UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE FiSICA DE SAO CARLOS

MARIA VITORIA SILVA PEREIRA

Estudo de tratamento oxidativo contra a persisténcia bacteriana induzida pelo
estresse a antibidtico

Sao Carlos
2024



MARIA VITORIA SILVA PEREIRA

Estudo de tratamento oxidativo contra a persisténcia bacteriana induzida
pelo estresse a antibidtico

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de
Sdo Paulo para obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Fisicas e Biomoleculares.

Orientador: Prof. Dr. Kate Cristina Blanco -
IFSC/USP.

Sao Carlos
2024



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.



RESUMO

Introducdo: A persisténcia bacteriana, fenomeno pelo qual uma subpopulacido de células entra em
estado de dorméncia metabolica tornando-se temporariamente tolerante a acdo de antibidticos e assim
sobrevivem em condi¢des adversas, como o tratamento com antibidticos. Objetivo: Este estudo teve
como principal objetivo caracterizar o comportamento persistente de uma cepa de Staphylococcus
aureus e padronizar protocolos de Inativacdo Fotodinamica (IFD) para avaliar mudangas fenotipicas
decorrentes desse tratamento. Material ¢ métodos: Foi avaliada a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) da oxacilina para Staphylococcus aureus, utilizando resazurina como indicador de atividade
metabolica. A partir dos resultados da CIM foram realizados testes de tempo de morte “time-kill”
utilizando concentragdes de 10x e 50x a CIM e perfil de hereditariedade para caracterizar a
persisténcia da cepa bacteriana utilizada. Foi realizada a inativacao fotodinamica (IFD) utilizando
diferentes concentragdes de curcumina como fotossensibilizador sob dose de luz em 450 nm.
Resultados: O perfil de persisténcia bacteriana foi realizado e 0 MDK (tempo minimo necessario para
matar 99% e 99.99%) foi definido. Como principal resultado do tratamento, foi observada uma relacao
dose-dependente na reducdo da carga bacteriana. No entanto, as populacdes sobreviventes ao
tratamento com IFD apresentaram um comportamento associado a tolerancia, e a partir de novos
testes de CIM foi descartada a hipdtese de resisténcia adquirida. Conclusao: As EROs geradas na IFD
pode ter contribuido para a tolerancia observada, sugerindo a necessidade de testes adicionais, como
o uso de um excedente de glicose para restaurar a atividade metabdlica e a sensibilidade ao

antibiotico, de forma a verificar a hipotese apresentada.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia microbiana representa um desafio significativo para a saude publica global,
conforme vem sendo destacado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Salam et al. 2023). A
OMS relata que as infec¢des causadas por bactérias resistentes contribuem substancialmente para a
crescente ameaca da resisténcia antimicrobiana (RAM), podendo resultar em até 10 milhdes de
mortes anualmente até 2050, se medidas eficazes nao forem implementadas (MURRAY et al, 2019;
O’NEILL, 2016). A resisténcia bacteriana é um processo natural que vem sendo observado desde a
descoberta dos primeiros antibioticos com a habilidade de bactérias desenvolveram fatores de
resisténcia para sua sobrevivéncia portanto se replicando na presenga de antibiodticos, tipicamente
obtida por meio de mutagdes, reduzindo a atividade de um antibidtico (O’NEILL, 2016; BALABAN
et al, 2019; BRAUNER et al, 2017), que incluem desde mutagdes no DNA bacteriano, aquisi¢ao de
genes de resisténcia por meio de transferéncia horizontal de genes, ¢ modificacdes em alvos
moleculares do antibidtico. Além da ameaga representada por bactérias resistentes, variantes
tolerantes e persistentes também contribuem para as falhas dos tratamentos. A tolerdncia ¢ um
fendmeno a nivel populacional que apresenta uma extensdo do periodo no qual uma bactéria ¢ capaz
de sobreviver a uma dose letal de antibioticos sem um mecanismo de resisténcia. Foi demonstrado
que esse aumento na sobrevivéncia proporciona uma janela de oportunidade para a populagdo,
facilitando a evolugdo da resisténcia (COHEN et al, 2013; LEVIN-REISMAN et al, 2017). Além
disso, a tolerancia pode proporcionar maior sobrevivéncia sob tratamento com antibidticos de
diferentes classes, ja que ndo apresenta um mecanismo de resisténcia especifico a acdo de uma classe
de antibidticos. Uma forma de tolerancia ¢ conhecida como persisténcia, onde apenas uma
subpopulagdo exibe caracteristicas tolerantes, sendo caracterizada pela observagao de curvas de morte
bifésicas, sendo a primeira fase da curva representada pela morte rapida das bactérias suscetiveis, em
que uma reducdo exponencial no niumero de células vidveis ¢ observada apo6s a introdugdo do
antibidtico, seguida de uma diminuicao da taxa de morte de uma subpopulagdo das bactérias, de forma
que as persistentes permanecem viaveis por periodos extensos de tempo, mesmo na presenca de altas
concentragdes de antibiotico (Figura 1). E importante destacar, também, que populagdes derivadas de
sobreviventes persistentes apresentam a mesma curva de sobrevivéncia bifasica quando tratadas,
sugerindo que a persisténcia ndo ¢ uma caracteristica hereditaria, mas sim um trago fenotipico
(SULAIMAN; LAM, 2021; BALABAN et al, 2019). No entanto, sua capacidade de crescer apds o

