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RESUMO

As bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae podem prejudicar a qualidade de
vida dos seres humanos, em especial, aos que possuem alguma debilitagdo imunoldgica prévia.
O controle delas é dificultado pelas caracteristicas patogénicas que apresentam e especialmente
pela capacidade de resisténcia aos antibidticos atuais. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
que € amplamente utilizada na industria cervejeira, pode ocasionar de forma indireta danos ao
meio ambiente, como a utilizacao de diversos produtos toxicos para que seja realizada a limpeza
da fabrica, bem como, necessita de uma grande demanda de 4gua para que ocorra 0 processo
de higienizacdo. O presente estudo visa utilizar clorofilina, um derivativo hidrossoluvel de
clorofila, para controlar o crescimento in vitro das trés espécies pelo efeito fotodinamico,
causando estresse oxidativo. Como resultados pode-se observar que para controlar a
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080) com as concentracdes de 5 e 10 mg/L de clorofilina,
a média foi de 29,50 (+4,89) min para obter o efeito de controle fangico. Para a concentracdo
de 2 mg/L o efeito necessitou 90, 31 minutos de exposicdo. Staphylococcus aureus (ATCC
6359) demonstrou sensibilidade, porém menos que, necessitando maior concentracdo de
clorofilina e maior tempo de exposicdo a luz. Klebsiella pneumoniae (KPC LBM 83) ndo
apresentou sensibilidade para acdo da clorofilina frente a exposicdo da luz, sugerindo que
espécies gram negativas tem menos sensibilidade contra o efeito fotodindmico do que gram
positivas. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial de controle de
microrganismos semelhantes aos obtidos na literatura para outras espécies.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Saccharomyces cerevisiae;
Terapia fotodinamica antimicrobiana; Clorofilina.



PHOTOBIOLOGICAL CONTROL BY CHLOROPHYLINE IN STRAINS OF
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080), Staphylococcus aureus (ATCC 6359) AND
Klebsiella pneumoniae (KPC LBM 83)

ABSTRACT

The bacteria Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae can impair the quality of life of
human beings, especially those with pre-existing immunological impairments. Their control is
hindered by the pathogenic characteristics they possess, particularly their ability to resist current
antibiotics. The yeast Saccharomyces cerevisiae, widely used in the brewing industry, can
indirectly cause damage to the environment, such as the use of various toxic products for factory
cleaning, as well as requiring a large amount of water for the sanitation process. This study aims
to use chlorophyllin, a water-soluble derivative of chlorophyll, to control the in vitro growth of
the three species through the photodynamic effect, causing oxidative stress. The results showed
that to control Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080) with concentrations of 5 and 10 mg/L
of chlorophyllin, the average time required to achieve fungicidal control was 29.50 (+4.89)
minutes. For the concentration of 2 mg/L, the effect required 90.31 minutes of exposure.
Staphylococcus aureus (ATCC 6359) demonstrated sensitivity, although it required a higher
concentration of chlorophyllin and a longer exposure time to light. Klebsiella pneumoniae (KPC
LBM 83) showed no sensitivity to chlorophyllin under light exposure, suggesting that gram-
negative species are less sensitive to the photodynamic effect than gram-positive ones. The
results obtained in this study demonstrate the potential for controlling microorganisms similar
to those found in the literature for other species.

Keywords: Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Saccharomyces cerevisiae;
antimicrobial photodynamic therapy; Chlorophyllin.



CONTROLE PHOTOBIOLOGIQUE PAR LA CHLOROPHYLINE DANS LES
SOUCHES DE Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080), Staphylococcus aureus (ATCC
6359) ET Klebsiella pneumoniae (KPC LBM 83)

RESUMEN

En el contexto actual de la sociedad contemporanea, la salud publica cada vez mas se centra en
la calidad de vida de las personas, lo que hace indispensable la basqueda constante de controles
microbioldgicos eficientes y sin efectos adversos, asi como de alternativas sostenibles para
preservar el medio ambiente en el que vivimos. Las bacterias Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae son microorganismos que pueden afectar la calidad de vida de los seres
humanos, especialmente aquellos con alguna debilitacion inmunoldgica previa. El control de
estas especies se ve dificultado por las caracteristicas patogénicas que presentan, asi como por
su capacidad de resistencia a los farmacos actuales. Por otro lado, la levadura Saccharomyces
cerevisiae, ampliamente utilizada en la industria cervecera, puede causar dafios al medio
ambiente, como el uso de diversos productos toxicos para la limpieza de la fabrica, asi como
una gran demanda de agua para el proceso de higienizacion. El presente estudio tiene como
objetivo utilizar un enfoque diferente al convencional para controlar el crecimiento in vitro de
las tres especies mencionadas anteriormente. Para ello, se utilizo la terapia fotodindmica, que
consiste en el uso de un fotosensibilizador y una fuente de luz visible con el fin de generar
toxicidad. Como resultado, se observd que Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080) presentd
un tiempo promedio de 29,50 (+4,89) minutos para lograr un efecto en el control bacteriano con
concentraciones de clorofilina de 5 a 10 mg/L. Para una concentracion de 2 mg/L, el efecto
requirié 90,31 minutos de exposicion, lo que puede tener actividad bacteriostatica o bactericida
en diferentes exposiciones a la luz frente a la clorofilina. La bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 6359) también respondio bien al control fotodinamico y mostré
actividad bacteriostatica o bactericida en diferentes exposiciones a la luz frente a la clorofilina,
aungue menos sensible que la levadura, requiriendo una mayor concentracion de clorofilina y
mas tiempo de exposicion a la luz. La bacteria Gram negativa Klebsiella pneumoniae (KPC
LBM 83) no mostro sensibilidad a la accion de la clorofilina frente a la exposicion a la luz. Los
resultados obtenidos en este estudio demostraron el potencial de control de microorganismos
similares a los obtenidos en la literatura para otras especies.

Palabras-Clave: Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Saccharomyces cerevisiae;
terapia fotodindmica antimicrobiana; clorofilina.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, em todo 0 mundo ha uma preocupacao crescente com a qualidade de vida
dos seres humanos. Dentro desta perspectiva, destaca-se um corpo saudavel e um ambiente
adequado. As bactérias sdo essenciais para o bom funcionamento do organismo humano,
porém, podem apresentar capacidade patogénica. Sendo seres unicelulares que habitam
naturalmente o corpo humano e quando associadas a infecgdes séo controladas via de regra com
a antibioterapia. Quando foram descobertos os primeiros antibioticos, imaginou-se que seria o
fim das doencas infecciosas, contudo as bactérias multidroga-resistentes trouxeram davidas
deste possivel fim (RICHTER et al., 2019).

Como havia sido descoberto a “solu¢do” para os problemas infecciosos, nao se fez mais
necessario estudos e investimentos em outras possiveis alternativas com a mesma finalidade.
Reduziu-se assim 0 progresso na terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA) que desde o0 ano
1900 sabia-se dessa experiéncia de induzir morte celular utilizando uma fonte de luz sem gerar
resisténcia microbiana (AMARAL et al., 2010) e que foi utilizada pela primeira vez somente
em 1960 (GHORBANI et al., 2018).

