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RESUMO

Quitosana ¢ um biopolimero natural obtido a partir da desacetilagio quimica da
quitina. O interesse em pesquisas por novas aplicacdes deste polissacarideo aumenta em
diversas areas visto 4s suas caracteristicas biologicas e fisico quimicas, como
biocompatibilidade, biodegrabilidade, formacao de filmes e como nanocarreador de drogas
quimicas diversas para processos de fotoinativagdo de microrganismos. O processo de
fotoinativagao baseia-se na administragdo topica ou sist€émica de um corante ndo toxico sensivel
a luz, seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel de comprimento de onda adequado.
O presente trabalhou avaliou a efic4cia antibacteriana da adsor¢do em quitosana do corante
xanteno Rosa de Bengala (RB), em relagdo a eficacia da efetividade antibacteriana do corante
livre em solugdo. Foram analisados o melhor solvente entre meio aquoso e salino, para que os
mesmos nao causassem danos a levedura Saccharomyces Cerevisiae. Foram realizadas analises
de caracterizagdo espectral do corante através de espectros na regido do ultravioleta e visivel
(UV-vis), obtendo o comprimento de onda maximo do corante para producao do sistema de
irradiag@o, composto por LED 96 na cor verde, estando dentro da faixa de absor¢do maxima de
550 nm do fotossensitizador, o corante Rosa de Bengala. Imagens microscopicas mostram que
o corante quanto em sua forma livre, quanto agregado ao polissacarideo ndo possui 0 processo
de metacromasia. Os testes de fotoinativagao do corante livre mostraram que a menor dose
aplicada (12,5 uM) do corante foi a mais eficaz na inibicdo do crescimento de Unidades
formadoras de colonias (UFC’s) vidveis. A adsor¢do foi realizada através do processo de
dialise, sendo realizada em 48 horas intervaladas para escolha do tempo ideal de adsor¢ao do
corante ao biopolimero quitosana. O menor tempo de processo de dialise mostrou-se mais
eficaz para agregacao biopolimero/corante, porém a interagdo entre eles diminuiu a eficécia da

inibi¢do da taxa de crescimento de microrganismos.

Palavras-chave: Quitosana; Rosa de Bengala; Fotoinativacao, Metacromasia; Saccharomyces

Cerevisiae.



ABSTRACT

Chitosan is a natural biopolymer obtained from the chemical desacetylation of chitin. The
interest in research for new applications of this polysaccharide allows biological and physical
chemical characteristics such as biocompatibility, biodegradability, drug formation and mast
cell nanocarrier may be different for photoinactivation processes of microorganisms. The
photoactivation process is based on the topical or systemic administration of a non-toxic dye
sensitive to light, then on low dose irradiation with suitable wavelength visible light. The
present work evaluated the antibacterial of chitosan adsorption of xanthene Bengal Rose (RB),
in relation to the effectiveness of the antibacterial of the dye in solution. The spatialces
cerevisiae is an oracle obliterable the yeast Saccharomyces Cerevisiae. The spectral spectral
spectral spectroscopy of ultraviolet and visible spectral region (UV-vis), obtaining the
maximum dye wave size for the production of the irradiation system, consisting of LED 96 in
the green color of the maximum power of 550 nm from the photosensitizer, the pink dye of
Bengal. . Microscopic images show that the dye for its free form, relatively attached to the
polysaccharide, does not have the process of metachromasia. The free dye photoinitiation tests
were more than the applied dose (12.5 uM) of the dye was most effective in inhibiting the
growth of viable Colony Forming Units (CFU’s). The adsorption was carried out during the
dialysis process, being carried out in 48 hours to select the ideal time of adsorption of the dye
to the chitosan biopolymer. The shorter dialysis time is more effective for biopolymer / dye
aggregation, but there is an interaction between them in inhibiting the growth rate of

microorganisms.

Keywords: Chitosan; Rose Bengal; Photodynamic inactivation, Metachromasy; Saccharomyces

Cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Vivemos em uma época de expansao tecnologica e cientifica, na qual ha uma crescente
conscientizacao sobre a resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos, ocasionando uma
constante busca pelo desenvolvimento de tratamentos alternativos e/ou coadjuvantes. Assim,
mediante esta resisténcia ocasionada, principalmente, pelo uso frequente e indevido dos
antibioticos, limitando a eficiéncia dos tratamentos convencionais, a Terapia Fotodinamica
(PDT, do inglés, Photodynamic Therapy) surge como uma modalidade terapéutica adjuvante

para contribuir no desenvolvimento do controle de microrganismos.

1.1 PROCESSOS FOTOFISICOS

A fotofisica ¢ compreendida como o estudo dos mecanismos fisicos que resultam da

interacao entre matéria e a radiacao eletromagnética na faixa do ultravioleta/visivel (UV-vis).

A existéncia das diferentes cores estd ligada a natureza ondulatdria da luz e aos processos
de absor¢ao e emissdo de luz por compostos cromoforos. Estes processos, de natureza
fotofisica, podem ser compreendidos simplificadamente através do diagrama de Jablonski
(Figura 1). Diagrama de Jablonski, representa¢do esquematica dos processos de ativacdo e

desativagao do estado excitado. (PEREIRA, 2013; ALMEIDA,2016).

Figura 1: Diagrama de Jablonski
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Fonte: (PEREIRA, 2013; ALMEIDA,2016).



As transi¢des envolvendo processos radiativos sdo representadas pelas setas retas. Os
processos ndo radiativos de conversdo interna (CI) e cruzamento inter-sistema (CIS) sdo
representadas por setas onduladas. Nele estdo esquematizados os processos radiativos de

absorc¢ao e emissao, 0s processos nao radiativos (setas onduladas), bem como estados de energia

dos elétrons. (PEREIRA, 2013; ALMEIDA, 2016).

Quando o sitio cromo6foro de uma molécula absorve um foton, elétrons no orbital HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) sdo promovidos para o orbital LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), ou seja, os elétrons que ocupam o orbital molecular de maior
energia, absorvem a energia do foton sendo promovidos para o orbital desocupado de menor
energia. Quando a desativacao ocorre, o elétron retorna ao orbital de origem liberando o excesso
de energia de forma radiativa ou térmica (ndo radiativa). O decaimento a partir dos niveis
energéticos superiores até o primeiro estado excitado (S, — Si) se d4 de forma rapida e ndo
radiativa, num processo chamado conversao interna (CI), no qual a desativacao se da por meio
de colisdes que dispersam a energia através dos movimentos de vibragdo, rotacao e translacao

das moléculas. (PEREIRA, 2013; ALMEIDA, 2016).

Além da CI existe um mecanismo que compete com a emissdo de fluorescéncia na
desativagdo do estado S1. Este processo consiste na mudanga de multiplicidade do estado
excitado singleto para o estado excitado tripleto (S1 — T1) e denomina-se cruzamento inter-
sistema (CIS), ocorrendo quando existe um nivel vibracional comum, isto ¢, de mesma energia,
para ambos. Embora seja um processo quantico proibido (ocorra com menor probabilidade), a
mudanga no spin eletronico pode ocorrer se o acoplamento dos momentos magnéticos gerados
pelo spin e pela orbita do elétron for grande o suficiente para tornd-lo possivel. (PEREIRA,

2013; ALMEIDA, 2016; MACHADO, 2000).