tratamento pode causar infec¢des prolongadas ou recorrentes, como no caso de algumas doencas



causadas pela bactéria Staphylococcus aureus. Na Figura 1 ¢é observado que o tempo minimo para morte
de 99% (MDKyv) da populacdo da cepa sensivel e persistente ¢ 0 mesmo, porém a persistente apresenta uma
curva bimodal, na qual a popula¢do sensivel morre rapidamente enquanto uma subpopulagdo persistente
sobrevive por periodos mais longos. Dessa forma, a diferenciacdo em relacdo as sensiveis se da pelo MDKog g9,

que € maior para as persistentes.
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Figura 1 — Curvas de tempo de morte esperadas para bactérias sensiveis e persistentes considerando a fragdo
de sobrevivéncia bacteriana. MDKg e MDKgo 99 indicam o tempo minimo necessario para matar 99% e 99.99%
de uma populagdo bacteriana sob condi¢des especificas de tratamento, indicando a presen¢a de uma

subpopulagio persistente com tolerancia aumentada ao tratamento. Elaborado pelos autores.

A Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva que estd entre os principais patogenos
oportunistas em humanos, ¢ capaz de adaptar-se a condi¢des adversas causando infec¢des cutaneas e
sistétmicas como endocardite, pneumonia, meningite, septicemia, osteomielite, entre outras,
resultando algumas vezes em infec¢des fatais (ROWE et al, 2020). A S. aureus ¢ encontrada na
microbiota da mucosa nasal humana em 20—40% da populagdo geral e quando as barreiras cutineas
e mucosas sao rompidas, por exemplo, devido a doengas cronicas da pele como feridas ou intervengao
cirtirgica, a bactéria ¢ capaz de obter acesso aos tecidos subjacentes ou a corrente sanguinea, causando

infecgdes (LEE et al, 2018).



A persisténcia microbiana leva a falhas no tratamento com antibidtico principalmente porque
as células persistentes entram em um estado de dorméncia metabolica, tornando-se menos suscetiveis
aos efeitos dos antibidticos que visam processos biologicos ativos (Salam et al. 2023). Esta
heterogeneidade populacional, com a coexisténcia de células sensiveis e persistentes, permite que as
persistentes sobrevivam ao tratamento e potencialmente recolonizem o sitio de infeccdo apds a
retirada do antibidtico (Li et al. 2024b). Além disso, ao reduzir sua atividade metabdlica, as células
persistentes podem evitar a detec¢do e eliminagdo pelo sistema imunoldgico do hospedeiro
(Vasudevan et al. 2024). Um parametro a se considerar no tratamento de bactérias persistentes € o
MDK (Minimum Duration of Killing), que indica o periodo minimo necessario para erradicar uma
proporgao significativa de uma populagdo microbiana (Li et al. 2024a). Um dos principais desafios
na aplicagdo do MDK na pratica clinica ¢ a variabilidade entre diferentes espécies bacterianas e
mesmo dentro de cepas da mesma espécie (Frizzell et al. 2024). Fatores como o local da infeccao, a
presenca de biofilmes e a interacdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro podem influenciar
significativamente o MDK necessdrio para alcancar a erradicagdo microbiana (Sudha and
Aranganathan 2024).