Para Chevrette et al. (2019) o surgimento de patdgenos multirresistentes é continuo e se
faz necessario descobrir novas formas naturais de combate. Existindo assim, uma preocupacgédo
mundial com 0s microrganismos resistentes aos antimicrobianos, principalmente quando
associados a pacientes hospitalares imunossuprimidos. Staphylococcus aureus (S. aureus)
(GELATTI et al., 2009) e Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (SILVA et al., 2022b) sao
exemplos de bactérias resistentes e causadoras de infecgdes nosocomiais que causam
debilitacdes em pacientes com algum transtorno imunolégico.

O meio ambiente é essencial para a manutencdo da vida e faz-se necessario toda e
qualquer forma de preservacdo do mesmo. A Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
atualmente é indispensavel em alguns &mbitos. Sendo comumente utilizada na panificagcdo
(BEZERRA, 2021) e na fabricagdo de bebidas alcoolicas (PARAPOULI et al., 2020). Sendo
que esta utilizacdo pode gerar consequéncias negativas para 0 meio ambiente.

Usualmente, as industrias cervejeiras utilizam da S. cerevisiae para poder obter o seu
produto de venda e isso requer equipamentos e tubula¢fes que demandam de produtos quimicos
para realizar a limpeza. De acordo com Bratti (2018) no processo de higienizacdo da
microcervejaria, se utiliza diversos produtos quimicos, o que para Carrera (2015) juntamente

com o fato de necessitar de uma alta quantidade de agua, contribui de forma significativa na
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qualidade do ambiente. Ainda, ha outras consequéncias, como o fato de ser descartado grande
quantidade microbioldgica no ambiente.

O presente estudo visa entdo usufruir da clorofilina (CH), que é um composto derivado
da clorofila, juntamente com a TFA para controlar S. cerevisiae, S. aureus, K. pneumoniae por
ndo causar resisténcia antimicrobiana, por ser natural e possivelmente ndo prejudicar 0 meio
ambiente.

Para melhor entendimento, esta dissertacdo estd dividida em capitulos, no qual o
préximo destaca 0s objetivos desta pesquisa. Em seguida, o capitulo trés dispde sobre a revisao
de literatura, trazendo os principais aspectos estudados anteriormente sobre o tema. Em
sequéncia, o capitulo quatro demonstra os aspectos relacionados com a interdisciplinaridade do
presente estudo. Posteriormente, os procedimentos metodoldgicos compdem o quinto capitulo,
que descreve como o estudo foi realizado. Na sequéncia, o sexto capitulo explana os resultados
obtidos atraves da experimentacdo. Adiante, o capitulo sete sugere as contribuicdes finais com
base nos resultados. Por fim, o oitavo capitulo relaciona as referéncias bibliogréficas utilizadas

para realizacdo dessa investigacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da clorofilina como fotossensibilizadora no controle fotodinamico de

Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae e Klebsiella pneumoniae carbapenemase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Testar a eficiéncia da clorofilina agregada a luz de LED como controladora de
Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase.

b) Analisar os efeitos microbiostaticos e ou microbicidas da clorofilina ao controlar
Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase.

c) Determinar os valores da dose letal de Staphylococcus aureus, Saccharomyces

cerevisiae e Klebsiella pneumoniae carbapenemase.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PANORAMA SOBRE Saccharomyces cerevisiae

Sdo seres unicelulares, com o seu genoma (6000 genes) totalmente descritos
(GOFFEAU et al., 1996). Sendo que as células desta espécie sdo descritas como elipticas e
medem de 6 a 8um, com 5 um de largura (MONTENEGRO, 2017). A reproducéo desta espécie
pode ocorrer por brotamento ou gemulacdo (MONTENEGRO, 2017) e a parede celular é
composta por glucana, dos tipos p-(1,3)-D-glucana e p-(1,6)-D-glucana, quitina e
manoprotéinas, sendo todos ligados de forma covalente (HA et al., 2002).

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) é uma levedura muito utilizada na producéo
de péo, que ha milhares de anos alimenta as popula¢gdes mundiais. Sendo um modelo para a
pesquisa basica (PARAPOULLI et al., 2020). De acordo com Nogueira e Silva Filho (2015) S.
cerevisiae é uma levedura pertencente ao filo Ascomycota, com importante atuagao também na

producdo de alcool, vinho, cachaca e cerveja, atuando no processo de fermentacao.

3.1.1 Uso na cervejaria

De acordo com o artigo 36 do Decreto n° 9.902, de 8 de julho de 2019 (BRASILIA,
2019), “cerveja é a bebida resultante da fermentagao, a partir da levedura cervejeira, do mosto
de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um processo de cocgdo
adicionado de lupulo ou extrato de lapulo”. Ha indicios de uma cerveja primitiva chamada
“Cauim” que ja era produzida antes de 1500 pelos indigenas pela fermentacdo do milho ou da
mandioca (ROSALIN, 2021). Segundo Coutinho, Quintella e Panzani (2020), a cerveja chegou
ao Brasil em 1808, através da familia real portuguesa, pois o rei era um grande apreciador da
bebida, mas a questdo das primeiras inddstrias ndo é bem estabelecida por nédo se ter registros
evidentes.

A Associagdo Brasileira da Industria da Cerveja elenca quatro etapas no processo de
producdo da cerveja: 1- preparo do mosto; 2- fermentagéo e maturagéo; 3- filtragem; 4- Envase.
Para realizar a segunda etapa, podem ser utilizados os microrganismos fermentadores. Para
Pontes (2021) S. cerevisiae é a levedura mais utilizada na producéo de bebidas alcodlicas, onde
obtém-se alcool pela via fermentativa, ou seja, ao se multiplicarem mesmo na falta de Oz (por
serem anaerobios facultativos) produzem etanol. Ademais, a utilizacdo de S. cerevisiae como

fermentador vem ocorrendo h& mais de 10 mil anos (LITI, 2015).
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O Brasil esta em terceiro lugar no ranking mundial de producéo de cerveja (14,1 bilhGes
I/ano), sendo responsavel por 1,6% do PIB nacional (CERVBRASIL, 2016). De acordo com o
Anuério da Cerveja de 2020 publicado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) a demanda por cerveja no Brasil de 2020 para 2021 cresceu 14,4%
totalizando 1.383 cervejarias registradas neste Ministério (MAPA, 2021). Cada uma dessas
fabricas necessita de equipamentos para realizar sua producao e estes exigem uma higienizacao

particular e fundamental para a qualidade do produto.

3.1.2 Higienizag&o da inddstria

O processo utilizado na limpeza da industria cervejeira € chamado de Cleaning in Place
(CIP) e é 0o maior gerador de residuos (quimicos e agua) quando se trata de processos produtivos
(CARRERA, 2015). Para realizar este processo sdo usados desinfetantes a base de &cido
peracético (APA), peroxido de hidrogénio (H202), cloro ativo e quaternario de amonia,
juntamente com detergentes alcalinos e acidos (BRATTI, 2018).

