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RODRIGUES, Andréia da Cruz. Utilizagao de derivados de produtos naturais
porfirinéides na inativagao de microrganismos usando a terapia fotodinamica. 2022.
67 paginas. Dissertacdo de mestrado (Mestrado Interdisciplinar em Energia e
Sustentabilidade) — Universidade Federal da Integragao Latino-Americana, Foz do Iguacu,
2022.

RESUMO

O uso de fotossensibilizadores derivados de produtos naturais porfirindides tem se
mostrado promissores quando associados a Terapia Fotodinamica (TFD). Esta terapia é
uma técnica que utiliza um fotossensibilizador (de origem natural ou sintetizado), luz e
oxigénio molecular. A combinagdo destes trés componentes levam a formacédo de
especies reativas que causam a morte celular. A TFD vem se destacando em aplicagdes
na area da saude, como no tratamento de céancer, tratamentos dermatoldgicos,
tratamentos de micoses e outros. No entanto, ainda é necessario desenvolver novos
fotossensibilizadores, mais eficientes. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi obter um
novo fotossensibilizador, com bons resultados frente a inativagdo de microrganismos,
principalmente aqueles resistentes a diversos tipos de medicamentos. Inicialmente a
bactéria purpura (Rhodopseudomonas faecalis) foi cultivada em laboratério. Apds foi
realizada a extracdo do pigmento bacterioclorofila a utilizando uma solugao
metanol/H2SO4 para obter o fotossensibilizador chamado bacterioclorina. A partir da
bacterioclorina foram realizadas modificagdes estruturais a fim de torna-la mais eficiente
na inativagdo de microrganismos de forma efetiva e sustentavel. Essa reagao foi mantida
sob atmosfera de nitrogénio para evitar oxidagdo e protegida da luz para nao
fotodegradar. Apds o processo de extragao, foi realizada uma reacao de transesterificacao
com uma solugao de metanol/H2SO4 (5%). Na sequéncia foi inserido na bacterioclorina o
substituinte Trizma® [Tris(hidroximetil) aminometano] a fim de aumentar sua solubilidade.
Por ultimo, foram realizados os testes de fotoinativagdo de microrganismos
(Staphylococcus aureus, Candida albicans, Micrococcus Iuteus e Pseudomonas
aeruginosa), utilizando a TFD, a fonte de irradiagcdo foi uma biotable (780 nm). Os
resultados demonstraram que a fotoinativagdo foi promissora para inativagcdo dos
microrganismos testados, exceto em Pseudomonas aeruginosa. Com esse estudo foi
possivel obter dois fotossensibilizadores porfirindides do tipo bacterioclorina (oriundo de
uma bactéria) que é eficiente na inativagdo de microrganismos causadores de doengas, e
que possa vir a sanar problemas na saude, podendo assim auxiliar a sociedade atraves
de tecnologias associadas com produtos naturais de forma mais sustentavel, objetivando
melhorias na area saude e consequentemente no bem-estar da sociedade.

Palavras-chave: Bacterioclorina. Terapia fotodinamica. Fotoinativagéo.



RODRIGUES, Andréia da Cruz. Use of derivatives os natural porphyrinoids in the
inactivation of microorganisms using photodynamic therapy
2022. 67 pages. Dissertation Interdisciplinary Postgraduate Program in Energy and
Sustainability Federal University of Latin American Integration (UNILA), Foz do Iguacu,
2022.

ABSTRACT

The use of photosensitizers derived from porphyrinoid natural products has shown
promise when associated with photodynamic therapy (PDT). This therapy is a technique
that uses a photosensitizer (natural or synthesized), light and molecular oxygen. The
combination of these three components leads to the formation of reactive species that
cause cell death. PDT has been standing out in applications in the health area, such as
cancer treatment, dermatological treatments, mycosis treatments and others. However, it
is still necessary to develop new, more efficient photosensitizers. In this sense, the
objective of this work was to obtain a new photosensitizer, with good results against the
inactivation of microorganisms, especially those resistant to different types of drugs.
Initially, the purple bacterium (Rhodopseudomonas faecalis) was cultivated in the
laboratory. Afterwards, the bacteriochlorophyll a pigment was extracted using a
methanol/H2S04 solution to obtain the photosensitizer called bacteriochlorin. From the
bacteriochlorin, structural modifications were carried out in order to make it more efficient
in effectively and sustainably inactivating microorganisms. This reaction was maintained
under a nitrogen atmosphere to avoid oxidation and protected from light to prevent
photodegradation. After the extraction process, a transesterification reaction was carried
out with a solution of methanol/H2SO4 (5%). Subsequently, the substituent Trizma®
[Tris(hydroxymethyl)aminomethane] was inserted into the bacteriochlorin in order to
increase its solubility. Finally, the photoinactivation tests of microorganisms
(Staphylococcus aureus, Candida albicans, Micrococcus Iuteus and Pseudomonas
aeruginosa) were performed, using PDT, the irradiation source was a biotable (780 nm).
The results showed that photoinactivation was promising for the inactivation of the tested
microorganisms, except for Pseudomonas aeruginosa. With this study, it was possible to
obtain two bacteriochlorin-type porphyrinoid photosensitizers (derived from a bacterium)
that are efficient in inactivating disease-causing microorganisms, and that may solve
health problems, thus being able to help society through technologies associated with
products natural resources in a more sustainable way, aiming at improvements in the
health area and, consequently, in the well-being of society.

Key words: Bacteriochlorin. Photodynamic therapy. Photoinactivation.



RODRIGUES, Andréia da Cruz. Uso de derivados de productos naturales
porfirinoides en la inactivacién de microorganismos mediante terapia
fotodinamica.2022. 67 paginas. Tesis de Maestria (Maestria Interdisciplinaria en Energia
y Sustentabilidad) — Universidad Federal de la Integracion Latinoamericana, Foz do
Iguacgu, 2022.

RESUMEN

El uso de fotosensibilizadores derivados de productos naturales de porfirinoides se ha
mostrado prometedor cuando se asocia con la terapia fotodinamica (PDT). Esta terapia es
una técnica que utiliza un fotosensibilizador (natural o sintetizado), luz y oxigeno
molecular. La combinacién de estos tres componentes da lugar a la formacién de
especies reactivas que provocan la muerte celular. La PDT viene destacandose en
aplicaciones en el area de la salud, como tratamiento del cancer, tratamientos
dermatolégicos, tratamientos de micosis y otros. Sin embargo, todavia es necesario
desarrollar nuevos fotosensibilizadores mas eficientes. En este sentido, el objetivo de este
trabajo fue obtener un nuevo fotosensibilizador, con buenos resultados frente a la
inactivacion de microorganismos, especialmente aquellos resistentes a diferentes tipos de
farmacos. Inicialmente, la bacteria purpura (Rhodopseudomonas faecalis) se cultivo en el
laboratorio. Posteriormente, se extrajo el pigmento de bacterioclorofila a mediante una
solucién de metanol/H2SO4 para obtener el fotosensibilizante denominado bacterioclorina.
A partir de la bacterioclorina se realizaron modificaciones estructurales con el fin de
hacerla mas eficiente en la inactivacién efectiva y sostenible de microorganismos. Esta
reaccion se mantuvo en atmaosfera de nitrogeno para evitar la oxidacidon y protegida de la
luz para evitar la fotodegradacion. Luego del proceso de extraccion, se llevd a cabo una
reaccion de transesterificacion con una solucién de metanol/H2SO04 (5%). Posteriormente,
se insertd en la bacterioclorina el sustituyente Trizma® [Tris(hidroximetil)Jaminometano]
para aumentar su solubilidad. Finalmente, se realizaron las pruebas de fotoinactivacion de
microorganismos (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Micrococcus luteus y
Pseudomonas aeruginosa), utilizando PDT, la fuente de irradiacion fue una biotabla (780
nm). Los resultados mostraron que la fotoinactivacion fue prometedora para la
inactivacién de los microorganismos probados, a excepcion de Pseudomonas aeruginosa.
Con este estudio se logr6 obtener dos fotosensibilizadores porfirinoides tipo
bacterioclorina (derivados de una bacteria) que son eficientes en la inactivacion de
microorganismos causantes de enfermedades, y que pueden solucionar problemas de
salud, pudiendo asi ayudar a la sociedad a través de tecnologias asociadas a productos
naturales recursos de forma mas sostenible, visando mejoras en el area de la salud v,
consecuentemente, en el bienestar de la sociedad.

Palabras clave: Bacterioclorina. Terapia Fotodinamica. Fotoinactivacion.
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1 INTRODUGAO

INTRODUCAO GERAL

O bem-estar e saude séo prioridades na vida do ser humano o qual, a
milénios vem buscando maneiras de sanar os problemas e induzir a cura para diversas
doengas. Muitas técnicas medicinais foram descobertas para auxiliar a medicina e
oferecer um tratamento adequado, com qualidade e humanizado.

Nos tempos antigos até os nossos dias atuais, ervas, plantas e diversos
produtos naturais oriundos do meio ambiente, fazem parte do processo de cura de muitas
afecgdes, tornando-se por muitas vezes o unico recurso disponivel. Geragbes passaram e
o conhecimento a respeito dessas plantas e demais substédncias bem como a sua
utilizacao, assim, estes compostos se tornaram alvo de estudos em laboratérios, com isso
medicamentos foram formulados a base de toxinas e substancias farmacologicas
presentes nas estruturas vegetativas (LAHLOU, 2013; SANTOS, 2013).

Esse processo deu margem a procura de outros produtos naturais para
auxiliarem na saude populacional, considerando a sua origem natural, o facil acesso e o
beneficio que causam. Além disso, o ramo que utiliza esses produtos naturais também se
expandiu, métodos alternativos de combate a doengas foram desenvolvidos, e uma delas
€ denominada Terapia Fotodinamica (TFD), que € uma técnica médico terapéutica que se
estende desde a inativacdo de agentes patoldgicos, reducdo de tumores (e
posteriormente a cura), tratamentos odontoldgicos, até a erradicacao de larvas de Aedes
aegypti no meio natural (BAGNATO, 2017).

A TFD € uma técnica promissora, pois € considerada pouco invasiva,
dando condi¢gdes maiores de bem-estar aos pacientes, e também pode ser associada as
demais intervencdes médicas. Das extensdes da Terapia Fotodinamica a fotoinativagao é
a que consiste em inativar microrganismos capazes de causar infec¢des, utilizando
compostos extraidos de produtos naturais como elemento essencial para a aplicagao da
técnica (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010; SILVA et al., 2014).