Uma op¢do para o tratamento de infec¢des bacterianas ¢ a utilizagdo da inativacdo
fotodinamica (IFD), uma técnica que produz espécies reativas de oxigénio (EROs) que desencadeiam
uma cascata de reagdes de oxidagdao dentro da célula microbiana (Domka et al. 2024; Vieira et al.
2024). A IFD se baseia na interacdo da luz com moléculas fotossensiveis denominadas
fotossensibilizadores (FS), levando a producdo direta ou indireta de oxigénio singleto e outras
espécies reativas de oxigénio, resultando em danos a componentes celulares vitais ao microrganismo.

Nesta técnica, através do Diagrama de Jablonski visualizado na Figura 2, ocorre a produgdo das
espécies reativas ¢ resultante da absor¢do de um foton no comprimento de onda correspondente a
banda de absorc¢ao da molécula fotossensibilizadora, resultando em dois tipos de reagdes: mecanismos
de tipo I e de tipo II (Wang et al. 2024). No mecanismo de tipo I ocorre transferéncia de elétrons do
FS no seu estado tripleto excitado com substratos no ambiente circundante, gerando ions-radicais que
tendem a reagir com o oxigénio, resultando em produtos oxidados (EROs ou ions radicais). No
mecanismo de tipo II, ocorre transferéncia de energia do FS no estado tripleto excitado para o estado
tripleto fundamental do oxigénio, gerando o oxigénio singleto, que ¢ apontado como o maior

responsavel pelo efeito fotodindmico (PUCELIK; DABROWSKI, 2022).
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Figura 2 — Diagrama de Jablonski simplificado representando a inativagao fotodinamica. O mecanismo de tipo
I representa a transferéncia de elétrons do FS no seu estado tripleto excitado com substratos no ambiente
circundante, resultando em produtos oxidados (EROs ou ions radicais). No mecanismo de tipo II, ocorre
transferéncia de energia do FS no estado tripleto excitado para o estado tripleto fundamental do oxigénio,

gerando o oxigénio singleto. Elaborado pelos autores.

Entre os agentes fotossensibilizantes na IFD estd a curcumina, um composto polifendlico
extraido dos rizomas da curcuma (Curcuma longa), com uma ampla faixa de absor¢ao (300nm-
500nm) compativel com a luz azul. A eficacia da curcumina contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, como Staphylococcus aureus (uma bactéria Gram-positiva que estd entre os principais
patogenos oportunistas em humanos, sendo capaz de adaptar-se a condi¢des adversas causando
infecgcdes graves (ROWE et al, 2020) bem como Enterococcus faecalis, Staphylococcus intermedius,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Sarcina lutea ja foi demonstrada na
literatura (MISHRA et al, 2004). A combinagdo da inativagdo fotodindmica com a administracao de
antibidticos t€m apresentado beneficios em relagdo a antibioticoterapia tradicional, com efeitos
sinérgicos demonstrados na literatura (NIMA et al, 2021; SOARES et al, 2023). Aprofundar-se nesses
mecanismos frente ao uso da terapia fotodindmica para inativacdo de microrganismos persistentes
constitui um desafio necessario em implicag¢des diretas para a saude publica. Portanto, considerando
que a sobrevivéncia dessas células microbianas pode indiretamente facilitar o desenvolvimento de
resisténcia antibidtica além de representar falhas em tratamentos, especialmente em ambientes onde
a pressao seletiva dos antibidticos ¢ mantida por subdosagens, propomos estudar neste projeto

alteracdes de células persistentes nestes ambientes.



2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo € caracterizar o perfil de persisténcia da linhagem de
Staphylococcus aureus por meio da curva “Time Kill” e de sua hereditariedade, visando também
padronizar protocolos de Inativacdo Fotodinamica (IFD) utilizando curcumina (fotossensibilizador)

e luz (450 nm) para avaliar mudangas fenotipicas decorrentes do tratamento.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos

Foi utilizada a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923). As bactérias foram cultivadas
diluindo células descongeladas de um estoque de Brain Heart Ifusion (BHI) e glicerol (20%), a 37 °C
e sob agitacdo de 150 rpm. Os indculos posteriormente foram centrifugados a 3000 rpm e
ressuspensos em Soluc¢do Salina Tamponada (PBS), sendo novamente centrifugados. Os indculos
foram padronizados em 107 a 10® unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL) através de

andlise da densidade Optica por meio da absorbancia em 600 nm (Cary UV-Vis50, Varian).

