultados destes
estudo importantes do ponto de vista da sustentabilidade para o desenvolvimento em pesquisas na
area da salde, o que o torna importante no campo de pesquisa da inativacdo fotodindmica no Brasil.

Estudos posteriores poderdo ser realizados com Serratia sp. e seu pigmento com
comprimento de onda na faixa de 750 nm, inclusive com modifica¢des estruturais na molécula, para
testes de inativacdo com microrganismos. Além disso, as amostras do ambiente Antartico poderédo
ser mais exploradas, ja que demonstraram em outros estudos, enorme potencial biotecnolégico e, 0s
testes realizados neste estudo, podem ndo ter sido eficientes no isolamento das possiveis bactérias
purpuras ndo sulfurosas.

Finalmente, em estudos posteriores, poderdo ser inseridos mais grupamentos
catidnicos na bacterioclorina isolada de R. faecalis, ou de outras moléculas oriundas de outros
microrganismos, para que sua eficiéncia na inativagdo de microrganismos Gram-negativos e
leveduras, seja de fato significante e promissora para o tratamento das infeccOes causadas por

microrganismos patogénicos.
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