Essa é a abordagem principal desta dissertacdo, a aplicagcdo da
fotoinativagdo, usando compostos extraidos da natureza, gerando um ciclo sustentavel e
promissor na pesquisa com produtos naturais e sua capacidade de combater doengas

infecciosas.
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1.1 PARADIGMAS DA SUSTENTABILIDADE

A importancia da pesquisa em sustentabilidade vem de um desses viés,
encontrar maneiras favoraveis tecnologicamente, utilizando a natureza, sem degrada-la
ou diminuir essa degradacdo usando ferramentas mais eficientes, podendo inclusive
reutilizar residuos de outros produtos (KEMERICH et al., 2014).

A Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), disponibilizou dezessete
metas para o desenvolvimento sustentavel, para serem implementadas nos proximos
anos (Figura 1), essas metas servem para guiar as pesquisas e propor mudangas

significativas nos problemas sociais atuais (ONU BRASIL, 2020).

Figura 1. Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel.

@ OBJ ETIV R @ DE DESENVOLVIMENTO
" &d SUSTENTAVEL

ERRADICAGAO n BOA SAUDE EDUCAGAO IGUALDADE

DAPOBREZA 7 EBEM-ESTAR DEQUALIDADE DEGENERD

EMPREGO DIGNO 1 0 REDUCAODAS
ECRESCIMENTO DESIGUALDADES
ECONGMICO

12 thoino
RESPONSAVEIS

o

1 COMBATEAS 1 4 g!géUDAEBAIXD 1 PAL JUSTICA 1 PARCERIAS

O

ALTERACOES EINSTITUIGOES EMPROL (;.}
CLIMATICAS FORTES DASMETAS -

o OBJETIVL:S
DE DESENVOLVIMENTO
_z- @ SUSTENTAVEL

Fonte: ONU BRASIL, 2020.

Dentre essas metas, a pesquisa com TFD e o desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores (FS), se adéquam no Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 3,
que se refere a saude e bem-estar, colaborar com pesquisas e desenvolvimento de
vacinas e medicamentos para o tratamento de patologias transmissiveis e nao
transmissiveis nos paises em desenvolvimento, fornecendo acesso a medicamentos

essenciais e vacinas a pregos acessiveis (ONU BRASIL, 2020).
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Segundo Aquino (2020), os objetivos de desenvolvimento sustentavel
partiram das decorréncias da Rio+20, e foram construidos a partir de trés pilares de
desenvolvimento, o econbémico, o social e o ambiental. Procuram garantir direitos
humanos, combater a desigualdade e injustica, e dar maior acessibilidade a saude, bem
como solucionar problemas globais atuais.

Partindo desse ponto, a sociedade vem buscando diferentes alternativas para
melhoraria da manutengcdo da vida e da sociedade, fontes renovaveis de energia,
medicamentos alternativos eficientes, biocombustiveis, processos viaveis que ajudem na

qualidade de vida e do meio ambiente.

1.2 FARMACOS NATURAIS

Desde os tempos remotos, extratos de plantas, microrganismos, minerais
e animais, eram 0s Unicos recursos disponiveis para ajudar no tratamento de afeccgbes e
doencas (LAHLOU, 2013).

Produtos naturais sdo compostos quimicos ou substancias oriundas de
seres vivos da natureza, apresentando desempenho farmacolégico ou bioldgico,
posteriormente sendo utilizado na exploragao de novos farmacos (LAHLOU, 2013).

Os produtos naturais possuem diversas formas de uso, como por exemplo
in natura (plantas medicinais), preparados fitoterapicos (quimicamente caracterizados em
féormulas farmacéuticas), substancias puras (penicilina), além disso suas estruturas
quimicas podem ser manipuladas e utilizadas na sintese de outros derivados ajudando

nas suas propriedades farmacologicas (RODRIGUES, 2018).

Os compostos com atividades biolégicas sao alvos de interesse na area
farmacéutica, inspirando a busca de novas drogas medicamentosas. O uso clinico de
medicamentos sdo de procedéncia in natura (natural) ou quimicamente sintetizados a
partir deles. Assim, plantas e outros seres vivos sao interessantes na produg¢ao de novos
compostos por possuirem uma fonte de substancias que produzem em seu metabolismo

e que auxiliam em sua evolugao e defesa (SANTOS, 2013).

A exploracao dos produtos naturais bioativos com caracteristicas fisico-
quimicas com a diversidade de elementos farmacolégicos, sdo importantes no andamento
das descobertas de novos farmacos. Dados do Dictionary of Natural Products supde que
cerca de 80% dos compostos catalogados possuem propriedades pertinentes para serem
referéncias de farmacos (BERLINCK et al., 2017).
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As plantas com interesse farmacolégico passam por processos de
extragdo, fracionamento, purificacdo e isolamento, resultando em algumas substancias
bioativas que posteriormente s&o identificadas e testadas, dando origem a um novo
farmaco. Encontram-se exemplos de farmacos provenientes de plantas e usados no
tratamento de doengas como Alzheimer, malaria e cancer, por essa ordem, galantamina,
artemisinina e o taxol (Figura 2) (CASANOVA; COSTA, 2017).

Figura 2. Exemplos de farmacos provenientes de plantas

Galantamina Artemisinina

Fonte: CASANOVA; COSTA, 2017.

1.3 PRODUTOS NATURAIS PORFIRINOIDES

A industria farmacéutica busca inspiracdo em produtos naturais, uma vez
que existe uma grande quantidade de farmacos em uso clinicos que sdo de origem
natural, ou quimicamente modificados, como antibiéticos por exemplo, no entanto o nivel
que os farmacos estao sendo utilizados pela populagdo € muito alto, o que vem trazendo
consequéncias no controle de infecgbes, viabilizando a propagacdo de espécies
resistentes, como € o caso de algumas bactérias (BAGNATO, 2017).

Os derivados porfirindides, podem ser provenientes de produtos naturais
ou podem ser sintetizados em laboratério, os mesmos apresentam funcgdes vitais em
alguns casos. Temos como um exemplo o pigmento clorofila, fundamental para a vida
vegetal, pois é responsavel pela fotossintese. A fotossintese envolve uma reagédo de
fotocatalise, sendo assim, a natureza nos da indicios de que a fotocatalise é efetiva até
mesmo em processos bastante complexos, proporcionando uma inspiragdo sobre o0 uso
de reacgdes fotocatalisadas na terapia fotodinamica (TFD) (BATTERSBY, 2000).
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A hematoporfirina, outro composto porfirindide de extrema importancia
(Figura 3), presente no sangue é responsavel pelo transporte de oxigénio, sendo
fundamental para a vida (FERREIRA, 2015).

Alguns pigmentos organicos, do tipo clorofila, bacterioclorofila, curcumina
e outros, tém chamado atencado nos ultimos anos devido a sua eficiéncia frente a TFD,
pois quando ativados com luz na presenga de oxigénio, geram espécies reativas de
oxigénio (ROS) e radicais, as quais s&o utilizadas em processo terapéutico conhecido
como Terapia Fotodinamica (GUOLIN et al., 2003).

A bacterioclorina € um exemplo de produto porfirindide que é extraida de
uma bactéria purpura e modificada em laboratorio a fim de tornar-se mais efetiva para
utilizagdo em TFD. A bacterioclorina foi denominada TOOKAD Soluvel® e esta sendo
comercializada para o tratamento de cancer de préstata, com resultados bastante
promissores (STRATEN et al.,2017) (Figura 3).

Figura 3. Estruturas das moléculas de clorofila, hematoporfirina e Tookad soltvel®

Clarofila & R= CHz

Clarofila b R=CHO
HOLC CO,H

I\-’)\/\/‘\/\/L/\/l\ Hematoparfirina Tookad soldvel

Fonte: AUTORA, 2020.

1.4 TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD é uma técnica médico terapéutica, empregada em varias areas da
saude com enfoque no tratamento eficiente e menos prejudicial ao paciente e seu corpo.
Uma dessas areas é a dermatologia, a qual utilizada a TFD em tratamentos de afecgbes
de pele, variando desde pequenas infecgcbes causadas por bactérias a neoplasias
(HAMBLIN; JORI, 2011).

Apesar de ser um modelo medicinal empregado em maior abrangéncia e
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estudado nas ultimas décadas, a TFD é milenar, porém pouco difundida no passado. Ela
comecgou a ser estudada em 1900 na Alemanha por Oscar Raab pesquisador sob a
orientagcdo de Hermann von Tappeiner. Ele observou que as células do Paramecium
caudatum quando expostas a luz e em contato com a acridina morriam aceleradamente.
Ainda, reparou que em dias de intempérie, essas células se comportavam de maneira
diferente, sendo assim o inicio da utilizacdo da terapia fotodinamica (MOAN; PENG,
2003).

Conforme Ferreira (2015), embora haja varias descobertas sobre a TFD
no seculo XX, como por exemplo, em 1924, Policar observou que havia uma grande
quantidade de hematoporfirina concentrada nas células tumorais, e que elas agiam com a
infusdo de luz no local destruindo-as. Foi somente na década de 60 que os resultantes da
hematoporfirina foram empregados para identificar tumores.

Em 1978, foi realizado o primeiro teste clinico utilizando a hematoporfirina
como agente sensibilizador para varios tipos de céancer, tais como, mama, colon, pele e
préstata. Essas descrigdes foram realizadas por Dougherty, que, além disso, foi o
responsavel por purificar a hematoporfirina dando origem ao composto denominado de
Photofrin Il que em 1993 no Canada, foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) como sendo o primeiro fotossensibilizador, sendo disponivel para ser
comercializado para o tratamento do cancer (DHANESHWAR et al., 2014).

A TFD é uma técnica terapéutica fotoquimica que utiliza trés componentes
essenciais, a luz, um agente fotossensibilizador (FS) e o oxigénio. Quando associados,
geram espécies reativas que levam a destruicao do tecido especifico (ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010).