3.2 Bactérias Persistentes

Concentracao Inibitéria Minima (CIM). A determina¢do da CIM foi baseada nas diretrizes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com diferentes concentra¢des do antibidtico
Oxacilina. O agente antimicrobiano foi distribuido em placas de 96 pogos por meio de diluigao
sequencial em meio liquido de Muller Hilton e o indculo bacteriano foi posteriormente adicionado
a0s pogos em uma concentracio final de 108 UFC/mL. Foram realizados, também, o controle positivo
de crescimento bacteriano e o controle negativo do meio de cultura, armazenando a placa a 37 °C por
24 horas. Apds 24h de incubagdo a 37 °C, a solucdo de resazurina (0,002%) foi adicionada aos
respectivos pocos e mantida por 4 horas a 37 °C para determina¢do da CIM de cada antibiotico, que
foi definida como a menor concentragao do antibidtico com capacidade de inibir o crescimento visivel

das cepas bacterianas.

Time-Kill. A cultura cultivada overnight foi diluida na propor¢do de 100 pL. para 20 mL de
meio de cultura Muller Hilton e mantida em agitagdo a 150 rpm e 37 °C por 3h. Ao atingir a fase

MID-LOG no crescimento exponencial foram coletadas amostras em uma concentragio final de 108
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UFC/mL da cultura, que foram incubadas novamente a 150 rpm e 37 °C com a adi¢o dos antibioticos.
Em intervalos pré-determinados foram coletadas, lavadas por centrifugacdo e diluidas amostras da
cultura incubada, que, entdo, foram diluidas 6 vezes e plaqueadas por gotas de 10 pL. de cada diluigéo
em uma laca de Petri para determina¢do da UFC/mL. A fase de platd na curva time-kill foi analisada
para a existéncia de células persistentes e as bactérias sobreviventes foram coletadas para o teste de

hereditariedade.

Hereditariedade. Uma cultura bacteriana cultivada overnight foi diluida na propor¢ao de 100
pL para 20 mL de meio de cultura Muller Hilton e mantida em agitacdo a 150 rpm e 37 °C por 3h.
Serdo adicionados os antibidticos estudados e a cultura serd novamente mantida em agitagdo a 150
rpm e 37 °C por 24h de forma a obter a lise de um subconjunto da populacdo. As células sobreviventes
serdo sedimentadas por centrifugacao (4000 rpm, 5 min) e ressuspensas em 20 mL de meio de cultura
Brain Heart Ifusion (BHI) para, novamente, serem cultivadas em agitacdo a 150 rpm e 37 °C de 16-
24h. Posteriormente, as amostras da nova populacdo derivada de células persistentes serdo novamente
testadas quanto a sobrevivéncia ao tratamento com os antibidticos testados. O procedimento sera

repetido quatro vezes.

3.3 Inativa¢ao Fotodinamica

Foi preparada uma solugdo estoque de curcumina (fotossensibilizador, FS) a 5 mM em 4lcool
etilico, posteriormente diluida em agua destilada para obter uma concentracao final de 1 uM. Foram
estabelecidos trés grupos de controle: controle geral (bactérias + PBS), controle escuro (bactérias +
FS), e controle luz (bactérias + luz), além do grupo de tratamento com IFD (bactérias + FS + luz).
Nos grupos IFD e escuro, 500 puL da suspensao bacteriana foram adicionados em pocos de uma placa
de 24 pocos, juntamente com 500 pL da solugdo de curcumina, sendo mantidos no escuro a 37°C por
15 minutos. Apds esse periodo, os grupos de controle luz e IFD foram irradiados com 2,5 J/cm?
utilizando um dispositivo baseado em LED (Biotable®) com comprimento de onda de 450 nm e
poténcia de 40 mW.

A dose de luz utilizada foi calculada por meio da equagdo 1 em que:

D=1t (Equacao 1)

D: Dose (fluéncia);

I: Intensidade (mW/cm?);

t: Tempo de Irradiagdo (s).



As amostras foram entdo diluidas e plaqueadas para determinar o niimero de unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) sobreviventes. As bactérias restantes foram
centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura Mueller-Hinton, sendo posteriormente
transferidas para tubos Falcon contendo 10x e 50x a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do
antibiotico. As amostras foram coletadas, diluidas e plaqueadas a cada hora para determinar o

UFC/mL, seguindo a metodologia previamente estabelecida para o ensaio de time-kill.