A iluminagao e, consequente, ativacdo de um fotossensibilizador (FS) utilizando luz de
comprimento de onda adequado ao seu intervalo de absorc¢do eletronica, na presenga de
oxigénio, consiste no principio fundamental das modalidades clinicas conhecidas como Terapia
Fotodinamica (TFD) e inativacdo fotodinamica de microrganismos (IFDMO).

(ALMEIDA,2016; MACHADO,2000).



1.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) baseia-se na administragdo tdpica ou sistémica de um
corante ndo toxico sensivel a luz seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel de
comprimento de onda adequado. Colorantes (corantes e pigmentos) sao caracterizados pela sua
habilidade de absorver luz visivel. A cerca de 10.000 desses compostos quimicos coloridos tem
sido produzido em escala industrial. Em func¢do do fato de absorverem luz com elevada
eficiéncia, em alguma regido do espectro visivel, alguns desses compostos participam e
induzem ou participam de reagdes fotoquimicas, que levam a formagao de espécies capazes de

efetuar a destruicdo de um alvo biologico. (PERUSSIL,2007; SILVA,2012)

A Terapia Fotodinamica parte do principio de que a interacao de luz de comprimento de
onda adequado com um composto ndo toxico (fotossensibilizador) e oxigénio, resulta em
espécies reativas capazes de induzir a inviabilizagdo de células, que causa a morte dos
microrganismos (MACHADO,2000). Ao receber a energia do féton em comprimento de onda
(M) especifico, o FS passa para o estado excitado singleto Si), que sofre cruzamento inter-
sistema chegando ao estado excitado tripleto (Ti1), que ¢ a condigdo favoravel para a

transferéncia de energia para as moléculas de oxigénio. (ALMEIDA,2016).

Ha mais de 4.000 anos atras os egipcios deram inicio a essa terapia, através da ingestao
de plantas (contendo os psoralenos, furo[3,2-g]-coumarina ou d4cido 6-hidroxi-5-
benzofuranoacrilico-lactona) e luz solar, para tratar doengas como o vitiligo. Entretanto, a

técnica comecou a ser empregada com sistemdtica cientifica apenas bem recentemente.

(SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA,2002).

O fotossensibilizador pode se ligar as células microbianas por diferentes caminhos como
interagdo eletrostatica e difusdo. E conhecido que bactérias Gram-positivas e fungos sdo mais
suscetiveis a inativacdo fotodinamica que as bactérias Gram-negativas, que possuem uma
bicamada lipidica na sua membrana externa que dificulta a penetracdo das substancias. Fungos
e bactérias Gram-positivas tem uma facilidade maior em absorver os corantes, facilitando o
processo de fotossensitizacdo. Ambas as bactérias e fungos sdo mais suscetiveis a
fotossensibilizadores cationicos devido a maior interagdo eletrostatica com a superficie do

corpo celular. (ERGAIEG; SUEX, 2009).



1.2.1 MECANISMO TERAPIA FOTODINAMICA

A agdo da TFD baseia-se na administragao topica ou sist€émica de um cromoéforo (corante/
fotossensibilizador) ndo toxico sensivel a luz seguida da irradiacdo em baixas doses com luz
visivel de comprimento de onda adequado (LIMA,2013). A acdao da luz sobre o
fotossensibilizador inicia processos fotofisicos, culminado em processos fotoquimicos em
cadeia, que se propagam na presenc¢a de oxigénio e promovem ataque por radicais livres e/ou
espécies oxidantes para desencadeamento de processo fotobiologico de morte celular

(apoptose) e destrui¢do do tecido bioldgico, componentes de células tumorais, virus, fungos e

bactérias. (ALMEIDA,2016; MACHADO,2000; LIMA,2013).

Muitos pigmentos organicos possuem niveis de energia adequados para realizar
transferéncia de energia para o oxigénio molecular (O2). Assim, a molécula de O», que ocorre
naturalmente no estado tripleto (30.), é fotoexcitado pelo fotossensibilizador indo para o estado
singleto (!02*) podendo reagir com biomoléculas e gerar espécies reativas de oxigénio (ROS
do inglés, reactive oxygen species) tais como peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e radical
superoxido que destroi por oxidagao das células. Neste processo o estado fundamental singleto
do fotossensibilizador ¢ excitado para o estado excitado singleto, podendo decair para seu
estado fundamental através da emissdo de luz ou através de relaxacdo vibracional, gerando calor
ou ainda ocorrer o processo de cruzamento intersistemas, no qual sofre a inversdo de spin,
conduzindo a molécula para o estado excitado tripleto. A energia do estado excitado tripleto
pode ser dissipada pelo processo de fosforescéncia, devolvendo a molécula para o estado

fundamental, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2: Mecanismos (Tipo I e II) de geragdo de ROS pela combinagdo de luz,

fotossensibilizador (FTS) e oxigénio no estado fundamental (*0»).
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Fonte: (RIBEIRO, et al, 2007).



O processo de reagdo TFD, pode ocorrer por dois mecanismos de reagdo: por
transferéncia de elétrons ou por transferéncia de energia, que sao chamados de mecanismo Tipo

I e Tipo II, respectivamente.

No mecanismo tipo I, o fotossensibilizador no estado excitado interage diretamente com
um substrato organico e/ou outras moléculas vizinhas (preferencialmente Oy), produzindo
radicais ou ions radicais através de reacdes de transferéncia de atomos de hidrogénio ou de
elétrons. A maioria destes radicais reage instantaneamente com o O, gerando uma mistura
complexa de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o peroxido de hidrogénio (H20,),
radical superéxido (O2" ") e hidroxila ("fOH), os quais sdo capazes de oxidar uma variedade de

biomoléculas.

No mecanismo tipo Il obtém-se oxigénio singleto, altamente reativo, através da
transferéncia de energia do fotossensibilizador no estado tripleto excitado para o estado tripleto
fundamental do oxigénio. Em razdo das reagdes de transferéncia de energia serem mais rapidas
do que as reagdes de transferéncia de elétrons, o mecanismo tipo II € geralmente favorecido nas
reacoes de fotooxidagdo. O oxigénio singleto, quando gerado, pode reagir com lipideos
insaturados (incluindo colesterol), aminoacidos e 4cido nucléicos. Lipideos insaturados e
proteinas sdo os principais constituintes das membranas bioldgicas. Portanto, as reacdes
fotoxidativas ocasionam alteragdes da permeabilidade celular, provocando a morte do tecido

tumoral via necrose ou apoptose. (RIBEIRO, et al, 2007).

O fotossensibilizador no estado tripleto pode ser submetido a varias vias fotocitotoxicas
e provocar diferentes eventos citotoxicos dependendo de sua localizagdo, essas vias estdo

relacionadas na Tabela 1.



