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RESUMO - Staphylococcus aureus é um patégeno que tem causado grande
preocupacdo nos ultimos anos por ter adquirido um perfil multirresistente aos
tratamentos com antibidticos mais comuns, dificultando o tratamento das infec¢fes
e consequentemente aumentando a mortalidade dos pacientes. Na busca por
alternativas mais eficazes e que evitem a criagdo de presséo seletiva, a terapia
fotodinamica tem demonstrado efeitos bastante promissores. Desta forma, filmes
de carragenina modificada foram empregados como fotossensibilizadores e
conseguiram reduzir as unidades formadoras de colonia (UFC) de S. aureus em
aproximadamente 2 logio sem irradiacdo e 4 logio ap6s a irradiacdo com luz
visivel. A irradiacdo com luz na regido UV promoveu a reducdo total da
culturabilidade do patogeno aderido. O ensaio de “Live/Dead” confirma que
houve danificacdo da membrana celular com a mudanca do comprimento de onda
utilizado na irradiacao.

1 INTRODUCAO

Uma das grandes preocupac6es que vem sendo abordada nas Gltimas décadas é o aumento
de bactérias com mdltipla resisténcia ao tratamento com antibidticos. O Staphylococcus aureus
é muito conhecido pela sua alta patogenicidade, facil adaptacdo as condi¢Ges ambientais e por
ter desenvolvido mecanismos de resisténcia a maioria dos antibiéticos usados contra infeccfes
desta espécie, como os beta-lactamicos, glicopeptideos e oxazolidinonas (DE OLIVEIRA et al.,
2020; MLYNARCZYK-BONIKOWSKA et al., 2022). Tipicamente, a autoproducdo de
biofilmes causada por um conjunto de bactérias é a forma mais comum de contaminacéo pela
capacidade de adesdo em diversas superficies (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008). Sendo
assim, novas estrategias devem ser desenvolvidas para a prevencdo da adesdo bacteriana e para
o tratamento de infecgdes causadas por esta espécie, sobretudo evitando o uso de medicamentos
ainda mais agressivos.

Neste contexto, a terapia fotodinamica é uma técnica relativamente nova que se baseia na
excitacdo de um fotossensibilizador através da irradiacdo em um comprimento de onda
especifico, gerando espécies reativas de oxigénio e levando a inativacdo do patogeno, incluindo
os resistentes. Os fotossensibilizadores mais comuns sdo 0s corantes sintéticos como rosa de
bengala e azul de metileno, derivados de porfirinas, ftalocianinas, clorinas e alguns elementos
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naturais como a curcumina e a riboflavina (ALVES et al., 2015; SILVA et al., 2018). Ademais,
compostos catiénicos foram recentemente aplicados como fotossensibilizadores para inativacdo
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com sucesso (HAMBLIN et al., 2002;
MINNOCK et al., 2000; SCHASTAK et al., 2010).

A carragenina é um polissacarideo atoxico extraido das algas marinhas vermelhas com
excelente propriedade gelificante e amplamente utilizada nas industrias alimenticias como
espessantes e estabilizantes de iogurtes, sorvetes e queijos. A cationizacdo deste biopolimero €
realizada pela introducdo de grupos amonio quaternario nas hidroxilas presentes em sua
estrutura, o que promove principalmente melhorias em caracteristicas fisico-quimicas do
material e permite aplicacGes mais eficientes nas areas farmacéutica e biomédica (D’AYALA,;
MALINCONICO; LAURIENZO, 2008; PRADO; MATULEWICZ, 2014; SANTINON et al.,
2022).