3.4 Analise Dos Resultados

A forma de andlise dos resultados seguiu a partir dos objetivos especificos do estudo,
considerando que a hipotese de reduzir o nimero e/ou o tempo (MDK) de sobrevivéncia das bactérias
utilizando o método fotdnico oxidativo proposto e dos métodos de coleta de dados descritos na
metodologia seguindo a sequéncia de anélises de efeitos inibitdrios microbianos observados a partir

do uso da IFD.

4 RESULTADOS

Caracterizacao da persisténcia bacteriana

Concentracao inibitéria minima: A CIM ¢ definida como a menor concentragdo de um antibidtico
necessdria para inibir o crescimento visivel de uma bactéria apoés um periodo de incubacdo,
geralmente de 18 a 24 horas. Essa medida ¢ essencial para avaliar a eficdcia de antibidticos contra
cepas bacterianas especificas, fornecendo uma base quantitativa para a escolha de terapias
antimicrobianas adequadas.

Neste estudo, foi determinada a CIM da Oxacilina para Staphylococcus aureus utilizando o
corante indicador resazurina. A resazurina ¢ um composto azul nao fluorescente que serve como
indicador de atividade metabdlica na célula, sendo reduzida a resorufina, um composto rosa
fluorescente, em resposta a atividade metabdlica das células bacterianas viaveis. Esse processo de
reduc¢do indica a presenca de bactérias metabolicamente ativas, o que provoca a mudanca de cor de
azul para rosa. Assim, na avaliagdo da CIM, a auséncia de alteracao da cor (manutencao do azul)

indica a inibi¢ao completa do crescimento bacteriano, enquanto a mudanca de azul para rosa reflete
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o crescimento bacteriano ativo, significando que a concentragao do antibiotico nao foi suficiente para
inibir a atividade metabolica da célula (ELSHIKH et al. 2016). No presente experimento, a CIM da
Oxacilina obtida para a cepa de Staphylococcus aureus estudada foi de 0,125 pg/mL, classificando a
bactéria como sensivel ao antibidtico, conforme os parametros do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). A partir da CIM obtida foi possivel, entdo, calcular as dosagens apropriadas para a
utilizagdo de 10x e 50x a CIM da Oxacilina nos testes de time-kill. E possivel observar na Figura 3
um ensaio de Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) em diferentes dilui¢des de oxacilina, variando

de 32a0,016.

Figura 3 — CIM da Oxacilina obtida para a cepa de Staphylococcus aureus estudada, com diluigdes de 32 a

0,016 pg/mL. Elaborado pelos autores.

Na parte inferior da placa, em coloracao escura (roxo uniforme), esta o controle negativo,
onde o meio de cultura e o composto antimicrobiano estdo presentes, mas sem a inoculacao de
microrganismos, indicando a auséncia de crescimento bacteriano. Na linha superior ao controle
negativo estd o controle positivo (coloragdo rosa que indica viabilidade dos microrganismos), esses
pogos contém microrganismos inoculados, mas ndo possuem o composto antimicrobiano, permitindo
o crescimento bacteriano. Acima, a figura demonstra um gradiente de dilui¢cdes do antibidtico, sendo
possivel observar a inibi¢ao gradual do crescimento até alcancar a MIC, definida como 0,125, onde
ocorre a transi¢do visivel entre a coloragdo escura (sem crescimento) € rosa (com crescimento). A

resazurina foi o indicador redox utilizado para avaliar a viabilidade celular neste ensaio, com a
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mudanca de cor (de azul para rosa) na presenga de atividade metabolica foi permitido realizar a

relacdo com crescimento microbiano.