Para Cavallini et al. (2012) o APA e 0 H202 de acordo com a concentracdo utilizada
podem afetar o microbioma aquatico, atingindo sua fauna e flora, e ainda, podem favorecer a
formacdo de novos subprodutos. O H202 é um grande causador de chuvas acidas (MATTOS
et al., 2003). O APA é um sanitizante e juntamente com a soda caustica, que € um exemplo de
detergente alcalino, ao serem descartados podem prejudicar os trabalhadores da industria
cervejeira (OLIVEIRA, 2019).

A soda cdaustica pode causar toxicidade para quem manipula e pode gerar residuos
alterando a qualidade ambiental (ARAUJO et al., 2020). O cloro ativo quando em contato com
alguns compostos organicos esta relacionado com a formacéo dos trihalometanos (MEYER,
1994), sendo que Silva e Melo (2015) relacionam os trihalometanos como sendo um possivel

causador de cancer.

3.2 RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias contribuem com a salde humana, contudo, algumas espécies sao
oportunistas e causam infec¢Ges. Com a intencdo de controlar as bactérias patogénicas vém-se
utilizando como principal alternativa, os antibioticos (SOUZA et al., 2021). Estes farmacos
podem ser bactericidas quando geram morte celular ou bacteriostaticos quando inibem o
crescimento bacteriano (GARCIA; COMARELLA, 2021). Ao serem expostas aos

antimicrobianos, as bactérias de forma natural, adaptam-se e criam resisténcia contra o
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medicamento e o uso irregular destes farmacos contribui com o surgimento de mais
mecanismos de resisténcia (SANTOS, 2004). Como as subdosagens que tornam falho o
tratamento e acabando selecionando as cepas resistentes (CHAGAS, 2016). Adendo a isto,
segundo Magiorakos et al. (2012) o problema de resisténcia é crescente e existem tanto
bactérias gram-positivas quanto gram-negativas resistentes as drogas. Neste contexto, destaca-

se as especies: S. aureus e K. pneumoniae.

3.2.1 Sthaphylococcus aureus

A bactéria S. aureus é uma espécie anaerdbia facultativa, que pertence a familia
Staphylococcaceae, a ordem Bacillales e a classe Bacilli (SANTOS et al., 2007). Este
microrganismo é caracterizado como gram-positivo (possui coloracdo roxa para o teste), em
formato de cocos e disposi¢cdo em cachos (TAYLOR; UNAKAL, 2022), é esférico e com um
diametro de 0,5a 1,5 um (SANTOS et al., 2007).

Normalmente habita o corpo humano sem causar algum tipo de prejuizo ao hospedeiro,
entretanto, pode ocasionar infeccdes simples ou complexas (SANTOS et al., 2007). Como a
capacidade de desencadear situacdes patogénicas em diversos transtornos croénicos das vias
areas (FLORA et al., 2019), sepse, (SIWCZAK et al., 2022) e imunossupressao (ZWACK et
al., 2022).

No contexto de infeccBes hospitalares, S. aureus é um agente frequentemente isolado
em feridas cirdrgicas, pele e sangue, tendo a dialise renal como o procedimento mais comum
ligado a estas infec¢Oes, causando sepse e reacao pirogénica (ANVISA, 2004).

Por sua vez, S. aureus esta relacionado com altas taxas de bacteremia e endocardite em
pacientes hospitalizados, com altos indices de obitos (ANVISA, 2021) devido a sua
patogenicidade e a sua resisténcia aos antimicrobianos. Justamente porque quando a infec¢éo é
causada por uma cepa multirresistente, ha baixa eficiéncia no tratamento (OMS, 2014).

Alguns fatores colaboram com o potencial patogénico da espécie. Como a capacidade
de multiplicagéo, a producao de enzimas e as toxinas patogénicas, sendo que além da presenca
de polissacarideos na parede celular, que atribuem a S. aureus uma protecdo maior contra a
fagocitose (ALMEIDA et al., 2016) ha também peptidoglicano, que aparentemente esta
relacionado com a resposta inflamatoria do hospedeiro, através ativacao da via alternativa do
sistema complemento (FARIA, 2008).

Ademais, estudos comprovam ainda que S. aureus possui a capacidade de se reproduzir
de forma muito eficiente dentro dos macréfagos humanos (TUFFS et al., 2022). Para ativar 0s
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macrofagos e assim disseminar a infeccdo, instiga-se um recrutamento de mondcitos circulantes
para o local da infecgdo, que contribuem para a ativacao destas células fagocitarias no figado
(SIWCZAK et al., 2022). Sendo que 0s genes acessorios (como 0s mecanismos regulatorios e
os fatores de viruléncia) compde proteinas que sao liberadas no meio extra celular e permitem
a aderéncia das células bacterianas as células hospedeiras e fortalecem a degradacéo e obtengéo
de nutrientes, tornando o héspede dominante sobre o0 hospedeiro (JENUL; HORSWILL, 2019).

Além destes fatores, a resisténcia aos antimicrobianos reforca a patogenicidade da
espécie. Sendo que em 2017 a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) publicou uma lista de
patdgenos prioritarios ao se referir a resisténcia aos antibiodticos, classificando-os em
prioridades: critica, alta e média e dentre 0s grupos, classificou S. aureus na segunda categoria,
quando, resistente a meticilina e com sensibilidade intermediaria ou resistentes a vancomicina
(OMS, 2017).

As primeiras cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) surgiram na década
60, ap6s adquirirem um novo gene, denominado de mecA que codifica uma alteracdo as
proteinas de ligacdo a penicilina (OMS, 2014). Esta alteracdo gera uma diminuicdo na acdo
antimicrobiana das p-lactamases (SCUDIERO et al., 2020).

Para Choo e Chambers (2016) a vancomicina é um grande aliado para combater SARM,
contudo o surgimento de Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) ou com
resisténcia intermediaria (VISA) é um fator preocupante, tornando-se necessario formas mais
eficazes de controle microbiano. Ainda segundo os autores, inicialmente S. aureus era
suscetivel aos antibidticos, mas a transferéncia horizontal de genes externos mudou este
cenario. O que nos leva atualmente a busca por alternativas eficientes de controlar S. aureus,

sem contribuir para a geracao de resisténcia.

3.3 COMPREENSOES SOBRE Klebsiella pneumoniae E Klebsiella pneumoniae

carbapenemase

A bactéria K. pneumoniae é membro da familia Enterobacteriaceae, portanto € uma
bactéria gram-negativa e anaerdbia facultativa (CUNHA, 2014) que possui capsula, formato de
bastonete e é imdvel (OCTAVIA; LAN, 2014). Usualmente, habita regides ambientais
(CUNHA, 2014) sendo que em 2018 foi isolada pela primeira vez em culturas de Oreochromis
niloticus (L.) no Brasil, ocasionando a morte em massa dos individuos e gerando preocupacéo
para a saude humana (SILVA et al., 2022a).
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Segundo os estudos de Silva et al. (2022b) é possivel observar altos indices de cepas
bacterianas MDR e de genes de viruléncia ao isolar cepas de K. pneumoniae em individuos
humanos internados em hospitais. De acordo com a abordagem de Ballén et al. (2021) nota-se
a ocorréncia de infeccdes causadas por K. pneumoniae em diversas regifes anatbmicas, como
a urina, o trato respiratorio e o sangue.