Apos receber um comprimento de onda especifico, o FS é estimulado
para seu estado eletrdnico mais excitado (estado singleto - 1FS*), quando retorna ao seu
estado fundamental, ele é capaz de emitir energia em forma de luz florescente ou ainda
pode fazer com que acontegca um processo de inversao de spin (cruzamento de sistemas)
favorecendo seu deslocamento para o estado mais energético (tripleto excitado — 3FS*).
Quando o FS excitado volta ao seu estado fundamental, ele perde fosforescéncia, mas no
estado tripleto excitado, alguns pigmentos dispdem de niveis de energia apropriados para
efetivar transferéncias de energia para o oxigénio molecular (O2). Assim, o oxigénio
molecular que ocorre espontaneamente no estado tripleto (302) é fotoexcitado pelo agente
fotossensibilizador (3FS*) em diregdo ao estado singleto ('02), conforme demostrado na
figura 4 (De OLIVEIRA et al., 2015).
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O oxigénio singleto €& bastante reativo, causando danos as células e
posteriormente causando a morte das mesmas (apoptose/necrose), essa agao € chamado
de mecanismo tipo Il. (MANOEL et al., 2014). No processo que denominamos como o
mecanismo tipo | € quando ha a formagdo de espécies radicais ou peroxidos, esse
fendmeno pode acontecer em maior ou menor numero dependendo do FS utilizado. Nos
dois mecanismos, ocorrem o desenvolvimento de espécies reativas do oxigénio (ROS), e
na TFD os mais significativos para serem usados é o oxigénio singleto, formado através
do mecanismo Il (De OLIVEIRA et al. 2015; MANOEL et al., 2014).

Os componentes, luz, fotossensibilizador e oxigénio, individualmente nao
sdo considerados toxicos, mas em conjunto, produzem espécies reativas de oxigénio
(oxigénio singlete) ou espécies radicalares que oxidam moléculas bioativas causando a
morte celular (SHARMA, 2013).

Figura 4. Diagrama de Jablonski modificado.

¥ — (Radicais e ions de radicais)
Estado Singlete Mecanismo Tipo |

- MORTE CELULAR
—— NS
Luz Estado triplete 2

Mecanismo Tipo |l
('FS+10;7)

FS
Estado Fundamental

Fonte: Adaptado de De OLIVEIRA et al., 2015.

A TFD tem sido utilizada de forma sistémica ou topica. Muitas vezes ela
auxilia e podendo competir com quimioterapia e radioterapia utilizada no tratamento de
varios tipos de cancer, com a vantagem de ser menos agressiva (PELLOSI et al., 2016).

Uma vantagem de utilizar a TFD € atingir o tecido desejado sem
comprometer os demais, se tornando uma técnica mais seletiva, visto que na maioria das
vezes 0 FS se localiza nos tecidos doentes. Na figura 5, temos uma representacao de
como funciona a TFD em um tratamento de forma sistémica. Inicialmente, o
fotossensibilizador é aplicado no paciente, apds algumas horas o fotossensibilizador se
localiza no tecido doente, apds, ele é irradiado com um comprimento de luz especifica a

fim de ativa-lo. O mesmo, na presencga de oxigénio, gera espécies reativas de oxigénio
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que poderdo causar danos nas células doentes, como por exemplo, reacdes de oxidacao,
danificando as mesmas e consequentemente levando a morte celular (VOLLET-FILHO;
INADA, 2017).

Figura 5. Esquema do processo da Terapia Fotodinamica.
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Fonte: AUTOR, 2020.
Essa técnica medicinal pode ser utilizada também de forma agregada a
outras técnicas mais convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia, podendo atuar

na reducao de tumores antes de uma intervencao cirurgica (FERREIRA, 2015).

1.5 FOTOSSENSIBILIZADORES

Os FS, como o préprio nome se refere, sdo compostos sensiveis a luz, os
compostos porfirindides propriamente ditos, sao classificados em quatro classes, (Figura
6) os quais apresentam em suas estruturas quatro anéis pirrélicos ligados entre si por
atomos de carbono, com uma conjugacao de elétrons, o que conferem uma emissao de
luz no espectro do visivel e ultravioleta proximo (BAGNATO, 2017; De OLIVEIRA et al.,
2015).

Os compostos porfirindides se classificam em: clorinas, porfirinas,
isobacterioclorinas e bacterioclorinas, as quais diferem no numero de elétrons e na

posicao das duplas ligagées (FUJITA, 2015).
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Figura 6. Representagao das posi¢des dos anéis pirrélicos em diferentes fotossensibilizadores.

Porfirina Clorina Bacterioclorina Isobacterioclorina

Fonte: PEREIRA, 2020.

De acordo com Carey e Sundberg (2007), estas substancias
tetrapirrolicas sdo consideradas todas aromaticas, independentemente de seu numero de
elétrons 1. As porfirinas possuem vinte e dois elétrons 1, porém somente dezoito
compdéem a estabilizagdo aromatica do agrupamento. As clorinas, bacterioclorinas e
isobacterioclorinas também sao aromaticas conforme a disposicdo de Huckel para o
quesito aromaticidade de compostos possuindo (4n+2) elétrons 7.

A alta quantidade de ligagdes duplas nos compostos porfirindides, fazem
com que estes compostos apresentem absor¢do na regido do visivel no espectro
eletromagnético, que pode ser observada pela apresentagcédo de cor, sendo um fator tipico
dessas substancias (GOUTERMAN, 1978).

Tais estruturas apresentam o espectro do visivel caracteristico por bandas
de absorcao de luz, sendo elas, banda Soret com absor¢gao aproximadamente em 400 nm
e refletem 18 elétrons m dando o aspecto de aromaticidade marcante dos compostos, € a
banda Q, que é constituida ainda por outras quatro bandas de menor intensidade, que é
entre 480 nm e 800 nm (Figura 7). Espectros de ultravioleta do visivel nas substancias
derivadas das porfirinas reduzidas, clorinas, bacterioclorinas e isobacterioclorinas,
expressam distingdes consideraveis, especialmente nas bandas Q, que exibem anéis
aromaticos com nucleos conjugados. Por isso a técnica de UV-vis é utilizada no

reconhecimento dos diferentes compostos tetrapirrolicos (DOLPHIN et al., 1994).
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Figura 7. Espectros de UV-vis caracteristicos de porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e
isobacterioclorinas.

Posiqées/[?i

12
1,0 ) o .
Il
- 308 N = 09
= Q
£
Iy E g!ﬁ III E 0,6
I a 2 03
= [ B o 0,
Posigdes < oL 2
meso o 500 600 0,04
400500600700 400 500 600 TOO
Porfirina Comprimento de onda (nm) Clorina Comprimento de onda {nm)

Viach s W

0,2 \ I

Absorbancia
Absorbancia

0,0 - o~

400 500 600 700 400 500 600 700 800
Isobacteriochlorina Comprimento de onda(nm) Baeta rioclorina Comprimento de onda (nm)

Fonte: ASSIS, 2016.

Os fotossensibilizadores para serem empregados na terapia fotodinamica
precisam possuir algumas caracteristicas essenciais para que se caracterizem como um
bom composto fotossintetizante. Tais elementos apropriados séo: possuir caracteristicas
fotofisicas favoraveis, baixa toxicidade no escuro, uma fotossensibilidade pouco
prolongada, formulagcdo simples sendo reproduzivel e estavel, rapida eliminagdo do
organismo, propensao na obtencdo em escala industrial e custo acessivel, ampla
afinidade de absorcdo no tecido doente em relacdo ao tecido saudavel, entre outros
(SIMPLICIQO et al., 2002).

Ao longo dos anos, os fotossensibilizadores foram passando por
alteragdes para garantir uma melhor eficacia na terapia fotodindmica, e constituiram trés
geracdes de fotossensibilizadores. Os de primeira geracdo foram classificados como os
derivados da hematoporfirina, que originou o farmaco Photofrin®, mas como apresentava
poucas caracteristicas ideias (como por exemplo sua atividade fotossensivel longa), é
bastante desvantajosa sua utilizacdo. Os de segunda geragao foram projetados com o
intuito de diminuir a fotossensibilidade prolongada e conseguirem absorver um
comprimento de onda maior, proximo ao vermelho os principais fotossensibilizadores
incluidos nessa geracdo sao, o Visudyne®, Foscan®, Photoditazine® e o Levulan®
(ULIANA et al., 2017).

Os fotossensibilizadores considerados de terceira geracao, ou a geragao

de farmacos mais inteligentes, foram desenvolvidos a partir dos da segunda geragéo e
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combinados com anticorpos, polimeros, e outras moléculas que orientam seletivamente o
fotossensibilizador para o tecido doente (YOON et al., 2013).

Em relacdo a influéncia da luz nos fotossensibilizadores e sua interagao
com o tecido, € uma fungdo complexa e sdo dependentes do comprimento de onda que é
emitido, isso comanda sua absor¢cdo e seu espalhamento no tecido (HENDERSON;
DOUGHERTY, 1992).

De acordo com Menezes e Perussi (2006) e Carvalho (2001), os tecidos
normais englobam varias substancias que absorvem ou espalham radiagao
eletromagnética, exemplo disso sdo as proteinas e o Acido Desoxirribonucleico (DNA)
que absorvem na faixa ultravioleta de 200-350 nm, a melanina e a hemoglobina que
absorvem na faixa verde-amarelo 495-590 nm e a agua que absorve na regido do
infravermelho, aproximadamente em 1200 nm.

A janela terapéutica € considerada em um comprimento de onda
eletromagnética entre 600-800 nm, e € o comprimento ideal para implementagao na TFD,
sendo também onde o tecido acaba tornando-se “translucido”, conforme figura 8
(VOLLET-FILHO; INADA, 2017).

Figura 8. Imagem ilustrativa do comprimento de onda e seu alcance no tecido.
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Fonte: Adaptado de AGOSTINIS et al., 2011.

Ja existem varios fotossensibilizadores aprovados para serem
comercializados e usados clinicamente, tais como, Photofrin® (tratamento de céncer),
Foscan® (tratamento de carcinomas espinocelulares), algumas formulagcées do acido

aminolevulinico (ALA) e seu derivado éster metilico (M-ALA) que sdo pré-farmacos
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(produzem porfirinas no organismo) para o tratamento de dermatologia oncoldgica e
estética, bem como o Photogem® (tratamento de neoplasias no sistema reprodutivo
feminino), Tookad® (tratamento de céncer de prostata), Photodithazine® (combate a
células neoplasicas), sendo que alguns de primeira geragdo, podem ter sua atuacao
menos eficiente do que os compostos da segunda e terceira geragao (STRATEN et
al.,2017).