Time-Kill: A fim de classificar se a populagao estudada de fato apresenta caracteristicas associadas
a persisténcia foram realizados os testes de time-kill para 10x e 50x a CIM obtida para Oxacilina. A
partir da cinética de morte observada para as bactérias ¢ possivel inferir a presenca de uma curva
bifasica tipica observada durante o tratamento de populagdes bacterianas contendo fendtipos
persistentes, na qual a primeira fase da curva representa a morte rapida das bactérias suscetiveis, em
que uma reducdo exponencial no niumero de células vidveis ¢ observada apds a introducao do
antibidtico, seguida de uma diminuicao da taxa de morte de uma subpopulacao das bactérias, de forma
que as persistentes permanecem viaveis por periodos extensos de tempo, mesmo na presenca de altas
concentragdes de antibidtico. Ao utilizar concentragdes de 10x e 50x o valor da CIM das bactérias ¢
possivel avaliar a fraca dependéncia da taxa de morte dos fendtipos persistentes em relagao a
quantidades de antibidticos muito superiores a CIM, que ocorre devido a um estado de dorméncia
metabodlica no qual processos bioldgicos essenciais, como a divisao celular e a sintese de proteinas,
sao reduzidos ou interrompidos, minimizando os alvos moleculares do antibidtico, geralmente
dependentes de células metabolicamente ativas (BALABAN et al, 2019). Na Figura 4 ¢ visualizada
acurva de morte de Staphylococcus aureus utilizando 10x e 50x a CIM para o antibidtico

Oxacilina.
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Figura 4 — Curva de morte de Staphylococcus aureus utilizando 10x e 50x a CIM para o antibidtico Oxacilina.
As curvas ajustadas para os pontos coletados para 10x e 50x a CIM durante 24h apresentam comportamento
bifasico tipico de populagdes com fendtipos persistentes. A curva tracejada representa o comportamento

esperado para populagoes de bactérias sensiveis. Elaborado pelos autores.

A analise do grafico de tempo de morte das bactérias expostas a 10x e 50x a CIM de Oxacilina
(Figura 4) revela um comportamento tipico de persisténcia, que distingue essas subpopulagdes das
bactérias suscetiveis. A curva bifasica observada inicia com uma fase de rapida queda no nimero de
células vidveis apos a exposi¢do ao antibidtico, correspondendo a eliminacao das células suscetiveis.
Nessa fase inicial, o0 Tempo Minimo para Morte — MDKo9 ¢ semelhante ao esperado para bactérias
sensiveis, indicando que uma fragao significativa da populagdo ¢ eliminada rapidamente. Entretanto,
a taxa de morte desacelera drasticamente em uma segunda fase, refletindo a presenga de uma
subpopulagao persistente. Nesse ponto, 0 MDKoo 99 se encontra deslocado temporalmente em relagao
ao esperado para populacdes sensiveis. Esse deslocamento ¢ um marcador do fendtipo persistente,
indicando que essas células conseguem sobreviver por um periodo prolongado, mesmo sob
concentracoes elevadas do antibiotico.

O comportamento das persistentes ¢ consistente tanto em 10x quanto em 50x a CIM,

demonstrando que, uma vez muito acima da CIM, o aumento da concentragdo de Oxacilina ndo
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acelera significativamente a eliminacao dessas células. Isso reforga a caracteristica de baixa
dependéncia da concentragdo do antibidtico que as cé€lulas persistentes exibem, evidenciando que sua
sobrevivéncia estd mais relacionada ao seu estado fenotipico de dorméncia do que a capacidade de

resistir ao antibiotico em si.

Hereditariedade: Outro marcador importante da persisténcia ¢ o fato de células persistentes nao
transportarem mutagdes genéticas para sua sobrevivéncia, de forma que seu estado de dorméncia e
tolerancia aos antibidticos ndo ¢ herdado no sentido tradicional de transmissdo de tragos genéticos.
Em vez disso, as persistentes surgem de forma estocastica dentro de uma populagdo bacteriana, o que
indica que o fendtipo de persisténcia resulta de heterogeneidade fenotipica e ndo de variagao genética.
Esse mecanismo ndo hereditario ¢ uma caracteristica que define a persisténcia aos antibidticos e que
a diferencia da resisténcia a antibioticos (BALABAN et al, 2019). Na Figura 5 ¢ observado o perfil
de hereditariedade da persisténcia em S. aureus ap6s time kill (Figura 3). Foram realizados testes durante
3 dias, nos quais as células persistentes sobreviventes ao tratamento com antibidtico foram coletadas para
novas analises, sendo DO: Dia 0, populacdo sensivel; D1: Dia 1, populacdo derivada das sobreviventes

persistentes de DO; e D2: Dia 2, populagdo derivada das sobreviventes persistentes de D1.
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Figura 5 — Curva de morte de Staphylococcus aureus utilizando 10x e 50x a CIM para o antibidtico Oxacilina.
DO: Dia 0, populagao sensivel; D1: Dia 1, populagado derivada das sobreviventes persistentes de DO; e D2: Dia

2, populagdo derivada das sobreviventes persistentes de D1 Elaborado pelos autores.