Em virtude de ser um patdégeno oportunista, com capacidade de disseminacdo de clones
multirresistentes e causar varios tipos de infeccdes, em especial nos pacientes nosocomiais ou
imunossuprimidos, K. pneumoniae tornou-se uma preocupacao para a sadde publica do mundo
(SILVA et al., 2022b).

Em suma, alguns fatores contribuem com a patogenicidade de K. pneumoniae, como a
criacdo de biofilmes, presenca de genes de viruléncia, resisténcia sérica, hipermucoviscosidade
(BALLEN et al., 2021) e ainda, a presenca de uma capsula espessa (PRINCE et al., 1997) que
pode possuir uma alta variabilidade de polissacarideos (ARATO et al., 2021). Além disso,
grande parte das cepas bacterianas contam com um maquinario enzimético de grande eficiéncia,
que é capaz de inativar as moléculas dos antibi6ticos e desta forma prolongar a reacéo infecciosa
no hospedeiro (MARTIN; BACHMAN, 2018).

Ademais, é uma espécie com capacidade de gerar resisténcia contra os antimicrobianos
produzindo enzimas (ARNOLD et al., 2011). Desta forma, a Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) é uma enzima da classe b-lactamase, capaz de tornar bactérias
resistentes contra os carbapenémicos, farmacos esses, que sdo de largo espectro e amplamente
utilizados (YIGIT et al., 2001). A bactéria K.pneumoniae € a espécie que mais comumente esta
associada com a enzima KPC (ARNOLD et al., 2011) sendo que o primeiro relato de K.
pneumoniae produtora de KPC foi em 2001 na Carolina do Norte (YIGIT et al., 2001).

Usualmente, a KPC esta associada a flora intestinal e a transmissao pode ocorrer pelo
contato pessoal (SILVA et al., 2019) ou ambiental (CUNHA, 2014). Em situacGes de infecc¢oes
nosocomiais, a identificacdo de KPC é recorrente (SILVA et al., 2019) e ocorre mundialmente
(SEIBERT et al., 2014). A KPC esté relacionada com altas taxas de mortalidade e torna as
bactérias resistente aos antibioéticos mais comuns, incluindo polimixinas, tigeciclina e
aminoglicosideos (KARAISKOS et al., 2021). Causando assim também, uma preocupacao
internacional para a saude publica, portanto, € importante implementar medidas eficazes de
controlar K. pneumoniae produtoras de KPC sem contribuir negativamente com o fator

resisténcia.
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3.4 CLOROFILINA

A clorofila é um pigmento extremamente abundante, de fécil acesso, baixo custo e
pertence a um grupo muito importante de fotossensibilizador (FS), as porfirinas (KRUGER et
al., 2019). Esta presente nos cloroplastos das plantas, auxiliando na etapa fotoquimica da
fotossintese e teve seu nome proposto em 1818 por Pelletier e Cavento, designando a substancia
verde capaz de ser extraida das folhas com uso de alcool (STREIT et al., 2005). Ao retirar a
camada de fitol da clorofila, obtém-se a Clorofilina, que € um composto hidrossoltvel
(RICHTER et al., 2014), por isto, a CH é mais viavel do gue a clorofila (hidrofébica) ao que se
refere TFA.

Anteriormente, a CH demonstrou ser virucida para o poliovirus, quando utilizada a TFA
(FACCIN et al., 2008). Adicionalemente, estudos como o de Wohllebe et al. (2011)
demonstram que o potencial da CH como FS em TFA controlando larvas de dipteros é eficiente.
Bem como Erzinger et al. (2011) demonstraram a eficiéncia deste mesmo processo no controle
de parasitas aquéaticos. Posteriormente, a pesquisa de Richter et al. (2019) mostrou que a
clorofilina inibiu efetivamente o crescimento de Escherichia coli e de Salmonella enterica
serovar Typhimurium.

Adendo a isto, o0 estudo de Rocha (2017) que ao avaliar a toxicidade e citotoxicidade da
CH como fotossensibilizador em células meristematicas de raizes de cebolas (Allium cepa)
obteve o resultado negativo e o estudo de Erzinger et al. (2015) que observou a curto prazo que
a CH ndo apresenta riscos ao meio aquatico, sugerem indicios de que a CH ndo apresenta riscos
ao meio ambiente, mesmo que maiores investigacdes nesta perspectiva sejam necessarias para

uma maior confiabilidade.

3.5 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

De acordo com Amaral et al. (2010) ha mais de cem anos sabe-se que se pode induzir a
morte celular interagindo substancias quimicas com a acdo da Luz. A TFA € a utilizacdo de um
FS em conjunto com uma luz visivel a fim de gerar uma resposta fototoxica na presenca de
oxigénio (GHORBANI et al., 2018; SIMOES et al., 2019). Para que ocorra a ativacio do FS é
necessario um comprimento de onda especifico.

Apods a fotoativacdo do FS formam-se espécies reativas de oxigénio, um elétron do FS
é transferido para um estado singlete ativo, que por sua vez tem um tempo de vida curto, e logo
torna ao seu estado fundamental, liberando energia, como féton de fluorescéncia ou calor

(KRUGER et al., 2019). A reagéo fotodinamica ocorre em dois mecanismos, sendo que o tipo
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| é a transferéncia do elétron, que acontece de forma rapida e gera ions-radicais, que reagem
com o oxigénio no estado fundamental, gerando produtos oxidados e o tipo Il é a transferéncia
de energia que resulta na liberacdo de um agente altamente citotdxico, o oxigénio singlete
(MACHADO, 2000).

Segundo Ghorbani et al. (2018) existem diversas vantagens ao utilizar esta terapia como
controle microbioldgico, sendo elas: capacidade bactericida mesmo quando apresentam
resisténcia; efeitos colaterais e danifica¢do do tecido limitados; mesmo apoés vérias sessdes da
terapia ndo ocorre resisténcia e potencial de atuar em protozoarios, fungos e bacterias. Esta
terapia vem sendo aplicada em diversos ambitos.

A TFA pode ser utilizada para tratar ceratoses actinicas na face e no couro cabeludo
(RODRIGUES et al., 2017). Pesquisas como a de Teodoro e Fernandes (2020) demonstram que
a TFA corrobora com mecanismos tradicionais no tratamento de candidiase oral. Ademais,
pode-se utilizar a TFA, contra varios tumores malignos, em cancer de pele (ndo melanoma) ou
ainda em dermatoses ndo neoplésicas (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

Sendo assim, no presente estudo, utilizou-se a TFA com um composto derivado da
clorofila como FS a fim de controlar S. aureus e K. pneumoniae, pois para Kriger et al. (2019)
é uma abordagem promissora no controle bacteriano. Somando as bactérias, utilizou-se da TFA
no controle de uma levedura (S. cerevisiae), corroborando com Jackson et al. (1999) que
utilizaram o azul de toluidina como FS para erradicar Candida albicans tanto em estado de

levedura, como de hifa, sendo que na forma hifal exigiu uma menor concentracédo do corante.
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4 INTERDISCIPLINARIDADE

As infec¢des nosocomiais atingem grande parte da populacdo, logo, quando ocasionadas
por patdgenos resistentes as drogas, torna-se um tratamento dificil, portanto, abordagens que
ndo gerem resisténcia sdo indispensaveis. Ao ponto que controlarmos S. aureus e K.
pneumoniae que tangenciam um problema de salde sem acarretar prejuizos posteriores,
colabora-se para satde publica.