Os precursores dos fotossensibilizadores mais utilizados sdo substancias
oriundas de produtos naturais e empregadas na ciéncia como fim terapéutico (Figura 9).
Um exemplo é a hematoporfirina, que é encontrada no sangue e responsavel por
transportar oxigénio as células e tecidos, e a clorofila a e b, que sdo fundamentais no
processo de fotossintese nos vegetais, que podem ser encontradas em cianobactérias,

como a Spirulina maxima (ULIANA et al., 2017).

Figura 9. Estruturas da clorofila e do Photodithazine®.

B - Y [ Sais de N-metil-D- |
; N\ngN (\\ & NH N ﬂ ‘. glucosamina de: ﬂl
NN N\ . | |
~/ N N \ w,/ N HNTA \ Clorina p6 |
RGN /\\,//\2 H N~ \ + /
3 { 7 2 { ‘
{ H :&__'ﬂ fH | EjOzH \ purpurinas /
| = 0O | ~ *® 7
0 MeO,C @ 9 / e
-:,( e02 Clorofila a C7H1305NH; OoC CO5CyH1305NH;
0\/’3\\7/’“\//\[/\/’\[/‘\/ ‘\I/’ Photodithazine® (mistura de compostos)

Fonte: ULIANA et al., 2017.

A curcumina também é um exemplo de substancia fotossensibilizadora,
no entanto ndo € um produto porfirinéide, ela provem de uma planta denominada acgafrao-
da-terra (Curcuma longa), e é bastante sensivel a luz, sendo utilizada em varios ramos da
TFD, podemos citar sua agao contra fungos causadores de micose, infecgéo de garganta,
até o controle do mosquito Aedes aegypti transmissor da dengue (SOUZA et al., 2017).

Em um estudo de inativagdo de Trichophyton mentagrophytes usando os
FS Photogem®, Curcumina, Clorina e-6 e Clorina butil, a curcumina foi eficaz, além disso
utilizando uma concentragao 100 vezes menor que os outros FS, sendo indicada para o
tratamento de onicomicose causada por esse fungo (SILVA et al., 2022).

As Dbacterioclorinas sdo compostos tetrapirrélicos, normalmente
encontrada em bactérias purpuras, na sua estrutura se encontram dois de seus anéis

pirrolicos reduzidos. Estas apresentam uma absor¢ao de luz na regido do vermelho e
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infravermelho proximo, o que é bastante interessante para sua utilizagao frente a terapia
fotodindmica (TFD), uma vez que apresenta maior penetragdo na pele, permitindo assim
tratar lesbes mais profundas. Uma bacterioclorina que esta sendo utilizada como
fotossensibilizador na terapia fotodinamica, e esta apresentando excelentes resultados é
a bacterioclorina chamada Tookad soluvel® (Figura 3), que esta sendo usada para o
tratamento de cancer de préstata (CHEN, 2002).

Bacterioclorinas e clorinas s&o os FS mais indicados e atribuidos a TFD,
isso se deve pelo fato de ambas terem uma banda maior de absorg¢ao (Figura 10), por tal
motivo, sdo consideradas fotossensibilizadores de segunda geragéo, e por conseguirem
atuar em lesdes maiores, por efeito da infiltragdo do infravermelho (De OLIVEIRA et al.,
2015).

Figura 10. Espectros de UV-vis da porfirina, clorina e bacterioclorina.
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Fonte: Adaptado de BAYONA et al., 2016.
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1.6 BACTERIAS PURPURAS NAO SULFUROSAS

Bacterioclorinas sao oriundas de bactérias purpuras, classificadas no Filo
Proteobactérias (Figura 11), pertencentes ao grupo das bactérias fotossintetizantes, seu
pigmento também & chamado de bacterioclorofila a e absorvem a luz no vermelho e
infravermelho proximo (ANDRADE, 2007).

Podem ser sulforosas e néo sulforosas, bactérias purpuras nao sulforosas
(BPNS) sao considerados os microrganismos com o metabolismo mais diversificado de
todos, conseguem sintetizar carotenoides que podem oferecer a eles uma diversidade de
cores, variando de purpura, vermelha, a cor de laranja, um exemplo de BPNS é a espécie

Rhodopseudomonas faecalis (MADIGAN et al., 2016).

Figura 11. Arvore filogenética e relacdes metabdlicas dos principais géneros de Proteobactéria.
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As BPNS podem ser fototroficas, ou seja, obtém sua energia pela luz no
processo de fotossintese anoxigénica, por esse motivo elas sdo encontradas em lagos e
lagoas depositadas em lugares mais profundos, e ainda possuem uma gama de
mecanismos que permitem seu crescimento de forma aerdbia e anaerdbicamente. Além
disso, sdo capazes de apresentar diversos mecanismos, como estruturas morfolégicas e
celulares, elementos bioquimicos, e também produgédo de variados pigmentos como a
bacterioclorofila a (TAUFEMBACK, 2019).

1.7 FOTOINATIVACAO DE MICRORGANISMOS

A microbiota humana esta localizada na pele, cavidade oral, trato
gastrointestinal e urogenital, sistema respiratério e olhos. Nessas regides, 70% dessas
bactérias residem no trato gastrointestinal, ajudando na digestdo e na defesa contra
patogenos (ANTUNES, 2014).

As bactérias sao agentes microscopicos que atuam no corpo humano e
no ambiente como um todo, grande parte delas, auxiliam nos processos quimicos e
biolégicos, porém quando encontrada de forma exacerbada e em condigbes
desfavoraveis acabam desenvolvendo infec¢cdes (RAVEN et al.,2001).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2017 divulgou a lista de
agentes patogénicos prioritarios, que sdo resistentes a antibidticos. A lista traz em
particular a ameaca de bactérias gram-negativas resistentes a diversos antibidticos,
podendo ainda transmitir seu material genético permitindo assim, que outras bactérias se
tornem resistentes (OPAS Brasil, 2017).

Elementos Unicos de cada microrganismo colaboram com sua
patogenicidade, ou seja, com a capacidade do mesmo de causar infecgdes e doencgas.
Existem diferentes mecanismos para se tornarem mais resistentes ou susceptiveis
biologicamente. Alguns desses mecanismos sdo a capacidade de serem microrganismos
oportunistas, serem altamente virulentos, possuirem meios de adesao (fimbrias, pili e
flagelos), e alguns ainda liberarem toxinas no meio celular do hospedeiro (MADIGAN et
al., 2016).

Além das bactérias, outros microrganismos como fungos séo alvos de
estudos com o intuito de diminuir o uso de drogas antibidticas e antifungicas

demasiadamente, que também tornam-se resistentes quando o tratamento usual é
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excedido (VILELA et al., 2012).

Segundo Silva et al. (2014) e Nagata et al. (2012) a TFD propicia a
erradicagao de bactérias, fungos e protozoarios, com uma técnica denominada Inativagéao
Fotodinamica de Microrganismos.

Os pesquisadores que algum tempo vem trabalhando com a
fotoinativagdo de microrganismos tém apontado que a curcumina tem potencial como
antifungicos na auséncia de luz (MARTINS et al., 2009; NEELOFAR et al., 2011).

De acordo com Egusa et al. (2008) a infecgéo por candidiase oral é mais
frequente em pacientes com o sistema imunoldégico comprometido, a levedura Candida
tem um crescimento aumentado diante deste fator, ja que o sistema imunoldgico esta com
0s mecanismos de defesa diminuidos.

O tratamento tipico com fluconazol, nistatina e anfoteracina B tem seu
funcionamento bom até certo periodo, e a reincidéncia da contaminacdo é grande em
pacientes que fazem uso destes farmacos, além do fato do uso generalizado e por muito
tempo de antifungicos, propiciam o progresso de espécies resistentes como a Candida
albicans (VANDEPUTTE et al., 2011).

Pesquisas in vitro, utilizando sangue humano infectado com virus estao
sendo empregadas na TFD. Conforme Perussi (2007), o tratamento de papilomavirus
humano (HPV) com TFD local ou sistémica provou ser eficaz, quando tratamentos
convencionais ndo impedem de ter recorréncias. O tratamento com TFD contra o HPV é
capaz de reduzir as cargas virais em lesbes de grau elevado de forma que os efeitos
colaterais da técnica sao nulos quando comparados a outros métodos (BOCCHI et al.,
2021).

O primeiro teste para porfirina e sua eficacia em inativar patégenos
humanos, como o virus da hepatite A no sangue foi realizada por Casteel. O estudo
avaliou o efeito de porfirinas no virus e no sangue com uma solugcédo salina e fosfato,
exposto a luz UV em 365 nm, o qual conseguiu quase 100% de inativagdo, demonstrando
assim, que a técnica é uma abordagem promissora e segura para remogao de virus nao
envelopados (PERUSSI, 2007; CASTEEL, 2004).

Outras areas da saude principalmente, utilizam a terapia fotodindmica
como técnica, por ser tratar de uma maneira utii e ndo invasiva, tendo resultados
melhores que as convencionais, inclui-se dentro delas a, desinfecgdo sanguinea,
periodontia, desinfeccdo da agua e tratamento antimicrobiano dos alimentos (MACHADO,
2000).
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A infeccdo pelo virus da COVID-19 também estd sendo estudado
juntamente com a TFD, e os compostos Azul de metileno e Radaclorina demonstraram
um bom desempenho frente ao virus SARS-CoV-2, acusando a inativagdo do mesmo em
suspensdes virais com baixas concentragdes dos compostos (SVYATCHENKO et al.,
2021).

Devido a isso, o presente estudo utilizou a classe de produtos
porfirindides (bacterioclorina), realizando a extragdo deste composto, seguida de
pequenas modificagbes estruturais a fim de melhorar as caracteristicas do
fotossensibilizador e assim fotoinativar alguns microrganismos, como bactérias e

leveduras.

1.8 OBJETIVOS

e Objetivo Geral:

Extrair o composto bacterioclorofila a a partir da bactéria purpura
Rhodopseudomonas faecalis, em seguida realizar modificagoes estruturais a fim de
obter a bacterioclorina. Apds a obtengédo da bacterioclorina desejada, a mesma
sera utilizada como fotossensibilizador a fim de inativar bactérias Gram-positivas,
gram-negativas e levedura, sendo os mesmos agentes patogénicos com potencial
de resisténcia a medicagao usual.