Tabela 1: Vias fotocitotoxicas causadas por fotossensibilizador frente a TFD em células

microbianas.
Areas de acao Acao Resultado Consequéncia  Efeito citotoxico
Formacao do
Abstragao Formacgao de Processos
, radical ‘ S
Agua (remogao) do perdxido e oxidativos
hidroxila ) L
hidrogénio superoxido (O2-) adicionais
(OH-)
Parede/membrana Permeabilidade
celular, lipideos e Formagao de aumentada aos
Peroxidagdo  Peroxidagao
esteroides hidroperoxido ions (perda de
insaturados Na'/ K")
Ligacdo Perda da
Abstracdo do Inativagdo -
Peptideos cruzada de facilidade de
hidrogénio enzimatica ‘
peptideos reparo; lise
Oxidacao de Perda da
Cobertura proteica Degradagao Cobertura
residuos de infectividade o
viral de proteinas ‘ protéica viral
aminodacidos viral
Reacodes de Reacgodes de
Inibi¢do da Cadeia )
Cadeia respiratoria ~ oxidagdo e ' . . oxidagdo e
respiragao respiratoria
reducao redugao
Oxidagao ou  Inibicao do Oxidagao ou
Enzimas . . Enzimas .
ligagdes conjunto replicagao/
citoplasmaticas ) ) citoplasmaticas/e ) o
o cruzadas ribossémico; . infectividade
enzimas virais nzimas
inibi¢do da
Residuos de acido Degradacgao Partigao;
Oxidacao da
nucléico 8-hidroxi- nucleotidica; mutagao;
base ou do ) o
(tipicamente ) guanosina degradagdo do inibi¢do da
acucar ‘
guanosina) agucar/clivagem replicagao

Fonte: (ADAPTADO; ALVES,2011)



1.2.2 FONTES DE LUZ NA PDT

No presente trabalho, a avaliagdo luminescente ocorreu através de Diodos Emissores de
Luz (em inglés, Light Emitting Diode - LED), que sdo estruturas compostas por dois materiais
semicondutores nos quais, em sua juncao, por diferenga de cargas, ocorre a emissao de luz, sem
aumento de temperatura. Estes dispositivos emitem luz por meio da movimentagao de elétrons
através de diferentes materiais semicondutores, produzindo uma emissdo espontanea de fotons
ndo coerentes, diferindo-se dos lasers, que produzem emissdo estimulada de radiagdo. Uma
caracteristica importante observada na radiacdo emitida pelos LED ¢ que, em lugar de sua
frequéncia ser aleatoria, como no caso da lampada incandescente que se espalha pelo espectro,
ela tem uma frequéncia muito bem definida, que depende do tipo de material usado no
semicondutor. Os LED podem ser configurados para produzir comprimentos de onda multiplos,

podendo ser arranjados em larga escala, ndo produzindo calor. (ALVES,2011)

1.3 FOTOSSENSIBILIZADORES

Preparagoes iniciais de fotossensibilizadores, para terapia fotodinamica, basearam-se em
uma mistura complexa de porfirinas, denominados de derivados da hematoporfirina. Extensas
pesquisas quimicas e biologicas foram realizadas nos ltimos 20 anos para identificar novos

fotossensibilizadores que pertencem a diferentes classes de compostos.

O fotossensibilizador ¢ uma substancia croméfora (corante), tornando-se o principal
agente ativador do processo fotodinamico. No entanto, os fotossensibilizadores devem possuir
caracteristicas adequadas para serem utilizados em TFD, dentre as quais destacam-se as

seguintes (LIMA,2013; RIBEIRO, et al, 2007):

e Alto rendimento quantico do estado tripleto, que leva a um alto rendimento quantico
de oxigénio singleto;

e Baixo rendimento quantico de reacoes de fotobranqueamento, onde a estrutura do
corante se modifica, resultando na perda dos sitios cromoforicos.

e Alto coeficiente de absortividade molar em comprimentos de onda situados no
intervalo de 600-800 nm, faixa do espectro eletromagnético conhecida como janela

fotodinamica ou janela fototerapéutica.



1.3.1 CORANTES XANTENICOS COMO FOTOSSENSIBILIZADORES

Os xantenos sdo compostos ciclicos que apresentam trés anéis aromaticos em arranjo
linear, apresentando um atomo de oxigénio no anel central (Figura 3). A Fluoresceina, Eosina
Y, Eritrosina B e a Rosa de Bengala B, sdo alguns exemplos desta classe de corantes (PERUSSI,
2007). Os corantes xanténicos halogenados absorvem luz visivel num comprimento de onda
maximo entre 480 - 550 nm, ou seja, fora da denominada janela fototerapéutica em TFD (regido
entre 600 - 800 nm). Mesmo assim, eles apresentam propriedades interessantes e t€ém sido
utilizados em TFD aplicada na superficie corporea, contra tumores que possam ser iluminados
através de sondas introduzidas nas cavidades corporeas, em aplicagdes odontoldgicas e também

na inativacdo fotodinamica de microrganismos (IFDMO). (PEREIRA,2013)

Figura 3: Representacdao esquematica gené€rica para corantes Xanténicos. No destaque,

estrutura do anel xanténico

Corante X Y
Fluoresceina H H
Eosina Y Br H
Eritrosina B I H
Rosa de Bengala B | Cl

Fonte: (PEREIRA,2013).

Um ponto fundamental ¢ a disposi¢dao espacial das duas partes da molécula. O anel
xanténico — planar — se encontra rotacionado a um angulo de aproximadamente 90° em relagdo
ao anel benzoico (PEREIRA,2013). Devido a essa geometria quase perpendicular entre os dois
planos, os orbitais moleculares tém pouca sobreposicao, de forma que ndo existe efeito de
conjugacao entre as duas partes (SONG, 2000). Como as caracteristicas fotofisicas dessa classe
de corantes se deve aos sitios cromoforicos situados na por¢do xantémica da molécula,
modificacdes na regido do anel benzodico ndo afetariam propriedades importantes como o

rendimento quantico de '0,. (PEREIRA,2013; SONG,2000).



1.3.2 CORANTE ROSA DE BENGALA

O fotossensibilizador avaliado nesse estudo ¢ o xanteno Rosa de Bengala (RB), um
derivado tetraiodado e tetraclorado da fluoresceina sddica (C20,H2Clsl4Os), que possui quatro
atomos de iodo substituidos diretamente na estrutura xanténica e quatro atomos de cloro ligados
ao anel benzoico, como mostra a figura 4. O composto foi sintetizado originalmente por Gnem
em 1884, para ser usado como corante de tecido em Bengala, na india. O composto sélido
apresenta coloracdo rosa-purpura e, dentre outras aplicagdes comerciais, tem sido utilizado na
formulagdo de colirios, com o objetivo de fazer a marcacao de lesdes oculares (PEREIRA,2003;
SCHAFER et. al, 2000). A literatura também reporta o uso do corante na inativacao de

microrganismos em diversos contextos (SCHAFER et. al, 2000).

Figura 4: Representacdo quimica corante xanténico Rosa de Bengala (RB).

Cl

Fonte: (PERUSSI, 2007)

Comercialmente, RB ¢ encontrada como sal dissdédico e apresenta propriedades
interessantes para o uso como fotossensibilizador tais como: elevado coeficiente de
absortividade molar, elevado rendimento quantico do estado tripleto, elevado rendimento na
supressao do estado tripleto pelo oxigénio molecular. Assim, o RB trata-se do corante com o
maior rendimento quintico de oxigénio singleto ('O2) dentre os xantenos tradicionais. Seu
mecanismo fotodinadmico consiste na formagao de 80% de oxigénio singleto e 20% de anion
superoxido com absorc¢ao de luz na faixa de 450-600 nm (PERUSSI, 2007; PEREIRA,2003).
Além disso, apresenta baixa taxa de fotobranqueamento (degradacao na presenca de luz) em
solventes polares proticos. Contudo, a molécula apresenta um carater hidrofilico alto, o que
diminui consideravelmente a sua interagdo com membranas bioldgicas, que devido a sua

natureza lipidica tem maior afinidade com compostos mais hidrofobicos, salvo os efeitos de
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carga em fosfolipidios anionicos, onde as forcas eletrostaticas modulam a interacdo droga-

membrana (PERUSSI, 2007; PEREIRA,2003; SCHAFER et. al, 2000).