A limpeza de tanques na inddstria cervejeira € um risco em potencial para 0 meio
ambiente, e a geracdo de residuos toxicos, deliberados na natureza podem danificar até mesmo
um ecossistema, sendo que o meio ambiente é um fator essencial para a boa qualidade de vida.

Este trabalho, em decorréncia dos fatores acima citados, com o0 eixo da
interdisciplinaridade, ndo visa as técnicas de microbiologia tradicional e sim ferramentas e
propostas de desenvolvimento de novos procedimentos utilizando de um composto quimico
presente na natureza como forma de controle de microrganismos resistentes as drogas
convencionais e outro que a sua utilizacdo na industria causa danos ambientais.

Por consequéncia, controlar S. aureus e K. pneumoniae para uma melhor qualidade de
vida dos pacientes e diminuir os impactos ambientais da utilizacdo de S. cerevisiae.é necessario
englobar areas como: Saude, Ambiente, IndUstria, Microbiologia, Quimica, Biologia e

Bioquimica.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Trata-se de um estudo experimental, de delineamento explicativo e rigor cientifico in
vitro. Primeiramente sera realizado um teste piloto a fim de verificar a aplicabilidade das

metodologias levantadas de acordo com o pressuposto do estudo em questéo.

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo ndo abrange seres humanos de forma direta e outros animais

vertebrados, logo, ndo se faz necessario a aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa.

5.2 AMOSTRAGEM

5.2.1 Saccharomyces cerevisiae

A cepa utilizada de Saccharomyces cerevisiae foi a ATCC 9080.Para o cultivo de S.
cerevisiae em meio liquido foi utilizado o meio de cultura YMA (Yeast, Manitol, Agar)
composto por 3% de extrato de levedura (Himedia), 3% extrato de malte (Biolife) e por 5%
peptona bacteriolégica (Himedia) com 10% de glicose (Exodo Cientifica) para a ativacio de 24
horas e 20% de glicose (Exodo Cientifica).

Para os ensaios de foto inibi¢do foi utilizado caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD)
(Sigmna-Aldrich®) incubadas overnight a 28°C. Para os testes de crescimento e para contagem

de colbnias em Agar Sabouraud (NeyProv®).

5.2.2 Staphylococcus aureus

A cepa utilizada de Staphylococcus aureus foi ATCC 6359. A fim do preparo da
suspensdo, apds o descongelamento da mesma, a cepa foi reativada em tubo contendo caldo
BHI e incubada a 36°C +1 por até 48h. A partir do caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(LaborClin®) inoculado.

Para os ensaios de foto inibicdo foi utilizado caldo BHI (LaborClin®). Para os testes de

crescimento e para contagem de col6nias em Agar Clead (LaborClin®).

5.2.3 Klebsiella pneumoniae

As cepas utilizadas foram Klebsiella pneumoniae KPC LBM 83 que forédo inoculados

em caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) (LaborClin®) & 37°C por 4 h. para enriquecimento. Apds
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esse periodo, a cultura foi semeada pela técnica de esgotamento, em placas de 4gar MacConkey
(DIFCO®) e incubadas a 37°C por 24 h. Apds a incubagcio, as coldnias lactose positivas (roseas),
mucoides e superficie lisa foram selecionadas.

Para os ensaios de foto inibicdo foi utilizado caldo “Brain Heart Infusion” (BHI)
(LaborClin®). Para os testes de crescimento e para contagem de coldnias em Agar Clead
(LaborClin®).

5.3 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE BACTERIAS

Para a quantificacdo do nimero de bactérias foi feita a conversdo da escala de
McFarland através da leitura da densidade ética por absorbancia em relacdo ao nimero de
bactérias por mL em espectrofotometria Reader em microplacas de 12 cubetas de 500 mg cada
conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 — Curva de correlacdo entre a absorbancia a 550 nm em func¢éo do numero de
células x 108, (r> = 0,9901, dv = 0,0347)
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).
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O ndmero de células x 108 foi obtido utilizando a equagdo 01.

do+0,015

Equacdo 01: Namero de células nC = oac

5.4 FOTOSSENSIBILIZADOR

5.4.1 Extracao da clorofilina

A clorofilina foi extraida conforme Kriger et al. (2019), com algumas adapta¢des. Em
breve, utilizou-se o espinafre Tetragonia tetragonoides no lugar da Spinacia oleracea, visto
que esta espécie ndo € tdo comum no Brasil.

As plantas foram obtidas em uma frutaria e apds foram lavadas. Depois, foram retirados
os caules. As folhas (664g) foram branqueadas em 4 L de agua fervente com 2 g de bicarbonato
de sddio por 3 min. Excesso de agua foi removido espremendo as folhas. Subsequentemente,
as folhas (peso restante 228g) foram trituradas em um liquidificador com etanol absoluto por 1
min. Depois, a massa foi distribuida sobre algoddao num funil ceramico e o etanol removido por
vacuo. A massa seca foi lavada duas vezes com mais etanol absoluto até ficar “palido”. O
volume final da extracdo etandlica era 750ml. Em um funil de separagdo, misturou-se ox extrato
com éter de petréleo (220 mL, temperatura de ebulicdo 50 — 110 °C) e esperou separa¢do de
fase. A clorofila migrou pela fase etérica superior, deixando-a verde, enquanto a fase etandlica
inferior tornou-se mais amarela. A fase etandlica foi descartada. Uma amostra da fase etérica
foi retirada para determinacdo da concentracdo de clorofila: a amostra foi evaporada e
resuspendida com acetona (80%), de acordo com Porra (2002). A absorcdo foi mensurada
espectrofotometricamente as 646 nm, 663 nm e 750 nm, e a concentracdo foi calculada em
nmol/mL.

A fase etérica foi misturada com 0.5mM solugdo metandlica de KOH (MeOH-KOH). A
clorofila perto da interface das fases é saponificada e passa pela fase metanélica. Depois de
24h, a fase metanodlica foi retirada e substituida com mais MeOH-KOH. Apd6s umas horas,
quase toda a clorofila e transformada em clorofilina e fica na fase metanolica (volume final: 55
mL). De novo, uma amostra da fase etérica foi retirada. As concentragdes de clorofila no éter
apos-saponificacdo foram determinadas como descrito em cima, e depois calculados para obter
pg/mL. Os valores mostraram que 99.8% da clorofila foi saponificada (74.85 vs. 0,17 mg,
rendendo uma solucgéo final de 1,35 mg/mL).
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Para facilitar o uso, aliquotas de 1 mg de clorofilina foram preparadas, evaporando 0,738
mL da solug&o final. O residuo seco é congelado e depois diluido com agua destilada de acordo

com as concentracOes desejadas.