Dessa forma, a pesquisa ajudara a desenvolver um meio alternativo de

tratamento e menos prejudicial ao metabolismo humano.

e Objetivos Especificos:

Isolar e realizar a modificacdo quimica do pigmento bacterioclorofila;
Realizar teste de fotodegradacdo dos compostos;
Aplicar a bacterioclorina modificada em terapia fotodindmica, visando a

inativagdo de microrganismos.
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2 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.1 SINTESE DOS COMPOSTOS E TESTE DE FOTODEGRADAGCAO

A primeira etapa deste trabalho foi realizar a obtencédo de derivados de
bacterioclorinas (Esquema 1) conforme literatura (PRATAVIERA et al., 2021). Em seguida,
a realizagdo dos testes de avaliagdo da inativacdo de microrganismos frente a terapia
fotodinamica. A bacterioclorina foi selecionada por ser um fotossensibilizador promissor,
pois além da sua absor¢do de luz na regido desejada (janela terapéutica) € um
fotossensibilizador que tem apresentado bons resultados.

A bacterioclorina Trizma, foi testada usando TFD, para a inativacao de
células tumorais de cancer de mama, pela aluna de mestrado Nahryda Samara dos
Santos Lopes — Pds-graduagao em Biotecnologia da Universidade Federal de Sdo Carlos
(LOPES, 2018; PRATAVIERA et al., 2021).

Esquema 1. Sintese dos FS escolhidos para o estudo.
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Fonte: AUTORA, 2020.

A sintese destes compostos bem como as respectivas purificagdes foram
realizadas na UNILA a fim de obter material suficiente para a realizacdo dos testes da
TFD frente aos microrganismos.

A primeira etapa realizada foi a extragdo do pigmento chamado de
bacterioclorofila, a mesma é realizada com metanol e H2SO4 (5%) sob atmosfera inerte
(nitrogénio ou argOnio) para evitar reagdes paralelas de oxidagéo. A reagao também foi
protegida da luz, uma vez que o produto é fotossensivel. Apds o processo de extragao,

obtivemos a bacterioclorofila, a qual ndo € muito indicada para a TFD, uma vez que a
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presenga do grupo fiti confere a molécula menor polaridade, deixando o
fotossensibilizador menos soluvel no meio biolégico. Com isso, foi realizada uma reagéo
de transesterificagdo com metanol e acido sulfurico a fim de substituir o grupo fitil pelo
grupo metdxi (mais polar), obtendo-se a Bacterioclorina Metéxi (Bac Metdxi). A mesma foi
purificada por cristalizagao utilizando diclorometano e hexano.

Apos a obtencdo da bacterioclorina Metéxi, foi adicionada na mesma um
substituinte chamado Trizma® [Tris(hidroximetil) aminometano], uma amina que contem
trés hidroxilas na sua estrutura, este substituinte foi selecionado para deixar o composto
mais anfifilico, ou seja, mais soluvel em agua, a fim de torna-lo mais efetivo no meio
biolégico (MORITZ et al., 2017). Apos a modificagao estrutural foi realizada a purificacao
por coluna cromatografica, este composto ja havia sido caracterizado por espectroscopia
de RMN (PRATAVIERA et al., 2021). E possivel observar na figura 12, que o espectro de
UV-Vis da Bacterioclorina Trizma apresenta um pico em aproximadamente 755 nm o que

€ desejavel para a terapia fotodinamica, pois se localiza na regido da janela terapéutica.

Figura 12. Espectro de UV-Vis da Bacterioclorina Trizma®.
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Fonte: PRATAVIERA et al., 2021.

O teste de fotodegradacao foi realizado a fim de avaliar se ambas as
bacterioclorinas fotodegradavam quando expostas a luz conforme representado na figura
13. Para esse teste as bacterioclorinas foram expostas a luz de um em um minuto,
durante dez minutos, e apds o espectro de UV-vis verificado no espectrofotdmetro em 368
nm (Banda Soret), a dose de luz utilizada foi de 14,28 J/cm? que correspondem a dez

minutos de irradiagao na biotable com iluminacido de 780 nm e intensidade 24 mW/cm?.
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Figura 13. Grafico de fotodegradagéo das bacterioclorinas.
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As bacterioclorinas Métoxi e Trizma avaliadas nestas condigdes descritas
anteriormente, se mostram estaveis durante a fotodegradacgao, sinal de que ambas sao
compostos que ndo se degradam facilmente durante a exposi¢ado a luz. Resultado que
indica que suas propriedades sdo adequadas para uso em TFD.

Apds a obtencédo dos dois fotossensibilizadores (Figura 14), a proxima
etapa a ser realizada foi a avaliagdo fotodinamica frente a diferentes microrganismos, a
fim de avaliar sua eficiéncia na durante a fotoinativacdo dos mesmos. Para isso foram
selecionados quatro microrganismos Staphylococcus aureus CBMAI 485 (bactéria gram-
positiva), Micrococcus luteus CBMAI (Colegao Brasileira de Microrganismos de Ambiente
e Industria) 825/ DSMZ 20030 (bactéria gram-positiva), Pseudomonas aeruginosa CBMAI
489 (bactéria gram-negativa) e Candida albicans CBMAI 475 e ATCC 90028 (levedura).



Figura 14. Estruturas dos fotossensibilizadores selecionados para a avaliagdo em terapia
fotodinamica.
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Fonte: AUTORA, 2021.
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Para realizar a avaliacdo fotodinamica frente aos microrganismos

doses de luz, em seguida diluidas e aplicadas nas placas.

Figura 15. Imagem da biotable (fonte de iluminagdo em 780 nm).

Fonte: LOPES, 2018.

selecionados, € preciso avaliar diferentes doses de luz e diferentes concentragdes de
fotossensibilizador. A fonte luminosa que foi utilizada, € uma biotable (Figura 15) a mesma
apresenta LEDs, que correspondem a uma iluminagcdo em 780 nm com intensidade de 24
mW/cm?. As culturas dos diferentes microrganismos foram transferidas para uma placa de
24 pocgos, e incubadas com o fotossensibilizador com diferentes concentragdes durante

20 minutos. Apds a incubagao, as mesmas foram irradiadas na biotable com diferentes
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2.2 AVALIAGAO FOTODINAMICA

2.2.1 Fotoinativagdo do microrganismo Staphylococcus aureus

O primeiro microrganismo a ser avaliado frente a inativagéo fotodinadmica
foi o S. aureus. Inicialmente foi selecionada a dose de luz de 10 J/cm? (Figura 16) e as
concentragdes dos FS Bacterioclorina Metdxi e Bacterioclorina Trizma de 1, 15 e 30 yM.
Neste estudo foi possivel observar que os controles do microrganismo no escuro
contendo 30 uM de cada FS n&o apresentaram toxicidade.

Quando realizado a TFD, foi observado que nessas condigbes ambos os
fotossensibilizadores, tanto a Bacterioclorina Trizma quanto a Bacterioclorina Metoxi
conseguiram diminuir as coloénias de S. aureus com resultados promissores. Na
concentragdo de 30 uM a Bacterioclorina Trizma conseguiu inativar aproximadamente 4
log (10) enquanto a Bacterioclorina Metdxi conseguiu inativar aproximadamente 2,5 log
(10) deste microrganismo. Evidenciando que a Bacterioclorina Trizma conseguiu inativar

1,5 log (10) a mais do que a Metdxi.

Figura 16. Grafico da fotoinativagdo do S. aureus com 10 J/cm?2.
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Fonte: AUTORA, 2021.

A intencdo desta avaliagdo € inativar completamente os microrganismos,
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sendo assim, aumentamos a dose de luz para 20J/cm? (Figura 17). Nesta avaliagdo
observou-se que na concentracdo de 1 uM de fotossensibilizador, obteve-se uma reducao
de aproximadamente 3 log (10) para ambos os fotossensibilizadores. Nas concentragdes
de 15 e 30 uM ocorreu a inativagdo dessa bactéria, mostrando resultados promissores
para a inativagado desse microrganismo com a Bacterioclorina Trizma e Bacterioclorina

Metoxi.

Figura 17. Gréfico da fotoinativagdo do S. aureus com 20 J/cm?2.
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Também avaliamos a dose de luz de 30 J/cm? nas mesmas
concentracdes dos diferentes fotossensibilizadores (Figura 18). Da mesma forma que
ocorreu a eliminagdo com 20 J/cm?, ocorreu uma excelente inativagdo do S. aureus com
30 J/cm? dizimando as col6nias dessa bactéria com as bacterioclorinas Trizma e Metdxi,
potencializando ainda mais a indicagdo desses fotossensibilizadores para a
Fotoinativagdo de microrganismos. Além disso, observamos a diferenga da inativacao
com 1 uyM, onde que, com a dose de luz de 30 J/cm? que conseguiu inativar
aproximadamente 4 log (10), uma diferenca de 1 log (10) a mais do que com a dose de
luz de 20 J/cm?, comprovando que a fotoinativagdo dos microrganismos, dependente da

dose de luz bem como da concentracao dos fotossensibilizadores.
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Figura 18. Gréfico da fotoinativagdo do S. aureus com 30 J/cm?2.
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Conforme os dados apresentados pode-se observar que a fotoinativagcao
do microrganismo S. aureus foi efetiva nos testes, e os melhores resultados foram nas
concentracbes 15 e 30 UM usando as doses de luz de 20 e 30 J/cm2 Quando
comparamos os diferentes fotossensibilizadores testados, foi observado que os dois
apresentaram atividades muito similares.

Varias bactérias sdo essenciais para nossa saude, nos proporcionando
bem-estar, e outras podem ocasionar infecgdes. A fotoinativagao de bactérias patogénicas
se faz necessaria, sendo que as porfirinas sdo fotossensibilizadores que demonstram
eficiéncia para uso em TFD, eliminando bactérias gram-positivas como Staphylococcus
aureus (AMOS-TAUTUA et al., 2019).

Um estudo relata que fotossensibilizadores do tipo ftalocianina
complexados com metais) também se mostra eficiente na fotoinativagdo dessa bactéria
gram-positiva. Utilizando uma concentracdo de 5x10* mol, foi possivel diminuir entre
cinco e seis ordens de unidades formadoras de colénias (UFC) (BEREZIN et al., 2020).