1.4 QUITOSANA

O uso de polimeros naturais para aplica¢des diversificadas tem sido de vital importancia
para os avangos das ciéncias e apresentam varias vantagens como ser de facil obtencdo, ser
biocompativel e biodegradavel. Os polissacarideos, como uma classe de macromoléculas
naturais, t€ém sua propensdo extremamente bioativa, e sdo geralmente derivados de produtos

agricolas ou de crustaceos (AZEVEDO, et. al, 2007).

Quitina e quitosana sdo polimeros atoxicos, biodegradaveis, biocompativeis e produzidos
por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em aplicagdes
industriais e tecnologicas hd quase setenta anos. Ambas as estruturas sdo constituidas por
unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas
por ligacdes glicosidicas B(1-4) entretanto os polimeros diferem quanto a proporcdo relativa

dessas unidades e quanto a solubilidade. (AZEVEDO, et. al, 2007).

A quitosana ¢ um derivado N-desacetilado da quitina. Um biopolimero ¢ considerado uma
quitosana quando a quitina ¢ N-desacetilada a ponto de se tornar soluvel em uma solugdo diluida
de 4cido, que geralmente ocorre na propor¢ao da ordem de 40-60%. A propor¢ao de residuos
glicosamina e N-acetilglicosamina na quitina e quitosana ¢ chamado de grau de acetilagdo GA,

e este possui significativa influéncia na propriedades desses biopolimeros. (FRANCA,2009)

Figura S: Esquema da estrutura polimérica da cadeia quitina (y) - quitosana (x). A Quitina ¢ a
acetilglicosamina (1-4) -ligada 2-acetamido-2-deoxi- B-D-glican e a quitosana € a glicosamina
(1-4) -ligada 2-amina-2-deoxi--Dglican. Quitosana sdo tipicamente formadas por varias razdes

y:X, onde y < x.

i
O=C
| ]
NH
o’/
O
H
L i . 1,

Fonte: (FRANCA,2009).
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A quitosana, ao contrario da quitina, ¢ positivamente carregada em condigdes acidas e
neutras, e portanto, a capacidade de adsor¢do ¢ dependente do pH e do grau de acetilagdo.
(FRANCA,2009). Devido a grande disponibilidade da quitina ¢ da quitosana e da grande
afinidade das mesmas com ions, moléculas, macromoléculas e até com microrganismos, uma
grande variedade de nanoparticulas de quitosana sdo modificadas para realizar variados tipos
de aplicagdes: na remogdo de metais pesados, na recuperacdo de metais preciosos, na
fertilizagdo agricola, na remogao de pesticidas, como floculante no tratamento de aguas, na
prevencao de doencgas causadas por fungos e bactérias, como carregador de fArmacos, capsulas
de medicamentos, e como regulador de colesterol no plasma sanguineo e triglicérides intestinais

no corpo humano. (AZEVEDO, et. al, 2007; FRANCA, 2009).

1.5 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Em se tratando de biologia, podemos observar grande similaridade entre os organismos,
porém alguns seres apresentam caracteristicas peculiares que os fazem apropriados para os
estudos em laboratorio, sendo entdo chamados de organismos modelo. A levedura
Saccharomyces Cerevisiae ¢ um modelo microbiologico unicelular eucaridtico muito utilizado
em pesquisa das ciéncias Biologicas e Biomédicas, por apresentar caracteristicas celulares

muito semelhantes as de células humanas (SILVA et. al, 2009).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ usada como organismo modelo para estudo de
varios fendmenos biologicos como envelhecimento, regulacdo da expressdo génica,
transducao de sinal, disturbios neurodegenerativos, assim como, ciclo e morte celular através
da apoptose (Karathia et al., 2011). No entanto, foi através de estudos do seu metabolismo
que encontraram-se semelhancas em relagdo ao metabolismo de células tumorais. Isto
propiciou considerar esta levedura um modelo metabodlico favoravel para o rastreamento de

alvos de drogas para aplicagdes em terapias anticancer (Diaz-Ruiz et al., 2011).

r

O tumor ¢ caracterizado como um crescimento anormal de células, podendo ser
benigno ou maligno, este ultimo resulta no cancer. Para sua proliferacdo e progressao, as
células tumorais necessitam de grandes quantidades de energia. A glicose ¢ a principal fonte
desta energia, assim como de metabolitos para inumeros processos (Escoté & Fajas, 2015).
Desse modo, células tumorais s3o caracterizadas pela desenvolvida via glicolitica que

normalmente ocorre na auséncia de oxigénio mas pode ser realizada na sua presenca em um



processo conhecido como “efeito Warburg” (Lu & Cai, 2015). Isso permite que as células
de tumor possam adaptar seu metabolismo de acordo com as condi¢cdes a que estdo
submetidas através de um segundo fendmeno denominado “efeito Crabtree” que caracteriza-
se por esta capacidade de realizar mudangas reversiveis em suas condigdes metabodlicas

(Diaz-Ruiz et al., 2011).

Do mesmo modo, a levedura Saccharomyces Cerevisiae possui estes dois efeitos
havendo eficientes mecanismos de adaptagdo para manutencdo da sua alta taxa de
crescimento, podendo auto regular a expressdo de seus genes de acordo com o regime
nutricional em que se encontra. Sendo assim, quando o suprimento de glicose ¢ elevado, a
levedura utiliza a fermentagao como sua principal via metabolica e quando esta fonte de

carbono ¢ escassa, ela pode alternar para o metabolismo oxidativos, invertendo o processo.

O metabolismo energético das células tumorais ¢ semelhante, alternando suas vias
metabolicas de acordo com as variagdes do microambiente bioldgico (Diaz-Ruiz et al.,
2011). Inclusive ha fotossensibilizadores utilizados especificamente para matar células

cancerigenas que tém sido efetivos na morte de células fingicas.

12
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo dos efeitos da adsor¢do de corante
Rosa de Bengala em superficie do biopolimero quitosana, através de didlise, no processo de

acao de fotoinativagcdo de microrganismos Saccharomyces cerevisiae.

Caracterizar os resultados através de espectroscopia na regido do UV-vis e imagens

microscopicas digitais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram desenvolvidos nos laboratdrios do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU). Todos os materiais reutilizaveis foram lavados
e secos, posteriormente imersos em solucao alcoolica 70%, expostos a luz UV em tempos
determinados, e entdo esterilizados com auxilio da autoclave. Sendo desembalados apos
desinfec¢do apenas ao momento de realizagdo dos métodos experimentais, depois de mantidos

em secagem a estufa a 56°C.

