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"Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
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RESUMO

ALVES, Gabriela Batista. Caracterizacdo quimica e quantificacdo das porfirinas
produzidas por cepas do complexo Corynebacterium diphtheriae isoladas de casos de
difteria e infeccdes invasivas e sua utilizacdo como fotossensibilizador em terapia de
fotoinativacao. 2024. 144 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium
pseudotuberculosis sdo bactérias Gram-positivas do complexo Corynebacterium diphtheriae,
conhecidas por possuirem potencial para produzir a toxina diftérica e outros fatores de
viruléncia que contribuem para sua patogenicidade em diferentes contextos clinicos. Além da
difteria, causada por C. diphtheriae e C. ulcerans, infec¢Ges sistémicas, geralmente por cepas
ndo-toxigénicas do complexo C. diphtheriae, séo cada vez mais observadas, incluindo casos
com resisténcia a antibioticoterapia. A elucidacdo dos mecanismos de viruléncia desses
patdgenos, além da toxina diftérica, € fundamental para o desenvolvimento de novos
medicamentos e tecnologias de prevencao e tratamento. Porfirinas sdo moléculas macrociclicas
envolvidas no metabolismo do grupo heme. Células eucariéticas e bacterianas compartilham
um precursor comum, o acido aminolevulinico (ALA), que, ao ser adicionado ao meio de
cultura bacteriano, aumenta o metabolismo do heme, provocando a secre¢éo de porfirinas, Uteis
como fotossensibilizadores enddgenos. A inativacdo fotodinamica utilizando porfirinas
enddgenas surgiu como uma abordagem promissora para combater infecgdes bacterianas, uma
vez que essas moléculas, ao interagirem com a luz, produzem espécies reativas de oxigénio que
induzem a morte microbiana. Neste estudo, foi realizada a caracterizacdo quimica e
guantificacdo das porfirinas produzidas por C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, isoladas de casos de difteria e infecgbes invasivas, utilizando
espectrometria de emissdo e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
detectores de fluorescéncia (FL), ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (EM). Foram
identificadas trés porfirinas: uroporfirina I, protoporfirina 1X e coproporfirina 11, com
predominancia desta Ultima. A quantificacdo mostrou variag@es entre as amostras. Também foi
investigada a influéncia do ALA, ferro e peroxido de hidrogénio no perfil das porfirinas de
cepas de C. diphtheriae. A adicdo de ALA (2 mmol/L) aumentou a producdo de porfirinas,
enquanto a adigdo de ferro (2 pg/mL) e H202 em concentragdes subinibitorias (subMIC) reduziu
a producdo. O perfil das porfirinas ndo foi alterado. O estudo demonstrou o potencial das
porfirinas enddgenas de C. diphtheriae como fotossensibilizadores para fotoinativacéo
bacteriana em culturas plancténicas e biofilme. Os experimentos mostraram reducédo
significativa das unidades formadoras de col6nia/mL (UFC/mL) em todas as amostras apds
exposicdo a luz LED (402 nm). A eficiéncia da fotoinativagdo correlacionou-se diretamente
com a quantidade de porfirinas produzidas. A suplementacéo de ALA aumentou a eficiéncia da
fotoinativacéo, e celulas planctonicas mostraram-se ligeiramente mais susceptiveis a luz do que
as células de biofilme. A formacéo de biofilme correlacionou-se positivamente com a producao
de porfirinas, sugerindo uma relacdo entre o metabolismo do heme e a formacéo de biofilme.

Palavras-chave: Corynebacterium diphtheriae. Porfirinas; terapia fotodindmica; metabolismo
do grupo heme.