A analise da cinética de morte das bactérias apresentada na Figura 5 revelou uma curva
bifasica tipica, indicando a presenca de uma subpopulacdo de células persistentes. As novas
populagdes derivadas das células persistentes sobreviventes aos tratamentos antibidticos anteriores,
D1 e D2, exibiram o mesmo comportamento da populagdo original, sem aumento na propor¢ao de
persistentes. Isso sugere que, como esperado para o fendtipo persistente, a populagdo mantém um
estado fenotipico reversivel, no qual as bactérias nao transmitem essa caracteristica de dorméncia as
suas descendentes.

Juntamente com os resultados anteriores € possivel concluir que a populagdo analisada ¢, de
fato, uma populacao persistente. Essa conclusdo ¢ apoiada pela auséncia de mudancas na CIM em
comparacdo com bactérias sensiveis, o que poderia em outro caso indicar a possibilidade de
heterorresisténcia. Além disso, a populacao apresentou uma curva de morte bifasica, caracteristica de
persisténcia, e manteve uma taxa de sobrevivéncia consistente, independentemente das concentragdes
de oxacilina testadas (10x e 50x acima da CIM). O estado fenotipico demonstrou ser reversivel, pois
as populagoes derivadas das células persistentes sobreviventes apresentaram comportamento similar

na cinética de morte, confirmando a natureza nao hereditaria da persisténcia.

Optimizacio da Inativacido Fotodinamica
Os testes de IFD visaram avaliar o efeito de diferentes concentragdes de curcumina na

sobrevivéncia da Staphylococcus aureus, mantendo-se doses de luz aplicadas em 2,5 J/em? e 5 J/cm?

(Figura 6).
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Figura 6 — Grafico de Inativacdo Fotodinamica (IFD) demonstrando a sobrevivéncia de Staphylococcus aureus
com controle escuro com concentragdes de curcumina de 2,5 a 1 uM, controles de dose de luz de 2,5 ¢ 5 J/cm?
¢ IFD com doses de luz fixas para diferentes concentracdes de curcumina, observando carga bacteriana
indetectavel para as concentragdes de 2 e 2,5 M para ambas as doses de luz. Letras distintas indicam diferenga

estatisticamente significativa p<0,05. Elaborado pelos autores.

A escolha de diferentes concentragdes do fotossensibilizador permite analisar a relagdo dose-resposta,
observando como a quantidade de curcumina influencia a produgdo de EROs e, consequentemente, o
nivel de inativagdo bacteriana. Nos grupos controle (escuro e luz sem curcumina), ndo se observou
atividade toxica, ndo havendo reducgdo estatisticamente significativa da carga bacteriana e
demonstrando que a toxicidade depende da combinagdo do fotossensibilizador com a luz e os
resultados de IFD sao decorrentes das espécies reativas de oxigénios formadas. Nos grupos tratados
com IFD verificou-se uma reducao significativa da carga bacteriana, proporcional ao aumento da
concentragio de curcumina, com reducdo de 4,5 Log (UFC/ml) para 1 pM de curcumina e 2,5 J/cm?,
a menor concentragio e dose de luz avaliada. Para 1,5 pM de curcumina e 2,5 J/cm? foi reduzido 6,8
Log (UFC/ml) e para 1 uM e 1,5 pM com 5 J/cm? a redugio observada foi de 6,8 e 7,9 Log (UFC/ml)
respectivamente. Foi observada que a carga bacteriana nas concentragdes de 2 uM e 2,5 uM para

ambas as doses de luz utilizadas foi indetectavel. Apos os testes, o grupo de tratamento que apresentou
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menor reducio de carga bacteriana, 1 uM de curcumina e 2,5 J/cm?, foi selecionado para aplicagio
de novos testes de time-kill, de forma a analisar o comportamento da cinética de morte das bactérias

apos inativagao fotodindmica.