3.1 MATERIAIS

AGUA DESTILADA

AGAR SABOROUND
AUTOCLAVE

CORANTE ROSA DE BENGALA
CLORETO DE SODIO (NaCl)
MICRORGANISMOS Saccharomyces Cerevisiae
SISTEMA DE IRRADIACAO LED
SOLUCAO SALINA 0,9%
SOLUCAO ACIDO ACETICO (1%)
MICROSCOPIO

ESTUFA

3.2 METODOS
3.2.1 PREPARACAO DA CULTURA MICROBIOLOGICA

Para preparacdo das culturas foram utilizadas cepas da levedura Saccharomyces
Cerevisiae, cultivadas em Agar Saboround, preparado pela mistura de 5 gramas de peptona, 40
gramas de glicose, 20 gramas de agar Saboround e 1000 mL de dgua destilada. As leveduras
foram inoculadas através de esfregaco sobre dgar disposto em placas de Petri, posteriormente
estocadas em recipientes devidamente esterilizados e com umidade suficiente as necessidades

do microrganismo, por 48 horas em estufa a uma temperatura de 37° C.
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Figura 6: Expansdo cepas da levedura Saccharomyces Cerevisiae

FONTE: AUTORA.

3.2.2 AVALIACAO DO SOLVENTE APROPRIADO AO PROCESSO DE
FOTOINATIVACAO MICROBIOLOGICA

Para determinar qual meio melhor se adequaria a solugdo de corante para testes de
fotoinativagdo microbiologica, foi analisado o comportamento das células mediante o meio
salino ou meio aquoso. Foram feitos esfregacos em laminas da suspensdao microbiologica e as
mesmas foram colocadas em placas de Petri e imersas em solu¢do de corante, previamente
preparada em meios aquosos e salinos, e deixadas em repouso por 40 minutos. Apos esse tempo
determinado, as laminas foram dispostas na estufa por 24 horas para secagem, sendo entdo

realizada a observag¢ao microscopica da coloracao e integridade das leveduras.
3.2.3 AVALIACAO FOTOFISICA

Os estudos para avaliacdo das propriedades fotofisicas foram realizados através de
espectroscopia optica: absor¢ao eletronica UV-Vis. As medidas de absor¢ao eletronica UV-Vis
foram realizadas em espectrofotometro, cedido pelo Laboratério de Analitica do IQUFU. Todas
as medidas foram realizadas a temperatura ambiente em solu¢do aquosa e em solucdo salina,

operando na faixa de 200-800 nm.
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3.2.4 AVALIACAO DO SISTEMA DE IRRADIACAO

Como fonte de irradiagdo foi utilizado um sistema estatico empregando uma cabine de
iluminagdo composta por uma série de 96 LEDs, como mostra a figura 7, desenvolvida pelo
Prof. Dr. Carlos Alberto de Oliveira. Para produgdo do sistema utilizou-se de placas de MDF,
placa composta por 96 LEDs, e fonte de 12 V, com alimentacao de 220W. O sistema de LED
verde com emissao (495-570 nm), esta dentro do comprimento maximo de absor¢ao do corante

analise (em torno de 550 nm).

Figura 7: Foto ilustrativa do sistema de irradiagcdo de LED verde.

g R e,

-

Fonte: AUTORA.

3.2.5 AVALIACAO DE FOTOINATIVACAO MICROBILOGICA

3.2.5.1 PRODUCAO DO COMPOSITO QUITOSANA/ CORANTE ROSA DE
BENGALA

O compdsito foi produzido pelo método de dialise (desenvolvido no Labiofot), utilizando-
se de quitosana (ALDRICH, com baixo peso molecular 50.000 a 190.000 Da) 0,1%, dissolvida
em acido acético 0,1%. A solugdo foi disposta em sacos de didlise imersos em solu¢do de Rosa
de Bengala 50 uM, estando em sistema de baixa agitacdo por tempos determinados de 30

minutos, 45 minutos, 1 hora, 2; 3; 4; 24 ¢ 48 horas. Posteriormente, os sacos de dialises foram
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deixados imersos em repouso em agua destilada, para remo¢dao do corante nao ligado a
quitosana. A seguir, foram realizadas leituras de absorbancia por espectrofotometria e medidas

de concentracao de fotossensibilizador em cada uma das analises em seus determinados tempos.

Figura 8: Sistema de didlise de producdo de composito Rosa de Bengala/Quitosana. (a) Sistema
de dialise isento de luminosidade sobre chapa com agitag@o (b) Sacos de dialise com quitosana

submersos em solucao de corante (¢) Saco com solugao de composito apos processo de dilise.

(a) (b) (©

Fonte: AUTORA.

3.2.5.2 ENSAIOS DE FOTOINATIVACAO

Os ensaios foram realizados através de quantificagdo de Unidades formadoras de
colonias (UFC’s) de Saccharomyces Cerevisiae. Foram utilizados 1500 pL do inoculo na escala
nefalométrica de Mc Farland 0,5, padrao utilizado para obtencao da concentragdo de células em
suspensdo através da turbidez. Um volume de 1500 pL da solugdo de corante previamente
preparada foi adicionado nas concentracdes de 100, 50, e 25 uM. Nos experimentos controles,

adicionou-se 1500 pL de agua.

O preparo do indculo e fotossensibilizador foi entdo deixado previamente em um tempo
de 20 minutos de incubagdo (no escuro), posteriormente vindo a ser exposto a radiagdo em

equipamento de LED na cor verde durante 20 minutos. Apds a irradiacao, 100 pL da suspensdo
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celular foram diluidos em série de 10! a 10°. De cada diluigdo foram retirados 20 microlitros
que foram colocados em respectivas placas de 6 pogos ja cobertas com Agar Sabouround
Dextrose para posterior quantificacao através da contagem de células viaveis formadoras de

colonias.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41 AVALIACAO DO SOLVENTE APROPRIADO AO PROCESSO DE
FOTOINATIVACAO MICROBIOLOGICA

As células da levedura Saccharomyces Cerevisiae possuem uma forma caracteristica,
como mostra a figura 9 (A). Apds o procedimento descrito anteriormente foram obtidas imagens
microscopicas das laminas, dispostas na figura 9. Desta forma em comparagao a figura 9 (A) é

possivel a percepcao de qual meio, aquoso ou salino, causa menos danos a estrutura da levedura.

Figura 9: Imagens microscopicas da levedura Saccharomyces Cerevisiae. (A) Células apds

tratamento em solucdo aquosa de RB (B) Células apos tratamento em solucdo salina de RB.

(A) (B)
FONTE: (Adaptado ARAPIRACA, 2011; AUTORA)

Avaliando a figura 9 observa-se que o meio salino mostrou-se mais eficaz para utilizagao
do processo de fotoinativacao, uma vez que o mesmo manteve a integridade morfologica da
levedura, diferentemente do meio aquoso que, como pode ser observado na figura 9 (A),
apresentou células defeituosas depois do processo de contato com a solucdo de corante, tal
processo pode estar ligado ao estresse hidrico gerado pelo excesso de agua a célula. Assim,

todos os testes seguiram-se com solugoes de corante Rosa de Bengala em meio salino.
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4.2 AVALIACAO FOTOFISICA: ESPECTROS DE ABSORCAO

Os espectros de absor¢ao de solugdes homogéneas de fotossensibilizadores basicos ou
catidnicos apresentam caracteristicas fortemente dependentes da concentragcdo. Foram feitas
varreduras dos espectros de absor¢ao do corante em solu¢ao aquosa e em solugdo salina, os

resultados estdo dispostos na figura 10.