Além das porfirinas, outros fotossensibilizadores como uma
bacterioclorina monosubstituida dicatibnica denominada BC37, também foi eficaz para
suprimir o S. aureus (HUANG et al., 2014). Agentes fotossensibilizadores que também

conseguiram reduzir a concentragéo celular de S. aureus foram o Azul de metileno (MB),



36

Azul de toluidina (TB) e Verde malaquita (MG) em concentragdes eficazes de 300 uM de
MB, com redugao de 1,03 log (10), 150 yM de TB conseguiu reduzir 1,05 log (10) e 3000
MM de MG reduziu 1,63 log (10) a dose de luz utilizada foi de 20 J/cm? (VILELA et al.,
2012).

Nas infec¢des, como ha uma pluralidade de microrganismos e um limite
de tratamento, a fotoinativagdo se mostra um método praticavel para combater esse
problema. As pesquisas apontam que os fotossensibilizadores de segunda geragao sao
mais estruturados e possuem metais na sua composi¢ao para ter efeito fotodinamico e
posteriormente serem ativados por luz vermelha (TRIGO-GUTIERREZ, 2018).
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2.2.2 Fotoinativagao do microrganismo Micrococcus luteus

Outro microrganismo selecionado foi o Micrococcus luteus bactéria gram-
positiva para avaliar a inativagao fotodinamica utilizando a bacterioclorina Trizma e
Bacterioclorina Metoxi como fotossensibilizador.

O controle do microrganismo cresceu aproximadamente 6,4 log (10), o
controle luz teve o crescimento similar ao controle, indicando que a luz ndo causou
crescimento nem inativacdo do microrganismo. Os fotossensibilizadores na concentragéo
de 30,0 uM foram avaliados no escuro e pode-se observar que néo inibiram o crescimento
do microrganismo, indicando que estes fotossensibilizadores n&do s&o téxicos no escuro.
Quando avaliado a TFD com os diferentes fotossensibilizadores nas concentragdes de 1,
15 e 30 yM e com a dosagem de luz de 10 J/cm?, observou-se uma reducéao de 2 log (10)
das col6nias desse microrganismo em relagdo ao controle (Figura 19). Também foi

possivel observar que ambos os fotossensibilizadores apresentaram resultados similares.

Figura 19. Grafico da fotoinativagado do M. luteus com 10 J/cm?.
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Fonte: AUTORA, 2021.

A fim de avaliar o efeito da dose de luz na inativagdo do microrganismo,
foram avaliados os mesmos fotossensibilizadores nas concentragdes de 1, 15 e 30 uM
com uma dose de luz de 20 J/cm? (Figura 20). Como resultado pode-se observar que e 0s

valores de inativagcdo foram aproximados dos resultados de 10 J/cm?, sendo observado
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uma redugao do numero de colbnias de =2 log (10).

Figura 20. Grafico da fotoinativagdo do M. luteus com 20 J/cm?.
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Fonte: AUTORA, 2021.

Como néao foi possivel obter uma reducao significativa de Micrococcus
luteus com 20 J/cm?, aumentamos a dose de luz para 30 J/cm? conforme a figura 21, o
qual ainda se mostrou bastante resistente, perceptivel quando observamos e
comparamos os graficos anteriores, sendo que, a diminuigdo de coldnias dessa bactéria

se mantém em aproximadamente 2 log (10) nas trés dosagens de luz (10, 20 e 30 J/cm?).
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Figura 21. Gréfico da fotoinativagdo do M. luteus com 30 J/cm?.
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Fonte: AUTORA, 2021.
A fim de obter melhores resultados na fotoinativacao de M. luteus, foi

mantida a dose de luz de 30 J/cm? e foi realizada um aumento na concentracdo dos
fotossensibilizadores que passou de 1 uM, 15 uM e 30 yM para 45 uM, 60 yM e 75 uM
(Figura 22).

Figura 22. Grafico da fotoinativagdo do M. luteus com 30J/cm? e 45, 60 e 75 uM.
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Conforme a figura 22, observamos que, os fotossensibilizadores néo se
mostraram toxicos no escuro e que nao reduziram completamente a carga celular
microbiana da bactéria avaliada. No entanto, observou-se uma diminuicdo de
aproximadamente 3 log (10) do microrganismo e que ambos os fotossensibilizadores
apresentaram uma eficiéncia similar. Embora este microrganismo demostrou ser
resistente aos ensaios, podemos considerar este resultado promissor, o qual da abertura
a realizacao de novos testes com outras concentragdes e doses de luz.

O género Micrococcus faz parte da familia Micrococcaceae pertencente
ao filo das actinobactérias que sdo adaptados a varios habitats, sendo encontrado no
solo, plantas, mar, sedimentos aquaticos e esponjas marinhas (ELTAMANY et al., 2014).

Para a inativagdo dessa bactéria gram-positiva relatou-se o uso de um
ponto quantico de grafeno associado ao azul de metileno (MB-GQD) e o estudo
conseguiu bons resultados com reducédo do numero de colénias de M. Luteus na, usando
dois minutos de irradiagdo com a intensidade de luz em 660 nm, além disso, o estudo
relata a completa inativagdo do microrganismo com o tempo de 5 minutos (KHOLIKOV et
al., 2018).

Estudos com o uso de sorbicilinéides provenientes de Trichoderma reesei
(fungo filamentoso) como FS na TFD trazem resultados promissores na fotoinativagao de
bactérias gram-positivas como o M. Luteus. Os resultados constam que além de ser um
produto pouco utilizado na fotoinativacdo, se mostrou propicio para esse propdsito, sendo
que a diminuicao de coldnias foi de 29,5; 80,8; 98; 99,7 e 99,9% respectivamente em
concentracdes de sorbicilindides de 50, 100, 200, 250 e 300 uM/mL, utilizando a luz UV
para a irradiagdo durante 30 minutos (YANG et al., 2020).
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2.2.3 Fotoinativagdo do microrganismo Pseudomonas aeruginosa

Essa bactéria foi selecionada por ser Gram-negativa e possuir capacidade
de gerar infecgdes que impactam o sistema imune, e muitas vezes se tornando resistente
aos medicamentos, como por exemplo, antibiéticos, dessa forma gerando preocupacoes
no sistema de saude. Com o objetivo de encontrar um bom fotossensibilizador que inative
este microrganismo, as bacterioclorinas Trizma e Bacterioclorina Metdxi foram avaliadas
perante a bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. Como ja é conhecido, estes
microrganismos Gram-negativos sdo extremamente resistentes, sendo assim, ja se iniciou
o teste com valores altos da concentracdo de fotossensibilizador (200 uM) e com uma
dose de luz elevada (45 J/cm?) conforme Figura 23. Neste estudo foi possivel observar
que o controle bactéria e controle luz cresceram normalmente, ou seja, a luz n&o inibiu e
nem favoreceu o crescimento das mesmas. Os controles somente FS (200 uM) no escuro
tiveram crescimento similar ao controle da bactéria, indicando que estes compostos nao
sao toxicos no escuro. Também podemos observar que quando realizamos TFD, nao
observamos diminuigdo no numero de colénias quando comparando com o controle,
mostrando que estes fotossensibilizadores testados n&o foram eficazes frente a inativagéo

deste microrganismo.

Figura 23. Grafico da fotoinativagédo da P. aeruginosa.
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Fonte: AUTORA, 2021.
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Bactérias Gram-negativas como a Pseudomonas aeruginosa possuem
uma membrana extracelular que apresenta lipopolissacarideos que sio responsaveis por
apresentar toxinas em sua composicao celular, deixando-a mais complexa, em relacao a
bactérias Gram-positivas, devido a essa caracteristica a fotoinativacdo € mais
desafiadora. Com isso, um fotossensibilizador ideal deve conter propriedades hidrofilicas
e cargas positivas para agregar na parede celular de bactérias Gram-negativas (MAKOLA
et al., 2021). Este resultado obtido ja era esperado, uma vez que ja € conhecido na
literatura que bactérias Gram-negativas sao inativadas por FS catiénicos, sendo assim,
realizamos apenas um teste com elevada concentragao e elevada dose de luz.

Em um estudo, duas bacterioclorinas catidnicas sintéticas foram alvo de
analise em teste de fotoinativagao de P. aeruginosa, sendo elas 5,10,15,20-Tetrakis [1-(4'-
bromobuitil)-3-piridil] bacterioclorina tetrabrometo [(3-PyBuBr)4BCBr4] denominada BCI-4
e 5,10,15,20-Tetraquis [1-(4'-piridiniobutil)-3-piridil] bacterioclorina octabrometo [(3-
PyBuPy)4BCBr8)] BCI-8, no valor de 0,005 mM de fotossensibilizador com dose de luz de
8 J/lcm? ja se mostraram eficientes contra a bactéria de forma plancténicas (MEEROVICH
et al., 2016).
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2.2.4 Fotoinativagdo do microrganismo Candida albicans

A levedura Candida albicans CBMAI 475, foi testada inicialmente com
uma dose de luz correspondente a 30 J/cm? e utilizando dois fotossensibilizadores que
sdo Bacterioclorina Trizma e Bacterioclorina Metdxi, nas concentragdes de 30, 45 e 60
MM. O controle do microrganismo teve um crescimento de ~5,3 log (10), o controle dos
fotossensibilizadores (60 uM) nao mostraram ser téxicos no escuro. Observamos na figura
24, que sob essas condi¢cdes a fotoinativagdo da levedura, nao tivemos inativagao do

mesmo, pois nao tivemos redugao do numero de unidades formadoras de colonia.

Figura 24. Grafico da C. albicans CBMAI 475 com 30 J/cm?2.
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Fonte: AUTORA, 2021.

A fim de obter melhores resultados de inativagdo do microrganismo C.
albicans, decidimos aumentar a concentragéo dos fotossensibilizadores, uma vez que ja
estamos utilizando uma dose de luz de 30 J/cm? que corresponde a 21 minutos de
exposi¢cao na luz e para uma possivel aplicagdo no ambito da medicina, como por
exemplo, no tratamento de candidose oral, 0 aumento deste tempo acaba inviabilizando o
procedimento. Observamos que na figura 25 a C. albicans CBMAI 475 com dose de luz
de 30 J/cm? e em concentragcdes mais elevadas de 75 uM, 90 uM e 105 uM, n&o alcangou

um resultado significativo de fotoinativagdo, se mantendo em menos de 1 log (10) de
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eliminagdo do microrganismo, demonstrando a sua resisténcia a TFD utilizando as duas

bacterioclorinas escolhidas no estudo.