Efeito da Inativacdo Fotodinimica em S. aureus persistente

Para avaliar se a aplicagdo de inativagdo fotodinamica (IFD) alterou o comportamento e a
cinética de morte da populacao bacteriana estudada, foram realizados novos testes de time-kill nas
populacdes sobreviventes ao tratamento com IFD. A Figura 7 apresenta a comparagdo entre a
populacao inicial e a populagdo pos-tratamento, onde se observou um comportamento associado a
tolerancia ou resisténcia na populagao pds-IFD. Para determinar se essa mudanca indicava a presenga
de bactérias resistentes, foi realizado um novo teste de Concentragao Inibitéria Minima (CIM), que

revelou os mesmos valores aos apresentados pela populagdo original sensivel, descartando a hipotese

de resisténcia adquirida.
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Figura 7 — Curva de morte de Staphylococcus aureus utilizando 10x e 50x a CIM para o antibidtico Oxacilina

apos aplicagdo de Inativagio Fotodindmica (1 uM e 2,5 J/cm?). Elaborado pelos autores.

Um ponto relevante de discussdo nesse contexto ¢ a hipotese de que essa alteracdo de
comportamento pode estar associada ao papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas pela
curcumina durante a I[FD.

A curcumina possui baixo rendimento quéantico de 'Oz, com valores de 0,01 quando em
solucao de etanol, em comparagao a valores entre 0,5 e 0,8 para fotossensibilizadores como porfirinas,

ftalocianinas e clorinas. Isso significa que embora ela absorva luz, apenas uma pequena propor¢ao
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dessa energia ¢ convertida em oxigénio singleto. Dessa forma, a curcumina tende a produzir menos
oxigénio singleto ('02) em comparagio com outros fotossensibilizadores utilizados na inativagdo
fotodinamica, gerando predominantemente espécies reativas de oxigénio, como radicais livres
(superdxido O2" e radical hidroxila OH ") e perdxido de hidrogénio (H20») (DIAS et al, 2020; MELO
etal, 2021).

De acordo com Rowe e colaboradores (2019), as espécies reativas de oxigénio podem induzir
um estado de tolerancia em Staphylococcus aureus, estimulando a bactéria entrar em estados de
dorméncia ou reduzir suas atividades metabolicas, favorecendo a sobrevivéncia de células
bacterianas. Esse efeito se deve a inativagdo de vias metabdlicas cruciais por meio do estresse
oxidativo gerado pelas EROs, diminuindo a geracdo de ATP e colocando as bactérias em um estado
de baixa atividade que pode torna-las temporariamente tolerantes. Portanto, a geracdo de EROs pela
curcumina pode ter contribuido para a indugdo de um estado de tolerancia em S. aureus, onde as
células sobreviventes ao tratamento com [FD entraram em um estado de dorméncia ou baixa atividade
metabolica.

Um possivel teste para elucidar essa hipdtese ¢ a aplicagdo de um excedente de glicose no
meio, que, como realizado no experimento de ROWE et al, aumentaria a geracao de ATP através de
fosforilagdo em nivel de substrato, consequentemente restaurando a susceptibilidade das células ao

antibiotico.

5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel observar, apos a identificacao da sensibilidade bacteriana através
determinagdo da CIM da Oxacilina, que a analise das curvas de morte das bactérias revelou um padrao
bifésico caracteristico de populagdes bacterianas com fendtipos persistentes, evidenciando a presenga
de uma subpopulagdo de células capazes de sobreviver em concentragdes elevadas de antibiotico
devido a um estado de dorméncia metabolica. Além disso, os experimentos de IFD com diferentes
concentracdes de curcumina confirmaram sua eficacia na redugdo da carga bacteriana de forma dose-
dependente. No entanto, testes de time-kill realizados em populagdes sobreviventes a IFD indicaram
a possivel indu¢do de tolerdncia em Staphylococcus aureus, associada a geragdo de EROs pela
curcumina. Considerando que a curcumina possui um baixo rendimento quantico para a producao de
oxigénio singleto, mas ¢ eficiente na geracao de radicais livres e peroxido de hidrogénio, esses

resultados indicam que o estresse oxidativo pode ter levado as células sobreviventes a um estado de
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baixa atividade metabdlica, hipotese reforcada pela similaridade na CIM das populagdes pré e pds-
IFD. Com base nos resultados obtidos, testes futuros poderiam incluir abordagens que visem reverter

o estado de dorméncia, como a suplementacdo de glicose para aumentar a producdo de ATP e

restaurar a sensibilidade bacteriana aos antibioticos.
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