Figura 10: Espectros de absor¢cdo do corante Rosa de Bengala (RB) (a) em meio aquoso, (b)

em meio salino
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Fonte: AUTORA.

Em todos os espectros em andlise o corante apresenta duas bandas de absor¢do mais
significativas, sendo a banda de maior absor¢ao em 550 nm, caracteristica do pico de maxima
absor¢do do corante. A primeira banda em torno de 500 nm em meio aquoso € em meio salino

apresenta uma absorbancia em torno de 0,3.

Esta banda de absor¢ao em torno de 500 nm em todos os espectros pode estar ligada ao
processo de dimerizagao do corante. Dimerizacdo ¢ o processo pelo qual duas moléculas
(mondmeros) se ligam formando um conjunto denominado dimero. Se houver a unido de trés
moléculas o conjunto passa a ser chamado de trimero, e se ocorrer a unido de maior numero de
moléculas, serd formado um polimero. Em geral atribui-se ao agregado a forma dimérica. A
agregacdo reduz drasticamente a capacidade do composto de gerar oxigénio singleto, desse
modo € necessario que o principio fotoativo apresente-se solubilizado e na forma monomérica
(MOSER, 1998).

As constantes de equilibrio de dimeriza¢io podem chegar a ser da ordem de até 10%, o
que faz com que muitos corantes apresentem o equilibrio deslocado no sentido da formagao de

agregados, mesmo em baixas concentracdes (em torno de 10 mol.L'!). As constantes de
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agregacdo dependem do solvente, da temperatura e da forca idnica do meio. Os espectros

eletronicos destes agregados sdo diferentes dos corantes na forma monomérica (ALVES,2011).

A agregacdo de corantes i0nicos ndo pode ser atribuida a um tipo especifico de interacao.
Existe a contribuicdo de efeitos devidos a forgas do tipo Van der Waals, ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e interagdes de elétrons m, sendo na maioria das vezes dificil avaliar a

contribui¢do individual de cada uma dessas interacdes. (ALVES,2011).

As interagdes entre as moléculas do corante geram niveis eletronicos com energias
diferentes. As regras de transi¢do entre esses novos niveis resultam em modificagdes nos
espectros de absor¢do, com o aparecimento de novas bandas em comprimentos de onda
diferentes. Dependendo da geometria dos agregados sdo permitidas transicdes com energias
maiores ou menores que as transi¢cdes presentes no corante na forma monomérica. Este
fenomeno, ¢ chamado de metacromasia. (ALVES,2011).

Para comprovagao de metacromasia do corante, foi-se depositado sobre uma lamina um
filme bem fino de biopolimero quitosana, e sobre o mesmo foi colocada uma solugdo de alta
concentracdo do corante ¢ deixado em repouso para que visualmente fosse observado uma

mudanga de coloracgao.

Figura 11: Laminas revestida com quitosana e solu¢do de RB de alta concentra¢do para

analise de metacromasia:

Fonte: AUTORA.
Pela andlise da figura 11, observa-se que a interacdo entre corante e biopolimero ndo
apresenta estado de metacromasia, de forma que o corante apresenta a mesma colorag@o antes

e apos a interacao.
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A metacromasia ¢ advinda do processo de agregagdo, desta forma a adsor¢do do
corante a superficie do biopolimero nao foi enérgica de forma que houvesse espagamentos para
auto agregacao do corante a ponto de que a mesma fosse mais favoravel que a adsor¢ao corante-
quitosana. Esse processo ¢ importante, a ponto de afetar a cor e propriedades fotofisicas,

gerando mudancas nos espectros dos fotossensibilizadores (Vara & Ortiz, 2016).

Outros dois fotossensibilizadores que tém sido estudados para erradicagdo de
microrganismos, sdo os fenotiazinicos Azul de Toluidina (AT) e Azul de metileno (AM).
Corantes fenotiazinicos apresentam processo de metacromasia, sendo este processo mais
evidente ao corante azul de toluidina. Na figura 12, observa-se cepas de Saccharomyces
Cerevisiae ap0Os coloracao com os corantes Rosa de Bengala, Azul de Toluidina e Azul de

Metileno.

Figura 12: Imagens microscopicas de Coloracao do Saccharomyces Cerevisiae promovida

pelos corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e Rosa de Bengala.

Azul de \ Azul de \ " Rosa de .
metileno !,-" tolmdina Bengala "\_

Fonte: AUTORA.
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Apds coloragdo, o azul de toluidina inicialmente com coloracdo azul apresenta
coloragdo arroxeada, distando-se de sua cor caracteristica, como o Azul de Metileno e Rosa de

Bengala que mantiveram a coloragdo original caracteristica.

4.3 AVALIACAO DO SISTEMA DE IRRADIACAO

O sistema de irradia¢do foi construido no laboratério e possui trés posicdes de alturas
possiveis para posicionamento das amostras para irradiacao, sendo eles, alto, intermediario e
baixo, sendo esta ultima a de maior possibilidade de aproximac¢do das amostras ao LED de

irradiagao.

Com auxilio de um luximetro, mediu-se a intensidade luminosa em cada uma das posi¢oes
de alturas, com a finalidade de saber em quais delas o sistema irradia com maior energia as
amostras. Os resultados de intensidade luminosa em Fc (fotocandela) estdo dispostos na tabela
2, bem como a conversdo dos valores em seus equivalentes valores em iluminancia (Im.cm™),

A . _2 . ’ . ~ .
e deste para sua poténcia em Watts.cm™, sendo assim possivel a determinagdo da energia em J.
s''.m recebida pela irradiagdo luminosa do LED em cada uma das posi¢des, para determinar

qual a posi¢do com maior energia irradiada.
Tabela 2: Valores de intensidade luminosa de acordo com posi¢des do sistema de irradiagdo.

Iluminéancia
Posicdes Fe (x 20.000) Média Watts.cm™
(Im.cm-?)

Alta 149 175 186  340.000 365,97 0,5358272327965

Intermediaria 219 224 243 4.572.000 4.921,26 7,205358711567

Baixa 249 273 - 5.220.000 5.618,76 8,226588579795

Fonte: AUTORA.

Com a poténcia em Watts.cm™ de cada umas das posi¢des calculou-se a energia em Joule, de

cada uma delas, como disposto a tabela 3.
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Tabela 3: Energia para cada posi¢do do sistema de irradiagao

Posicio Energia (J. s'.m?)
Alta 5,358.10%
Intermediaria 7,2053.10%
Baixa 8,2265.10*

Fonte: AUTORA

Diante dos dados obtidos, conclui-se que a posi¢do na qual se incide maior energia
luminosa ¢ a de posicdo mais baixa dentro do sistema de irradiagdo. Apds calculos da
intensidade de energia os testes foram realizados posicionando-se as amostras na mais baixa
posigao do sistema, posi¢ao esta onde ocorre menor espalhamento de luz incidente. As amostras
foram expostas a irradiagdo, nesta posi¢do durante os 1200 segundos, que ¢ o tempo de

irradiacdo descrito na metodologia de ensaios de fotoinativacao.