Figura 25. Grafico da C. albicans CBMAI 475 com 30 J/cm?2.
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Fonte: AUTORA, 2021.

Devido a resisténcia observada nas figuras 24 e 25 de fotoinativagéao,
resolveu-se buscar outra linhagem de levedura para estudar se a amostra anterior estava
com um grau de resisténcia mais elevado ou a levedura possivelmente era resistente a
fotoinativagédo independe de serem linhagens diferentes.

Foi utilizada outra linhagem de Candida albicans ATCC 90028, para
observar e analisar as diferentes amostras, com isso na figura 26 foi avaliada a nova

amostra com 30 J/cm? e nas seguintes concentrag¢des 30 uM, 60 uM, 90 uM e 105 uM.
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Figura 26. Grafico da C. albicans ATCC 90028 com 30 J/cm?2.
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Fonte: AUTORA, 2021.

Para melhor avaliar os testes contra esse o fungo C. albicans ATCC
90028 as condi¢des do experimento sofreram um aumento para 45 J/cm? de dose de luz e
as concentracdes para 120 yM e 150 uM (Figura 27), observamos que o controle cresceu
cerca de 6 log (10) e os FS nao desenvolveram toxicidade no escuro, contudo o resultado
obtido ainda foi insatisfatorio para fotoinativacdo desse fungo utilizando bacterioclorinas

Trizma e Metdxi sendo um pouco mais de 1 log (10) de redugao das colbnias.
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Figura 27. Gréfico da C. albicans ATCC 90028 com 45 J/cm?2.
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Os testes com o microrganismo C. albicans, ambas as amostras CBMAI
475 e ATCC 90028 demonstraram que a espécie o género Candida foi resistente ao
tratamento de fotoinativacdo com Bacterioclorina Metoxi e Trizma. Dessa forma
ressaltando que mais estudos devem ser realizados com outros FS e até mesmo verificar
como a levedura se comporta em meio ao FS, e quais sdo seus mecanismos de defesa,
bem como a formulagao e sintese de FS que consigam melhor penetragdao na célula do
microrganismo.

Candida albicans € um microrganismo encontrado na microbiota oral dos
seres humanos, em situacbes de baixa imunidade, esse fungo pode se tornar um
patdégeno oportunista crescendo e se espalhando pela cavidade oral, originando uma
candidose oral (DIAS et al., 2020). Ao longo dos anos esse microrganismo vem sendo
estudado quanto a sua resisténcia a medicamentos, e a partir disso pesquisas em TFD
investigam a capacidade desse microrganismo ser resistente a esse método terapéutico.
Sabe-se que a realizagdo progressiva do tratamento em concentragdes baixas pode
ocasionar uma populagao microbiana resistente (DIAS et al., 2020).

A eficacia antimicrobiana da Curcumina como FS contra espécies de
Candida spp. em investigagdes in vitro, vem conseguindo diminuir e erradicar coldnias de

Candida albicans com 20 uM de curcumina e 5,28 J/cm? de luz na forma plancténica do
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fungo (SANTEZI et al., 2018).

Relato de um protocolo utilizando a curcumina como agente fotossensivel
na inativagcdo de C. albicans em modo plancténico e em biofilmes, utilizaram as
concentragdes de 5, 10, 20, 40 yM com tempo de incubagao de 20 minutos e doses de luz
de 5,28; 18,0; 25,5 e 37,5 J/cm?, conseguiram obter a redugdo dessa levedura em
biofilmes de 85% na concentragédo de 40 uM e 18 J/cm2. O estudo ainda identificou que
em concentragbées menores é possivel inativar o fungo isoladamente de forma eficaz
(DOVIGO et al., 2013).

Também ha relato de atividade inibitéria utilizando o a&acido 5-
aminolevulinico (ALA), o qual possui potencial como antifungico. A solugdo de ALA foi
diluida em 15 mM e incubada 5 horas antes da irradiacéo, foi usada a luz de 300 J/cm?
por 50 minutos e posteriormente a atividade foi avaliada em nivel subcelular, molecular e
transcricional. Em nivel molecular o ALA resultou em cerca de 19% de apoptose celular,

em nivel transcricional foi obtido resultados de reducao significativos (SHI et al., 2021).
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2.3 DADOS ESTATISTICOS

Os dados estatisticos foram fornecidos pelo software Rstudio, com o teste

de variancia (ANOVA) onde a significancia é de p<0,05 e estdo apresentados na tabela 1.
Tabela 1. Dados estatisticos ANOVA.

Microrganismo Dose de UM Composto Valor F Valor p
Luz
10 J/cm? 1,15e 30 Bac. Meto6xi 161 <2e-16
10 J/cm? 1,15e 30 Bac. Trizma 295,8 <2e-16
20 J/cm?2 1,15e 30 Bac. Meto6xi 2228 <2e-16
S. aureus 20 J/cm?2 1,15e 30 Bac. Trizma 735,1 <2e-16
30 J/cmz? 1,15e 30 Bac. Meto6xi 937,7 <2e-16
30 J/icmz? 1,15e 30 Bac. Trizma 571,9 <2e-16
P.aeruginosa 45 J/lcmz 1,15e 30 Bac. Metoxi 1,605 0,233
45 J/cm?2 1,15e 30 Bac. Trizma 0,877 0,471
10 J/cm? 1,15e 30 Bac. Meto6xi 328,3 <2e-16
10 J/cmz 1,15e 30 Bac. Trizma 2245 <2e-16
20 J/cm?2 1,15e 30 Bac. Meto6xi 214,8 <2e-16
20 J/cmz2 1,15e 30 Bac. Trizma 110,2 <2e-16
M. luteus 30 J/cm? 1,15e 30 Bac. Meto6xi 268,1 <2e-16
30 J/cm?2 1,15e 30 Bac. Trizma 149,2 <2e-16
30J/cm2 45,60e 75 Bac. Meto6xi 251,3 <2e-16
30J/icm2 | 45,60e 75 Bac. Trizma 409,2 <2e-16
30J/cm2  30,45e 60 Bac. Meto6xi 12,89 1,85e-06
30J/cm2 | 30,45e 60 Bac. Trizma 6,197 0,000466
30 J/cm? 75,90 e Bac. Meto6xi 29,2 1,75e-10
C. albicans 475 105
30 J/cmz? 75,90 e Bac. Trizma 6,317 0,000443
105
30J/cm2 30, 60, 90 e Bac. Meto6xi 7,077 0,000132
105
C. albicans 30J/cm2 | 30,60,90e€ Bac. Trizma 6,57 0,000149
90028 105
45 J/cm? 120 e 150 Bac. Meto6xi 7,09 0,001
45 J/cm?2 120 e 150 Bac. Trizma 19,41 3,66e-06

Fonte: AUTORA, 2022.
Os valores de p apresentados na tabela confirmam que os testes

realizados tem importancia significativa e que a fotoinativacdo se apresenta como um
método capaz de eliminar as UFC dos microrganismos, resultado que permite a aplicagao
dessa técnica para a esfera da saude e proporciona a busca de diversos compostos
oriundos da natureza que podem vir a ser utilizados na TFD de forma sustentavel.

Os dados demonstram que o valor de p se mantém abaixo de 0,05 para
0s microrganismos S. aureus, M. luteus e C. albicans, exceto dos dados correspondente
ao microrganismo Pseudomonas aeruginosa, confirmando que a fotoinativagdo desse

microrganismo nao foi eficiente para tratar de uma bactéria Gram-negativa.
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3 CONCLUSAO

Neste estudo observamos a capacidade de atividade de bacterioclorinas
na inativagcdo de microrganismos potencialmente patogénicos. As bacterioclorinas
Bacterioclorina Trizma e Bacterioclorina Metoxi foram eficientes na fotoinativacdo da
bactéria gram-positiva S. aureus, e demonstrou resultados promissores na inativagdo dos
microrganismos C. albicans e M. luteus.

O desenvolvimento e a realizagcdo de novas sinteses de FS e
modificagdes quimicas podem auxiliar no processo de expansao do estudo em TFD e da
fotoinativagdo, bem como comparar os dados ja obtidos e observar como ocorre a
penetracdo do FS na célula microbiana, analisando os mecanismos e caracteristicas que
possuem para que possam diagnosticar novos métodos que permitem vir a ajudar na
fotoinativacéao.

O desenvolvimento do estudo e seus resultados contribuiram para
enfatizar o uso de produtos naturais porfirindides da natureza, bem como sua extracao de
maneira sustentavel pode favorecer técnicas e pesquisas no ambito cientifico e auxiliar a
difusdo desse conhecimento para a sociedade promovendo inumeros beneficios na area

da saude, bem como, da biotecnologia.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As analises de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) (anexos) foram
feitas no espectrofotdbmetro da Brucker Avance 400 a 400.15 MHz para 'H e 100.13 MHz
para o '3C, utilizando a referéncia interna tetrametilsilano. As analises de UV-Vis foram
feitas no espectrofotometro LAMBDA 25 (Perkin Elmer), tanto os espetros de RMN quanto
UV-Vis foram realizados na Universidade Federal de Sdo Carlos. Os reagentes foram

usados como adquiridos, sem purificagdo prévia.

EXTRACAO DA BACTERIOCLOROFILA DA BACTERIA R. faecalis

Rhodopseudomonas faecalis (2.5 g) foi tratado com 5% de solugéo de
Metanol/ H2SO4 (30 mL) durante 48 h a temperatura ambiente, a reagéo foi mantida sobre
atmosfera de nitrogénio e protegida da luz. A mistura reacional foi lavada com 50 mL de
metanol para remover as impurezas e em seguida foi lavada com 100 mL de
diclorometano no qual a bacterioclorina é soluvel. Esta fase organica foi lavada com agua
(3 x 50 mL) e secada com sulfato de sodio. Apés a evaporacdo do solvente em
rotaevaporador, a bacterioclorofila foi obtida. O produto foi recristalizado com
diclometano/hexano.
TH- RMN (CDCls, 400 MHz) &: 9,00 (s, 1H); 8,48 (s, 1H); 8,41 (s, 1H); 6,09 (s, 1H); 5,18
(m, 1H) 4,50-4.44 (m, 2H); 4,26-4,29 (m, 2H); 4,04-4,02 (m, 2H); 3,84 (s, 3H); 3,49 (s,
3H,); 3,44 (s, 3H); 3,16 (s, 3H); 2,52-2,48 (m, 2H); 2,36-2,32 (m, 2H); 2,28-2,24 (m, 2H);
1,78 (d, J = 7.4 Hz, 3H); 1,72 (d, J = 7.9 Hz, 3H); 1,10 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 1,30-1,01 (m,
26H); 1,85-0,78 (m, 10H) 0,45 (s, 1H, NH); —0,98 (s, 1H, NH).
UV-Vis (diclorometano): Amax (nm): 360, 529, 683, 752.