5.4.2 Teste da determinacéo efetiva da clorofilina

Para a determinacdo do estudo de inibigdo fotodinamica da clorofilina foi utilizado
sistema de microplacas da Kasvi modelo K12-012 com 12 cubetas de 5,0 mL. Para a S.
cerevisiae foram utilizados 4,0 ml de meio YMA (Yeast, Manitol, Agar) da SigmaAldrich
(EUA) com 20% de glicose. Para a bactéria S. aureus foi utilizado o meio de crescimento BHI
(brain heart infusion) da Laborclin produtos de laboratorio Ltda com 2% de glicose. Os testes
foram feitos em triplicatas, uma solucdo apenas com meio de cultura (controle negativo), uma
com meio de cultura e o in6culo (controle positivo) e outra com o meio de cultura e clorofilina
para que pudesse ser descontado a absorbancia da cor do meio de cultura e da clorofilina,
durante as leituras. Para verificagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas concentragtes
de 2,5, 10, 50 e 100 mg/L da clorofilina. Para fim de indculo foi determinada uma concentracéo
inicial de S. cerevisiae, K. pneumoniae e de S. aureus em torno de 1,0 x 108 células.

Apos inoculados foram feitas a leituras em Fotdmetro Plate Reader Biotec FLX 800
(Fisher Scientific, USA) em 550 nm. Foram realizados dois procedimentos. O primeiro apds a
inoculacéo a 37° C foi incubado no escuro por 24 horas. As demais placas foram submetidas a
exposicdo de luz de 30 minutos, uma, duas, trés e quatro horas sob luz de led. Todos os
experimentos foram feitos em triplicatas. Na Figura 2, apresentamos um esquema ilustrativo de

como é realizado o teste da determinacéo efetiva da clorofilina.
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Figura 2 — Esquema dos testes de determinagéo da eficiéncia antimicrobiana da clorofiliana
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

5.5 ESTUDO DA ESTABILIDADE DA CLOROFILINA FRENTE A LUZ

Para avaliacdo da degradacdo da clorofilina frente a luz foram utilizadas diferentes
concentracgdes (5; 10; 50; e 100 mg/L) tendo uma amostra controle na auséncia de luz em meio
YMA (Yeast, Manitol, Agar) com 10% de glicose e uma fonte de iluminagdo com 12 mW/cm?
composta por 6 leds de 50W (Aamasun, full spectrum growth light) com espectro padronizado
para 550nm demonstrado na Figura 3.

As amostras foram retiradas em varios pontos de tempo (0; 30 min, 1 h; 120 e 180
minutos respectivamente). Os espectros de absor¢do foram registrados com um
espectrofotobmetro UV-180A (Shimadzu, Kyoto, Japao). Além disso, as concentracdes de
clorofilina foram determinadas conforme descrito anteriormente por Porra, Thompson e

Kriedemann (1989). Todos os experimentos foram feitos em triplicatas.
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Figura 3 — Fonte de luz padronizada para 550nm
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

5.6 DESCARTE DO MATERIAL

Os materiais descartaveis foram esterilizados na autoclave, apds, descartados em lixo
comum. Os outros materiais foram banhados por 24h em uma solucdo de hipoclorito de sédio
ou formaldeido (Lysoform) e somente apds serdo lavados.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para anélises estatisticas os resultados foram inicialmente langados em planilha Excel
(Microsoft, EUA) e posteriormente feita as analises estatistica utilizando o software SigmaPlot
ver. 12.5 (Systat Software Inc., EUA).

Para determinacdo da concentracdo letal de 50% (LDso) foi estimada usando a Eq. (2)
ajustado ao conjunto de dados pelo método de regressdao sigmoide de trés parametros
(ERZINGER et al., 2015).

Equacéo 2:
y= 0
=
1+ (7p50)”

Onde y € a variavel de resposta (porcentagem de organismo morto), ¢ a concentracéo
de clorofila, y0 é a resposta quando a concentracdo tende ao infinito e b € uma escala fator. Os
intervalos de confianga foram calculados a partir da covariancia matriz a um nivel de erro de

dois lados de 5%. Todos os dados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este estudo visou comparar o controle do crescimento em trés diferentes
microrganismos frente a atividade fotodinamica da clorofilina. As trés espécies foram
selecionadas por apresentarem diferencas morfologicas a nivel de parede celular. Foi escolhido
uma levedura (Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080), uma bactéria Gram positiva
(Staphylococcus aureus ATCC 6359) e uma bactéria Gram negativa (Klebsiella pneumoniae
KPC LBM 83) sendo resistente a diferentes antibioticos.

Segundo Gigueére, Prescott e Dowling (2013) as drogas antimicrobianas exploram
diferengas na estrutura ou funcdo bioquimica entre hospedeiro e parasita. Nos Gltimos anos,
drogas antifungicas e antivirais cada vez mais eficazes foram introduzidas na pratica clinica.
Os medicamentos antimicrobianos podem ser classificados de varias maneiras, com base em
quatro caracteristicas basicas. Essas caracteristicas incluem classe de microrganismo, atividade
antibacteriana, atividade bacteriostética ou bactericida e atividade dependente do tempo ou da
concentracdo. Os mecanismos de acdo das drogas antibacterianas se enquadram em quatro
categorias: inibicdo da sintese da parede celular, dano a funcdo da membrana celular, inibicdo
da sintese ou funcdo do &acido nucléico e inibicdo da sintese proteica. O conhecimento dos
diferentes mecanismos de ac@o dos antimicrobianos fornece alguma capacidade de prever sua

interacdo quando s&o usados em combinag&o.

6.1 EFEITOS DA CLOROFILINA NO COMPORTAMENTO DE CRESCIMENTO DE
DIFERENTES MICRORGANISMOS

No primeiro estudo observou-se a capacidade de controle fotodindmico da clorofilina
sobre a levedura S. cerevisiae. Foram utilizadas cinco concentragdes diferentes de clorofilina
em diferentes tempos de exposicdo a luz. Os resultados estdo descritos na Tabela 1 e Figura 4
descritas a seguir. Em todos os resultados obtidos foram observados uma diminuigéo do
crescimento a partir de 30 minutos de exposicéo a luz. A Unica excecgéo foi a concentracao de

2 mg/L que apresentou uma inibig&o a partir de 2 horas de exposicao.
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Tabela 1 — Efeito do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080)
expostas a diferentes concentracdes de clorofilina e em diferentes exposicdes a luz (12
mW/cm?) apds 24 horas de incubacéo

Tempo de 100 50 10 5 2

exposicdo aluz  mg/l mg/I mg/I mg/I mg/I
(h) x108 dv x10® dv [ x10® dv x10® dv x10® dv
0,00 28,78 0,026 28,13 0,084 30,77 0,068 30,32 0,021 30,65 0,036
0,50 10,00 0,038 19,21 0,093[11,21 0,021 16,13 0,027 29,00 0,060
1,00 2,29 0,052 145 0,000 4,97 0,000 6,29 0,022 27,26 0,015
2,00 1,49 0,020 1,07 0,031 186 0,024 2,83 0,079 3,00 0,087
3,00 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
4,00 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Figura 4 — Efeito do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080)
expostas a diferentes concentrac@es de clorofilina e em diferentes exposicdes a luz (12
mW/cm?2) apds 24 horas de incubacéo
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

A partir dos dados obtidos foi possivel calcular a dose letal de 50% (LDso) como
descrito na Tabela 2 e Figura 5. Os valores de LDsg foram obtidos pelo tempo necessario de
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exposicdo de luz para apresentar efeito fotodindmico no controle de crescimento. Nas
concentracfes de 5 a 10 mg/L de clorofilina obteve-se uma média de 29,50 (+4,89) min para
obter efeito no controle bacteriano. Para a concentracdo de 2 mg/L o efeito necessitou 90, 31
minutos de exposicdo. Na Figura 6 podemos observar uma linha quase constante entre as
concentragdes de 10 a 100 mg/L de clorofilina.