4.4 PRODUCAO DE COMPOSITO QUITOSANA/ CORANTE ROSA DE BENGALA

Inicialmente foi-se construido uma curva de calibracao a fim de calcular a concentragao de
corante RB nos compdsitos produzidos. Os resultados obtidos estdo dispostos na tabela 4 ¢

plotados graficamente na figura 13.

Tabela 4: Dados de concentragdo e absorbancia curva de calibragdo do corante Rosa de

Bengala.
Concentracio pM Absorbancia
100 3,1
50 2,82
25 1,71
12,5 1,297
6,25 1,1595

Fonte: AUTORA
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Figura 13: Grafico de concentragdo por absorbancia para curva de calibragdo do corante Rosa

de Bengala.
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Fonte: AUTORA.

A partir da equagdo, obtida pela curva de calibrac¢do, foram calculadas as concentragdes
de RB nos compdsitos em diferentes periodos de dialise, como mostra a tabela 5, a fim de

determinar qual o melhor tempo para produ¢ao do compdsito.

Tabela 5: Dados de concentragiao por tempo do composito RB na concentragdo inicial de 50

uM em quitosana.

Tempo (horas) Absorbancia (max.) Concentraciao uM
1 1,994 44,181
2 1,993 44,136
3 1,987 43,863
4 1,986 43,818
24 1,939 41,6818
48 1,921 40,863

Fonte: AUTORA

Analisando os dados de concentragdes obtidos, o melhor tempo para produgdo foi de 1

hora, pois neste tempo de producao o compoésito tem uma maior concentragdo de corante Rosa
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de Bengala em sua composi¢ao, sendo entdo de interesse trabalhar com a maior concentragdo

possivel de corante agregado a biomolécula através do processo de didlise.

4.5 AVALIACAO DA FOTOINATIVACAO MICROBIOLOGICA

A metodologia utilizada para estimar a quantidade de UFC’s foi baseada no trabalho de
THOMAS; SEKHAR, et. al, 2015 que sugeriu um método denominado single plate-serial
dillution spotting (SP-SDS) valido para bactérias e fungos, e que permite a acomodacdo de

multiplas dilui¢des em uma unica placa de Petri.

Testes anteriores utilizando as técnicas classicas de espalhamento em superficie (spread-
plate) e plaqueamento em profundidade (pour-plate) demonstraram propensdo a prejudicar as
células ou até mesmo aprisionamento da célula no meio agar a qual seria dispersa (THOMAS;

SEKHAR, et. al, 2015).

O SP-SDS ¢ um método que permite o uso de diferentes dilui¢des com auxilio de pipetas
para realizar a deposiciio das células sobre o meio de crescimento utilizado, Agar Saboround.
A utilizagdo de uma placa de 6 pogos, foi adaptada ao método para que houvesse ainda mais
dindmica na realizacdo dos testes, além de evitar que as gotas de diferentes diluigdes se

misturem durante o crescimento das UFC’s.

Figura 14: Viabilidade celular método SP-SDS de colonias de Saccharomyces Cerevisiae
utilizando-se de corante Rosa de Bengala nas concentracdes de 50, 25, e 12,5 uM,
respectivamente as letras A, B e C, grupo controle pertencentes as figuras de letra D, ntimero 1
refere-se aos testes em presenca de luz, e nimero 2 aos testes em auséncia de luz, em vérias

dilui¢des seriadas (n° 1= 10 "5 n°2 = 10°%; n°3= 102?; n°4=10*; n°5=107 e n°6= 10°).
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Fonte: AUTORA

A leitura das placas foi realizada pela contagem padrao de colonias de Saccharomyces
Cerevisiae (Unidade Formadora de Colonias - UFC/mL) com o auxilio de um contador de
colonias. Para cada dilui¢do (10! & 10*), os resultados do nimero de coldnias foram obtidos
pela média aritmética dos resultados das placas em triplicata, multiplicada pela diluigao

correspondente (10, 100 ou 1000).

O resultado de cada grupo foi encontrado por meio da média aritmética das trés placas.

Em seguida, para obter o numero de UFC por mL, converteu-se resultado de cada grupo a partir
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da quantidade inoculada de 20 pL para 1 mL, dividindo o resultado por 0,020, obtendo o

resultado final de UFC’s.mL"! em poténcia de 10, equagdes 1 a 3.

N° UFC's placa 1+ N° UFC's placa 2+ N° UFC's placa 3

N° de UFC de cada grupo= 3 (1)
N°de UFC de cad
N°de UFC.mL'= - Ll ()
0,020
log,, N° de UFC.ml"' =UFCUFC.mL"! em contagem logaritmica. 3)

Para analisar a contagem de UFC.L'' de Saccharomyces Cerevisiae, optou-se por
transformar os valores em poténcia de 10, utilizando-se o logaritmico decimal deste nimero

para a analise estatistica.

Figura 15: Grafico de contagem de UFC’s vidveis ap0s teste de avaliagdo de fotoinativagao

microbioldgica.
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Fonte: AUTORA
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A figura 15 apresenta os valores das médias e desvios padrdes em UFC(log10). L obtidas
para os testes em cada uma das concentragdes usadas durante o experimento, em comparativo

a contagem dos grupos controles.

A analise grafica de contagem de UFC’s apos fotoinativagao, mostra que em comparagao
ao experimento controle em presenca de luz, houve uma queda de 0,7 para a concentracao de
12,5 uM, e na concentracdo de 50 uM houve queda de 0,1 em relacdo ao grupo de controle. A
menor concentracdo de RB foi melhor para inibi¢do do crescimento celular. De maneira geral
espera-se que uma maior quantidade de fotossensibilizador promova uma maior morte celular,

porem essa correlagdo nao foi estabelecida nos resultados.

Este efeito pode estar relacionado ao processo de agregagao ja discutido anteriormente,
demonstrando que quanto mais elevada a concentracao do corante RB, mais interacao entre as

moléculas do mesmo, com maiores possibilidades de agregacao.

A inexisténcia de metacromasia, dispensa a constru¢do de um outro sistema de
irradiagdo, capaz de abranger as bandas de absor¢do do corante em sua forma monomérica,
quanto em sua forma agregada. O processo de metacromasia, pode também interferir de modo
direto nos testes de fotoinativagao, visto que a metacromasia altera as bandas de absor¢ao do

corante (Vara & Ortiz, 2016).

Nos experimentos com RB na auséncia de luz, a concentracdo onde houve maior inibi¢ao
de crescimento de UFC’s foi de 25 pM, mostrando um crescimento em 0,23 unidade log menor

ainda que o grupo controle na auséncia de luz.

Os experimentos controles, irradiados apresentaram diminui¢ao de apenas 0,1 unidade de
UFC’s, em relagdo aos experimentos controles ndo irradiados evidenciando que o corante nao
¢ toxico no escuro. O efeito fungicida obtido, na auséncia de um fotossensibilizador ¢
consequéncia de uma exposicao direta da levedura a luz (Maver-Biscanin et al. (2005). Nossos
resultados mostram que as células de Saccharomyces Cerevisiae sao pouco suscetiveis a agao

da radiagdo por si s6.