Neste estudo, filmes de kappa-carragenina cationizados foram submetidos a fotoativacdo
usando diferentes tempos de contato e fontes de luz com comprimentos de onda a fim de
prevenir a adesdo da espécie bacteriana Gram-positiva S. aureus. As cargas cationicas da
estrutura do biopolimero foram testadas como possivel fotossensibilizador. Em estudo anterior
(SANTINON et al., 2023), até mesmo as formulagbes com o maior grau de substituicdo
catibnico ndo demonstraram nenhuma atividade antibacteriana consideravel para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas devido ao carater predominantemente negativo dos grupos
OSOz" presentes na carragenina. Portanto, a técnica de fotoativacdo é uma alternativa para
potenciar a atividade antimicrobiana aos filmes de carragenina funcionalizada. A utilizacédo de
compostos quaternarios de amoénio ja foi reportada pela literatura como potencial
fotossensibilizador (WANG et al., 2022), porém sua toxicidade elevada ainda era um empecilho
em futuras aplicacdes. A funcionalidade dos compostos quaternarios de amonio inserida em
polimeros atoxicos € uma possibilidade para reverter esta limitacéo.

2 METODOLOGIA

2.1 Determinacdo dos parametros de irradiacao

Para que a fotoativacdo seja efetiva, deve-se existir uma correlacdo entre a absorbancia
da emissdo de luz e do fotossensibilizador. Sendo assim, realizou-se uma varredura em
espectrofotobmetro UV-Vis (FLUOstar® Omega, BMG LABTECH) de duas formulacdes
denominadas de K3 e K5 a fim de determinar os melhores pardmetros de irradiacdo para
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Estas formulacBes foram consideradas as mais
promissoras pelo estudo anterior, pois apresentaram graus de substitui¢do cationico de 56,4 e
65,9%, respectivamente. Ambas foram preparadas a partir da kappa-carragenina comercial
(Sigma-Aldrich, EUA) e a etapa de funcionalizagdo ocorreu com a adigdo do reagente
cationizante cloreto de glicidil trimetilaménio em meio alcalino (SANTINON; BEPPU;
VIEIRA, 2023).

2.2 Avaliacéo do efeito da irradiacéo na adesdo de S. aureus

Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias: Os ensaios foram executados usando
culturas bacterianas de S. aureus (CECT 976) com densidade 6ptica (ODgoonm) de 0,04 + 0,02
em meio salino (0,85%). Em microplacas de 96 pocos, as suspensdes foram colocadas em
contato com os filmes K3 e K5 e posteriormente irradiadas de acordo com os parametros pré-
estabelecidos. Ap0s esta etapa, as amostras foram levadas a incubadora a 37 °C durante 2 horas.
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As amostras de controle foram incubadas no escuro em temperatura ambiente seguindo os
mesmaos criterios.

Ensaio _Live/Dead (LD): Para avaliar a integridade das membranas celulares apos a
irradiacdo, utilizou-se o microscopio de fluorescéncia DMLB2 (LEICA Microsistemas,
Alemanha) com o auxilio de uma combinacdo dos corantes SYTO-9 e iodeto de propidio. As
imagens foram capturadas usando uma cadmera CCD e o software IM50 (LEICA). As células
verdes (coradas apenas com SYTO-9) indicam as células integras e as vermelhas (coradas com
SYTO-9 e iodeto de propidio) demonstram alguma danificago da sua estrutura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo dos parametros de irradiagéo

A Figura 1 exibe os picos de absorcdo da carragenina cationizada entre 220-300 nm, o
que significa que irradiagbes com luz UV (<400 nm) sdo capazes de fotoativar mais
adequadamente este tipo de material. No entanto, picos menores foram observados entre 300-
400 nm, podendo ainda apresentar alguma ativacdo nestas zonas. Consequentemente, 0s
métodos de irradiacdo foram realizados com lasers nos comprimentos de onda de 420, 365 e
254 nm. Também foram testados tempos de 10, 20 e 30 minutos com emissdo da regido do
visivel para avaliar a atividade antimicrobiana ao longo do tempo de exposicdo dos filmes.