Tabela 2 — Valores de LDsg obtidos em diferentes concentragdes de clorofilina 2; 5; 10; 50 e
100 mg/L respectivamente) sobre diferentes tempos de exposicdo a luz de 12 mW/cm? da
levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080).

Clorofilina LDso P Normality Test (Shapiro-
(mg/L) (min) Wilk)
100,0 24,30 0,9978 0,8138 <0,0001
50,0 27,00  0,9990 0,8167 <0,0001
10,0 31,20 0,9978 0,8691 <0,0001
5,0 35,48  0,9955 0,918 <0,0001
2,0 90,31  0,9992 0,8996 <0,0001

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Figura 5 — Determinacao da dose letal (LD50) da levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC
9080) de diferentes concentracdes de clorofilina (2; 5; 10; 50 e 100 mg/L respectivamente)
sobre diferentes tempos de exposicdo a luz de 12 mW/cm2.
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Apos a exposicdo a luz foi realizada a semeadura para verificagdo da atividade

fungiostatica ou fungicida, estas atividades dependem do tempo de exposicdo a luz e da
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concentracdo de clorofilina utilizada. Na Figura 6 e na Figura 7, estdo demonstrados os
resultados destes experimentos. Nos ensaios abaixo de 05 mg/L de clorofilina foi observado um
controle apenas bacteriostatico. Nos experimentos acima de 5 mg/L de clorofilina o tempo de
exposicdo menor do que duas horas nao foram suficientes para causar a morte da levedura. Com
duas horas a mais de exposigéo foi observado uma forte atividade bactericida, o que pode ser
observado também nas concentracdes de 50 e 100 mg/L de clorofilina. As concentracdes de
células no tempo duas horas observado na Tabela 1 podem ser do crescimento da levedura na
fase exponencial antes do efeito fotodinamico.

Figura 6 — Experimentos de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC
9080) cultivada em agar Sabouraud por 24 h ap6s diferentes tempos de exposicao a luz com
10 mg/L de clorofilina.

Sem exposi¢do a Luz 30 minutos de Luz 01 hora de Luz 02 horas de Luz

Fonte: Acervo dos pesquisadores (2023).

Figura 7 — Experimentos de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC
9080) cultivada em agar Sabouraud por 24 h ap6s diferentes tempos de exposicao a luz com 5
mg/L de clorofilina.

Sem exposi¢do a Luz 30 minutos de Luz 01 hora de Luz 02 horas de Luz

Fonte: Acervo dos pesquisadores (2023).
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Para o segundo grupo de experimento foi utilizado a bactéria Gram positiva S. aureus
(ATCC 6359). De mesma forma que fora observado nos experimentos anteriores a S. aureus
respondeu positivamente para o controle fotodinamico pela clorofilina. Os resultados obtidos
estdo descritos a seguir na Tabela 3 e Figura 8. Diferente dos resultados anteriores, a eficiéncia
bactericida da acdo fotodindmica foi obtida em concentragdes maiores acima de 50 mg/L de
clorofilina e no minimo de 3 horas de exposi¢édo frente a luz. A exposicdo a luz menor do que

3 horas apresentou uma inibicdo de crescimento do tipo fungiostatico.

Tabela 3 — Efeito do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6359) expostas a
diferentes concentragdes de clorofilina e em diferentes exposicdes a luz (12 mW/cm?) apds 24
horas de incubagéo

Tempo de 100 50 10 5 2

exposicdoa  mg/l dv mg/lx dv 'mg/l dv mg/l dv mg/l dv
luz (h) x 108 108 x 108 x 108 x 108
0,00 38,68 0,8880 40,00 0,8196 38,94 1,6542 41,00 1,200 40,00 1,000
0,50 229 0900 598 0591 11,57 0,432 16,00 0,820 18,00 1,080
1,00 361 3393 379 3736 925 0,297 14,00 1,090 15,00 1,202
2,00 198 0,639 242 0,163 6,82 2,038 11,00 0,720 11,62 2,001
3,00 0,40 1831 060 0,090 6,20 0,062 8,00 0455 8,04 0,550
4,00 0,00 1,242 0,00 0321 6,04 0,33 7,00 0,780 7,74 0,870

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).
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Figura 8 — Efeito do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6359) expostas a
diferentes concentracdes de clorofilina e em diferentes tempos de exposic¢des a luz (12

mW/cm2) apds 24 horas de incubacéao
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Em termos da necessidade de exposicdo a luz para se observar a atividade fotodinamica

da clorofila em termos da dose letal 50 (LDso) ficou evidenciado a eficiéncia somente acima de

50 mg/L de clorofilina conforme se observa na Tabela 4 e Figura 9.

Tabela 4 — Valores de LDsg obtidos em diferentes concentragdes de clorofilina 2; 5; 10; 50 e
100 mg/L respectivamente) sobre diferentes tempos de exposicdo & luz de 12 mW/cm? da
bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6359)

Clorofilina LDso , Normality Test (Shapiro-
r

(mg/L) (min) Wilk)
100,0 0,49  0,9960 0,8876 <0,0001
50,0 572 0,9985 0,9716 <0,0001
10,0 4,04  0,9993 0,9412 <0,0001
5,0 14,74  0,9947 0,8116 <0,0001
2,0 23,39  0,9952 0,9706 <0,0001

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).
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Figura 9 — Determinag&o da dose letal (LDso) da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC
6359) de diferentes concentracdes de clorofilina (2; 5; 10; 50 e 100 mg/L respectivamente)
sobre diferentes tempos de exposicdo a luz de 12 mW/cm?

50 50 0
- 10 w 40 o 0
S = )
: 100 mg/L = 50 mg/L 3 10 mg/L
£ 30 = 30 & 30 g
3 2 z
2 g E
£ o] ]
H A %
Y T 204 % a0
£ £ s
E ] g
10 Z 1 E a4
.
0 0+ 0
00 05 10 15 20 25 30 35 40 00 05 10 L5 20 25 30 35 40 45 00 05 L0 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) Tempo () Tempo ()
© 50
0 L ®
o £
= P 2 mg/L
z 30 é 30
3 5 mg/L E
g
2
2
:
S AN g ¥
2 g
£ z
710 ) ‘10 >
0 T T
s 5 20 25 30 3§ 5 s
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 Lol B ol W Bk gl g g
Tempo (b) Tempo ()

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Conforme feito anteriormente, apds os testes da atividade fotodinamica foram feitas
semeaduras para verificar a atividade bacteriostatica ou bactericida, que é uma atividade
dependente do tempo ou da concentracdo. Na Figura 10 esta demonstrado o resultado destes
experimentos. Em concentracdo acima de 50 mg/I de clorofilina e ap0s trés horas de exposi¢do
a luz foi apresentado uma ag&o fotodinamica do tipo bactericida com a morte S. aureus (ATCC
6359) como demonstrado na Figura 10. As cepas de S. aureus (ATCC 6359) se mostram mais
sensiveis em relacdo a atividade fotodindmica, necessitando de menor exposicao a luz para a
acdo da clorofilina quando comparada as cepas da levedura S. cerevisiae (ATCC 9080).