TRANSESTERIFICAGAO DA BACTERIOCLOROFILA

A bacterioclorofila foi tratada novamente com uma solugdo de 30 mL
metanol/H2S04 5% juntamente 15 mL de diclorometano, permanecendo sob agitagcao
durante 4 horas (sob atmosfera de nitrogénio e protegida da luz). Apdés a mesma foi
neutralizada com bicarbonato de sodio, lavada com agua, secada e o solvente evaporado.
A bacterioclorina foi purificada por recristalizagdo usando solvente diclorometano/hexano.
Obtendo-se a bacterioclorina metéxi (0.020 g, 0.032 mmol, 0.8%) (JOSHI et al., 2011).
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H- RMN (CDCIs, 400 MHz) &: 8,97 (s, 1H, 5-H); 8,48 (s, 1H, 10-H); 8,41 (s, 1H, 20-H);
6,08 (s, 1H, 132-H); 4,26-4,29 (m, 2H, 1H for 7-H, 1H for 8-H); 4,04-4,02 (m, 2H, 1H for 17-
H, 1H for 18-H); 3,84 (s, 3H, 12-CHa); 3,59 (s, 3H, 2-CHs3); 3,49 (s, 3H, 13%- COOCHj3);
3,45 (s, 3H, 17-CH2CH2 COOCHs3); 3,16 (s, 3H, 3- COCHs); 2,52-2,48 (m, 2H, 17-
CH2CH2COO0CH:S3); 2,36-2,32 (m, 2H, 17-CH2CH2COOCH:S3); 2,28-2,24 (m, 2H, 8-CH2CHs);
1,78 (d, J=7,4 Hz, 3H, 7- CH3); 1,72 (d, J = 7,9 Hz, 3H, 18- CH3s); 1,11 (t, J = 7,2 Hz, 3H,
8- CH2CHBs); 0,46 (s, 1H, NH); 0,97 (s, 1H, NH). (PRATAVIERA et al., 2021).

UV-Vis (diclorometano): A max (nm): 362, 389, 530, 683, 754.

OBTENCAO DA BACTERIO TRIZMA

Bacterioclorina metoxi (10 mg, 0.016 mmol) e  Trizma®
(Tris(hidroximetil)Jaminometano) (30 mg, 0.24 mmol) foram dissolvidas em 4 mL of
tetrahidrofurano (THF) em um tubo selado (Aldrich®) e aquecido a 110 °C durante 7 dias,
sob protegéo da luz. A fase organica foi evaporada e dissolvida em diclorometano, lavada
com agua e seca com sulfato de sodio. Apos a evaporagao do solvente sobre pressao
reduzida em rotoevaporador a bacterioclorina Trizma foi purificada em coluna
cromatografica usando silica gel com eluente diclorometano/metanol 9:1. Obtendo-se a
bacterioclorina Trizma com 65% de rendimento. (0.7 mg, 0.0098 mmol, 65 %)
(PRATAVIERA et al., 2021).

1H- RMN (CDCls, 400 MHz) &: 8,93 (s, 1H, 5-H); 8,43 (s, 1H, 10-H); 8,39 (s, 1H, 20-H);
7,79 (s, 1H, NH amida); 6,08 (s, 1H, 132-H); 4,31-4,18 (m, 4H, 1H for 7-H, 1H for 8-H, 1H
for 17-H, 1H for 18-H); 3,90 (s, 6H, -NH(CH20H)a); 3,74 (s, 3H, 17-COOCH); 3,47 (s, 3H,
2-CH3), 3.43 (s, 3H, 12-CHs), 3.16 (s, 3H, 3-COCHs), 2.71-2.30 (m, 4H, 17-
CH2CH2COOCHs3); 2,09-1,92 (m, 2H, 17-CH2CH2COOCHs); 1,78 (d, J = 7.4 Hz, 3H, 7-
CHa); 1,75 (d, J = 7,9 Hz, 3H, 18- CHa); 1,10 (t, J = 7,2 Hz, 3H, 8- CH2CHs); 0,69 (s, 1H,
NH); -0,77 (s, 1H, NH).

UV-Vis (diclorometano): Amax (nm): 360, 531, 685, 755.
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CRESCIMENTO DAS CELULAS MICROBIANAS

Para a realizagdo deste trabalho, as linhagens microbianas de C.
albicans, S. aureus, P. aeruginosa e M. luteus, foram reativadas de criotubos contendo
cerca de 2 mL de glicerol 20%, preservados em criogenia a -80 °C. Os microrganismos
estavam preservadas no Laboratério de Biotecnologia Ambiental da Unila.

Candida albicans ATCC 90028 e Candida albicans ATCC 475 cresceram
a 27 °C em caldo Sabouraud da marca KASVI na estufa durante 24 horas, apés foi
centrifugada usando tubos falcon de 15 mL no tempo de 1 minuto a 3000 rpm e
temperatura de 21 °C, e ressuspendido em agua autoclavada. Em seguida a suspensao
foi ajustada com absorbéancia de 0.3 em 600 nm no espectrofotdémetro.

Staphylococcus aureus ATCC 485 cresceu em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) da marca KASVI na estufa a 37 °C durante 24 horas, apds centrifugado usando
tubos falcon de 15 mL no tempo de 1 minuto a 3000 rpm e temperatura de 21 °C foi
ressuspendido em agua autoclavada e ajustada na absorbancia de 0,1 em 600 nm.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 489 cresceu em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) da marca KASVI durante 24 horas, apds centrifugado usando tubos falcon de 15
mL no tempo de 1 minuto a 3000 rpm e temperatura de 21 °C, foi ressuspendido em agua
autoclavada e ajustada na absorbancia de 0,1 em 600 nm.

Micrococcus luteus ATCC 825 cresceu em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) da marca KASVI durante 24 horas, apds centrifugado usando tubos falcon de 15
mL no tempo de 1 minuto a 3000 rpm e temperatura de 21 °C foi ressuspendido em agua

autoclavada e ajustada na absorbancia de 0.99 em 600 nm.

FOTOINATIVACAO

Os testes de avaliacdo fotodindamica foram realizados utilizando dois
fotossensibilizadores Bacterioclorina Metoxi e Bacterioclorina Trizma, variando as
concentragbes e a dosagem de luz, assim analisando a inativagdo usando a terapia
fotodindmica frente aos microrganismos escolhidos para o estudo. O procedimento
experimental ocorreu segundo a figura 28. Todos os materiais utilizados foram

esterilizados
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Figura 28. Fluxograma do procedimento experimental.
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Fonte: AUTOR, 2022.

O microrganismo foi colocado para crescer 24 horas antes do inicio dos
testes (em meio Sabouraud para levedura e meio BHI — Brain Heart Infusion Broth para
bactérias, ambos os meios da marca KASVI), apos esse tempo o material foi centrifugado
e feito a ressuspensdo em agua autoclavada; a absorbancia é verificada utilizando o
equipamento espectrofotbmetro em 600 nn (S. aureus, M. luteus, P. aeruginosa foi de
aproximadamente 0,1 de absorbéncia e C. albicans foi de 0,3 de absorbancia). Apds
ajustado a absorbancia de cada microrganismo é colocado 500 pL deste material
contendo o microrganismo nas placas de 24 pog¢os, e adicionado as solugdes contendo os
fotossensibilizadores até atingir as concentragdes de 1 uM, 15 uM, 30 pM, 45 uM, 60 uM,
75 uM, 90 uM, 105 e 200 uM para cada fotossensibilizador.

Apos a adicao do FS, as placas ficaram protegidas da luz pelo tempo de
incubacdo de 20 minutos, onde ocorre a penetracdo do FS no interior de cada
microrganismo. O controle s6 microrganismo € mantido no escuro e sem
fotossensibilizador durante 20 minutos e depois diluido e plaqueado. O controle luz
corresponde ao microrganismo irradiado na respectiva dose de luz e o controle FS escuro
0 microrganismo € incubado com o FS e permanece no escuro. Para realizar a inativagao
fotodinamica, os microrganismos com os respectivos fotossensibilizadores foram expostos
a luz ap6s o tempo de incubacdo com auxilio da biotable com iluminacdo em 780 nm e
intensidade de 24 mW/cm?2. Para avaliar a influéncia da luz utilizamos diferentes tempos
de irradiagao proporcionando diferentes doses de luz. Para obter uma dose de luz de 10
J/lcm? as amostras foram irradiadas por 7 minutos, para obter uma dose de luz de 20
Jicm? as amostras foram irradiadas dutante14 minutos, para obter 30 J/cm? a amostra foi
irradiada durante 21 minutos e para 45 J/cm? foi irradiado por 31 minutos e 30 segundos.
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Na sequéncia é retirada 100 yL do material da placa e dos controles e transferidas para
os eppendorfs em triplicata contendo 900 uL de agua, protegidos por papel aluminio.

Na sequéncia estas amostras (em triplicata), foram diluidas em série (100
ML deste material foi diluido em 900 uL de agua autoclavada, de um eppendorf para outro
até chegar a seis unidades de eppendorf no total para cada triplicata). Em seguida, 25 uL
de cada eppendorf foi retirado e depositado em placas de Petri (agar BHI para as
bactérias e agar Sabouraud para a levedura) em duplicata e realizado o procedimento de
espalhamento da gota usando um bastdo de vidro e dispostas na estufa por 24 horas
protegidas da luz (levedura temperatura de 27 °C e para bactérias temperatura de 37 °C).
Depois das 24 horas é realizada a contagem das col6nias dos microrganismos das

placas.
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ESPECTRO DE "H-RMN DA BACTERIOCLOROFILA
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ESPECTRO DE 'H-RMN DA BACTERIOCLORINA METOXI
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ESPECTRO DE UV-vis (DICLOROMETANO) DA BACTERIOCLORINAFITIL E
BACTERIOCLORINA METOXI
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