Tendo o valor de 12,5 uM proporcionado o melhor efeito de fotoinativacdo pelo corante
ndo agregado a biomolécula, produziu-se o composito, no tempo de uma hora com o corante na
concentragao de 12,5 uM. Com auxilio da curva de calibragdo inicialmente preparada foi-se
determinado a concentracao final de corante presente no composito, os testes realizados em

triplicata estdo com resultados dispostos a tabela 6.
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Tabela 6: Dados de concentracdo por tempo do compdsito RB na concentragdo inicial de 12,5
uM em quitosana.

(%) de corante RB

Composito Absorbancia (max.) Concentracio pM adsorvido
1 1,283 11,88 95,04
2 1,282 11,86 94,88
3 1,283 11,88 95,04

Fonte: AUTORA

Leitura espectrofotométrica do composito foi realizada, para analise de possivel

mudangas espectrais do mesmo, como mostrado na figura 16.

Figura 16: Espectro de absor¢do composito Rosa de Bengala / Quitosana
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Fonte: AUTORA

Observa-se pela figura 16 que, apds interagdo entre corante e polissacarideo, nao houve
mudancas nas caracteristicas espectrais, de forma que as banda méaxima de absor¢do ainda
mantiveram-se em 550 nm, bem como a banda secundaria ainda permanece em 500 nm, nao

sendo necessario modificar o sistema de irradiagao.



31

Figura 17: Viabilidade celular (método SP-SDS) de colonias de Saccharomyces
Cerevisiae utilizando-se de compoésito Rosa de Bengala/Quitosana nas concentragdes de 12,5

uM. Al sem presenca de luz e A2 com presenca de luz.

Al

Fonte: AUTORA

A contagem de UFC’s viaveis foi realizada utilizando da mesma metodologia dos testes
para o corante ndo ligado a quitosana, sendo possivel realizar o comparativo das duas formas

de fotoinativagao, figura 18.

Figura 18: Grafico de contagem de UFC’s vidveis apoOs teste de avaliacdo de
fotoinativagdo microbiologica com compdsito com e sem irradiagdo, respectivamente C+L e C-
L, corante nao ligado a biomolécula com e sem presenca de irradiacao, respectivamente RB+L
e RB-L, e testes de controle também com e sem radiacdo, respectivamente CO+L ¢ CO-L.

Utilizou-se corante na concentracdo de 12,5 pM.
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Fonte: AUTORA.
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Os dados da figura 18, mostraram que a incorporacdo do corante Rosa de Bengala a
biomolécula ndo foi eficiente para inibi¢do de crescimento do microrganismo Saccharomyces
Cerevisiae, de forma que o numero de UFC’s vidveis manteve-se quase equiparado ao grupo
de testes controle em presenga de luz, distando-se em numeragao dobrada de crescimento em

comparativo ao grupo de testes do fotossensibilizador livre em presenca de luz (RB+L).

A forma com que o fotossensibilizador se encontra impregnando ao microrganismo
contribui de forma direta a agdo do mesmo durante o processo fotodindmico. A figura 19 estd
apresentada a imagem microscopica de cepa de Saccharomyces Cerevisiae apds tratamento de

células com composito.

Figura 19: Cepa de Saccharomyces Cerevisiae ap0Os tratamento com compoésito Rosa de

Bengala e quitosana.

Fonte: AUTORA.

Na figura 16 verifica-se que apos tratamento com compdsito 0s microrganismos nao
encontram-se corados, comprovando que a carga de fotossensibilizador presente no compdsito

ndo foi agregada as células de Saccharomyces Cerevisiae.

Além da caracteristica fotossensibilizadora do corante, também o biopolimero possui
caracteristica antimicrobiana. A atividade antimicrobiana da quitosana ¢ investigada contra uma
ampla gama de microrganismos, em experimentos in vitro e in vivo € com o polimero em

diferentes formas (solugdes, filmes, complexos, imobilizada). (BEZERRA, 2011)

Sao propostos trés mecanismos para que ocorra esta agdo antimicrobiana: 1) interagao
16nica entre biopolimero e superficie celular, de forma que forcas eletrostaticas entre a molécula
e residuos negativos da superficie da membrana celular promovesse disturbios capazes de

causar danos levando a morte celular. 2) Inibicao da sintese de mRNA e proteinas celulares,
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ligando-se a0 DNA dos microrganismos. 3) Complexa¢do de metais, pela barreira externa de
quitosana a membrana celular, assim suprimindo nutrientes necessarios aos microrganismos. E
provavel que os mecanismos ocorram simultaneamente, com diferentes intensidades, depende

de todo o meio reacional. (BEZERRA, 2011)

O fotossensibilizador Rosa de Bengala possui um carater anidonico, contrario ao
biopolimero quitosana, com carater policationico advindo dos grupamentos aminicos. Esses
grupamentos, uma vez em que sdo protonados, ligam-se a grupos anidnicos do corante,
diferentemente quando o corante estd em sua forma livre, que se liga diretamente a parede
celular dos microrganismos carregada de cargas positivas. Desta forma quimicamente ligado
ao biopolimero o corante torna-se impossibilitado de interagir com a membrana das células
alvo, mostrando que a interagao corante/quitosana torna-se mais efetiva que a interagdo parede
celular/corante. Assim, nas condi¢des metodologicas empregadas, tanto a agdo antimicrobiana
do biopolimero, quanto a a¢ao de inativagdo fotodindmica do corante, ndo coexistiram ao

tratamento das células da levedura com o composito.



34

5 CONCLUSAO

O corante xanténico Rosa de Bengala, possui em sua forma livre citotoxicidade para
fotoinativagdo do microrganismo Saccharomyces Cerevisiae em presenca de irradiagdo

apropriada, sendo administrado em pequenas doses.

O corante nao possui efeito de metacromasia, mesmo com alto poder de agregacao,
quando colocado a grandes concentragdes, esta agregagcao ndo ¢ suficiente para que ocorram

mudangas as caracteristicas espectrais do corante.

A metodologia de didlise mostrou-se eficaz para produg¢ao do composito, produzido pela
adsor¢ao do corante na superficie do polissacarideo quitosana, porém o mesmo nao apresentou

inibicdo de UFC’s quantitativamente maior que o corante em sua forma livre.

A interagdo entre corante e biopolimero, tornou-se mais favoravel que a interagdo dos
mesmos com a parede celular da levedura, desfavorecendo o processo fotodindmico de agdo
antimicrobiana. Assim a adsor¢do do corante a parede do biopolimero mostrou-se ineficaz para

inibicao de crescimentos de UFC’s de Saccharomyces Cerevisiae.
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6 TRABALHOS FUTUROS

e Estudos de outras metodologias para adsor¢ao do corante ao biopolimero, utilizando de
uma menor porcentagem de biopolimero.

e Estudos da viscosidade da solugdo de composito, deixado em repouso apos processo de
dialise, que foi armazenado em temperatura ambiente e a baixas temperaturas,
mostrando aumento de viscosidade as duas situacdes, figura 20.

Figura 20: Solucdo de corante e quitosana apds armazenamento depois do processo de dialise.

Fonte: AUTORA.

e Testar a interacdo da RB com outras moléculas catidnicas, para serem utilizadas como
carreadores da RB as células em teste e aumentar sua eficacia fotodinamica.

e Melhoria do método de micro dilui¢des seriadas, bem como a contagem de UFC’s
viaveis, com aumento do volume utilizado, para espalhamento de células no meio agar

Saboround.
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