Figura 10 — Experimentos de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6359)
cultivada em &gar BHI (LaborClin®) por 24 h ap6s diferentes tempos de exposicdo a luz com
100 mg/L de clorofilina

02 horas de Luz

Fonte: Acervo dos pesquisadores (2023).
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Atraveés dos dados obtidos foram comparados a eficiéncia da atividade fotodindAmica em
termos da determinacdo do LD5g entre a levedura S. cerevisiae cepa (ATCC 9080) e a bactéria
Gram positiva S. aureus (ATCC 6359) descrito na Figura 11 e se observa um menor tempo
necessario para atingir 50% de inibicéo do crescimento da S. aureus frente a acdo da luz sobre
a clorofilina.

Figura 11 — Relacéo da dose letal da exposicao a luz (LDso) em relacdo a concentracdo sob
acdo clorofilina na bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6359) e na levedura
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9080)

70 A —e— Staphylococcus aureus
65 1 —O— Saccharomyces cerevisiae

LDgq (min)

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95100
Clorofilina (mg/L)

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

O terceiro grupo de experimento utilizou a bactéria Gram negativa K. pneumoniae KPC
como descrito na Tabela 5 e Figura 12. Os resultados obtidos ndo demonstraram uma eficacia
da atividade fotodindmica sobre o crescimento, tanto bacteristico como bactericida da

clorofilina frente a diferentes tempos de exposicéo a luz.
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Tabela 5 — Efeito do crescimento da bactéria Klebsiella pneumoniae (KPC LBM 83) exposta
a diferentes concentragdes de clorofilina e em diferentes exposi¢des a luz (12 mW/cm?) apds
24 horas de incubacao

Tempode 100 50 10 5 2
exposicdoa mg/l dv mg/l dv 'mg/l dv mg/l dv mg/l dv
luz x 108 x 108 x 108 x 108 x 108

0,00 41,05 1,6542 40,00 0,8880 38,94 0,8196 41,00 2,0500 40,00 2,0500
0,50 42,02 0,4323 42,30 0,9008 40,01 0,5910 40,03 1,2200 41,03 2,0300
1,00 42,50 0,2976 40,80 1,3936 41,06 0,7376 40,09 0,9900 42,02 1,2020
2,00 40,80 0,9990 39,80 0,6399 39,80 0,1639 39,99 0,8800 39,88 1,9900
3,00 41,00 0,0620 40,20 1,8313 39,90 0,0909 42,00 0,9900 39,99 0,8800
4,00 42,60 0,3354 39,00 1,2429 41,00 0,3219 40,02 0,7800 40,30 0,8700

Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).

Figura 12 — Efeito do crescimento da bactéria Klebsiella pneumoniae (KPC LBM 83) exposta
a diferentes concentracdes de clorofilina e em diferentes exposi¢des a luz (12 mW/cm?) apos
24 horas de incubacao
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Fonte: Elaborado pelos pesquisadores (2023).
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A possivel diferenga entre a atividade fotodindmica entre os trés microrganismos
estudados esté relacionado a parede celular e a caracteristica da clorofilina ser hidrossoltvel.
Segundo Salton (1963), as paredes das bactérias Gram-positivas sdo mais ricas em
mucopeptideos quando comparadas as bactérias Gram-negativas. Estes Gltimos sao
caracterizados por altos teores de lipidios. Ademais, as paredes das leveduras sdo ricas em
complexos de polissacarideos.

Diversos autores relatam que as bactérias gram-positivas geralmente sdo sensiveis a
fotoinativagdo com fotossensibilizadores de porfirina e ftalocianina (KRUGER et al., 2019;
MALIK; LADAN; NITZAN, 1992; MINNOCK et al., 2000). Por outro lado, as bactérias gram-
negativas foram relatadas como relativamente insensiveis. Enquanto os Gram-positivos estao
rodeados por uma camada espessa e porosa de peptidoglicano, nas Gram-negativos a membrana
externa complexa e impermeavel com lipopolissacarideos limita a entrada de aniénicos ou
moléculas de carga neutra (MINNOCK et al., 2000). Outro fator importante quando visam
bactérias Gram-negativas porque essas células foram consideradas mais suscetiveis a *OH do
que a do oxigénio singlete (*O2) (KRUGER et al., 2019).

Para terem atividade os fotossensibilizadores sejam administrados na presenca de
substancias adicionais, por exemplo, CaCly, Tris-EDTA ou polimixina B nonapeptideo
(PMBN), que alteram a permeabilidade da membrana externa. A insensibilidade das bactérias
gram-negativas a fotoinativacdo foi atribuida a presenca da membrana externa caracterizada
pela dupla camada de lipidios, que diminui acentuadamente a permeabilidade da membrana
para compostos grandes ou hidrofébicos em comparacdo com as membranas bioldgicas usuais
(KRUGER et al., 2019; VAARA, 1992).

A CH apresentou atividade fotodindmica no controle da levedura S. cerevisiae
semelhante a da bactéria S. aureus. Como demonstrado na Figura 12 as leveduras foram menos
sensiveis do que a bactéria Gram negativa em termos do coeficiente LDsg, necessitando mais
tempo de exposigdo a luz para obter efeito fotodindmico. A sensibilidade a clorofilina pode ser
explicada pela alta quantidade de acucares da parede celular da levedura. De acordo com
Ferracini-Santos e Sato (2009), a parede celular da levedura S. cerevisiae € organizada em duas
camadas que sdo compostas por trés macromoléculas principais: manana-proteina, um
complexo no qual o polissacarideo manana esta covalentemente ligado a proteina; glucana, um
polissacarideo de B-1,3 ¢ B-1,6 glicose e, quitina, um polimero de -1,4 N-acetilglicosamina.
Por outro lado, esta caracteristica da parede da S. cerevisiae pode justificar uma menor
sensibilidade a luz.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com o atual estudo é possivel demonstrar a agdo da clorofilina frente a exposicdo da luz
como inibidora do crescimento de S. Cerevisiae, S. aureus e K. pneumoniae. Deste modo, foi
possivel testar a eficiéncia da CH quando exposta a luz de led para o controle das espécies
estudadas. Sendo que é possivel notar ainda, a acdo eficiente da clorofilina, quando exposta a
luz de led, podendo desta forma, confirmar a acdo fotossensibilizadora deste derivado da
clorofila. Adendo a isto, puderam ser analisados os efeitos bacteriostaticos e bactericidas, tendo
em vista, que tais efeitos, dependem da concentracdo de clorofilina utilizada e do tempo de
exposicao a luz. Tal qual descrito pela literatura, as bactérias que possuem parede celular do
tipo gram negativa ndo apresentaram resultado de inibi¢cdo do crescimento. Os resultados
obtidos neste trabalho demonstraram o potencial de controle de microrganismos semelhantes

aos obtidos na literatura para outras espécies
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