Figura 1: Espectro de absorcéo dos filmes de carragenina cationizada K3 e K5.
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3.2 Eficiéncia da fotoativacdo na adesdo bacteriana

A Figura 2 apresenta a culturabilidade das células aderidas no filme em termos de UFC.
E possivel notar que a carragenina cationizada apresenta um ligeiro efeito na culturabilidade
das células mesmo sem irradiacdo (linha de cor preta), em relacdo ao nimero de col6nias
inicialmente adicionadas, mas que a irradiacdo potencializa este efeito (linha de cor vermelha),
sendo mais evidente apos 30 minutos de ensaio. No entanto, verifica-se que a emisséo de luz
na regido do visivel ndo é considerada satisfatdria, como previsto anteriormente devido ao
espectro de absorbancia do composto (Figura 1). Pela Figura 3, conclui-se que a fotoativacao €
realmente efetiva ap6s 10 minutos de irradiacdo com 365 e 254 nm, onde existe uma reducdo
da culturabilidade bacteriana de 2 logio em comparagdo com os filmes néo irradiados (sigla
S.1.) ou até mesmo a sua inibigdo total. Nota-se também que a geragdo de oxigénio reativo pela
formulacdo K5 é maior que a da K3, o que € esperado, visto que esta possui maior quantidade
de grupos catidnicos na estrutura da carragenina. De acordo com (HAMANO et al., 1997) a
quantidade desses grupos substituintes e tambem a posicao da ligacdo que assumem na hora da
I EEEE——
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sintese afetam a producdo fotoquimica das espécies reativas de oxigénio e, consequentemente,
sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana. De fato, diversos relatos na literatura apontam
que fotossensibilizadores catiénicos sdo mais eficazes que os neutros devido a sua difusdo na
membrana plasmatica em bactérias Gram-positivas e atraves do enfraquecimento da membrana
externa pelo deslocamento de cétions divalentes das bactérias Gram-negativas, permitindo
melhor difusdo do fotossensibilizador e maior possibilidade de inativacio (HAMBLIN;
HASAN, 2004; MERCHAT et al., 1996; TEGOS et al., 2005).

Figura 2: Culturabilidade celular de adeséo aos filmes ap6s 10, 20 e 30 minutos de
irradiacdo (420 nm). Os dados ilustrados na cor preta representam os filmes incubados no
escuro pelo mesmo tempo.
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Figura 3: Culturabilidade bacteriana usando irradiacdo com diferentes comprimentos de
onda. A sigla S.1. corresponde aos filmes sem irradiagéo.
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A Figura 4 permite visualizar que os filmes sem irradiacdo apresentam uma quantidade
consideravel de bactérias ainda integras, mas que a funcionalizacdo da estrutura da carragenina
com o agente cationizante € capaz de danificar uma parte da membrana das bactérias mesmo
sem a fotoirradiacdo, o que ndo garante a morte celular completa do patégeno. No entanto, nota-
se que irradiacdo é capaz de induzir a eliminacdo destes microrganismos pela reducdo notavel
no numero de células que foram coradas. A quantidade de células com integridade da membrana
tende a diminuir com a mudanca do comprimento de onda de emisséo da luz, usando 0 mesmo
tempo de irradiagdo (10 minutos), conforme se encontra mais proximo do pico de absor¢éo do
composto.
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Figura 4: Ensaio de coloracéo do S. aureus sem e com irradiagdes usando diferentes
comprimentos de onda durante 10 minutos.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho viabilizou-se a aplicacdo de compostos quaternarios de aménio inseridos
em polissacarideos como fotossensibilizadores para a fotoativacdo, potencializando sua
atividade antimicrobiana e mantendo sua natureza atoxica. Este perfil pode ser atrativo para
aplicacGes mais amplas pela industria, evitando futuros impactos no meio ambiente e até mesmo
em seres humanos pelo contato com a pele. Embora néo tenha apresentado completa reducao
da culturabilidade, a exposi¢cdo do filme de carragenina cationizada com maior grau de
substituicdo (K5) durante 30 minutos pela luz visivel promoveu uma reducao significativa do
namero de UFC aderidas de aproximadamente 58% em relacdo ao controle celular. Utilizando-
se comprimentos de ondas menores e mais especificos, é possivel inibir completamente o
crescimento bacteriano. A fotoativacdo de diferentes moléculas, especialmente as ndo toxicas,
é uma alternativa acessivel e pratica para conter o aumento da resisténcia destes patdgenos e,
consequentemente, a gravidade das infecgdes.
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