ABSTRACT

Alves, Gabriela Batista. Chemical characterization and quantification of porphyrins
produced by strains of the Corynebacterium diphtheriae complex isolated from cases of
diphtheria and invasive infections and their use as photosensitizers in photoinactivation
therapy. 2024. 144 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium ulcerans and Corynebacterium
pseudotuberculosis are Gram-positive bacteria of the Corynebacterium diphtheriae complex,
known to produce diphtheria toxin and other virulence factors that contribute to their
pathogenicity in different clinical contexts. In addition to diphtheria, caused by C. diphtheriae
and C. ulcerans, systemic infections, usually by non-toxigenic strains of the C. diphtheriae
complex, are increasingly observed, including cases with resistance to antibiotic therapy.
Elucidating the virulence mechanisms of these pathogens, in addition to diphtheria toxin, is
fundamental for the development of new drugs and technologies for prevention and treatment.
Porphyrins are macrocyclic molecules involved in the metabolism of the heme group.
Eukaryotic and bacterial cells share a common precursor, aminolevulinic acid (ALA), which,
when added to the bacterial culture medium, increases heme metabolism, causing the secretion
of porphyrins, useful as endogenous photosensitizers. Photodynamic inactivation using
endogenous porphyrins has emerged as a promising approach to fighting bacterial infections,
since these molecules, when interacting with light, produce reactive oxygen species that induce
microbial death. In this study, the chemical characterization and quantification of porphyrins
produced by C. diphtheriae, C. ulcerans and C. pseudotuberculosis, isolated from cases of
diphtheria and invasive infections, was carried out using emission spectrometry and high-
performance liquid chromatography (HPLC) coupled with fluorescence (FL), ultraviolet (UV)
and mass spectrometry (MS) detectors. Three porphyrins were identified: uroporphyrin I,
protoporphyrin 1X and coproporphyrin I, with the latter predominating. Quantification
showed variations between the samples. The influence of ALA, iron and hydrogen peroxide on
the porphyrin profile in C. diphtheriae strains was also investigated. The addition of ALA (2
mmol/L) increased porphyrin production, while the addition of iron (2 pg/mL) and H-O: at
subinhibitory concentrations (subMIC) reduced production. The porphyrin profile was not
altered. The study demonstrated the potential of endogenous porphyrins from C. diphtheriae as
photosensitizers for bacterial photoinactivation in planktonic and biofilm cultures. The
experiments showed a significant reduction in colony-forming units/mL (CFU/mL) in all
samples after exposure to LED light (402 nm). The efficiency of photoinactivation correlated
directly with the amount of porphyrins produced. ALA supplementation increased
photoinactivation efficiency, and planktonic cells were slightly more susceptible to light than
biofilm cells. Biofilm formation correlated positively with porphyrin production, suggesting a
relationship between heme metabolism and biofilm formation.

Keywords: Corynebacterium diphtheriae; porphyrins; photodinamic inactivation; heme
metabolism.
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INTRODUCAO

Corinebactérias e 0 Complexo Corynebacterium diphtheriae

As corinebactérias pertencem ao filo Actinomycetota, sendo bactérias Gram-positivas
com alto contetdo de DNA G+C (1). Dentro deste filo, junto com os géneros Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus, formam o grupo CMNR, com base em uma estrutura complexa de
parede celular que contém acidos micolicos, caracteristica desses quatro géneros (2,3). Até o
momento, foram descritas 167 espécies taxonomicamente validas de Corynebacterium (4).
Mais da metade delas foi isolada de material humano e animal, o que indica a consideravel
importancia médica e veterinaria do género. Isso é especialmente verdadeiro para o grupo de
corinebactérias potencialmente toxigénicas que formam o complexo Corynebacterium
diphtheriae, inicialmente formado por Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium
ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis. Essas espécies podem ser lisogenizadas por
corinebacteriéfagos que codificam genes tox e, consequentemente, expressar e secretar a
exotoxina diftérica (2,5).

As novas espécies recentemente descritas, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium
rouxii, Corynebacterium silvaticum e Corynebacterium ramonii também sdo potenciais
portadoras do gene tox, que codifica a toxina diftérica, e podem, portanto, ser incluidas nesse
grupo (2,6-8). As espécies do complexo C. diphtheriae tem potencial para infectar diferentes
espécies hospedeiras e causar doencas zoondticas, infeccbes em animais economicamente
importantes e infec¢cbes em humanos como a difteria respiratoria, a difteria cutanea e infecgdes

invasivas como endocardite e osteomielite (9,10).

Difteria

A difteria é uma infec¢do potencialmente fatal causada principalmente por cepas
toxigénicas de Corynebacterium diphtheriae e, ocasionalmente, por cepas toxigénicas de C.

ulcerans (11).
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A difteria respiratdria atormentou a humanidade por milhares de anos. No inicio do
século XIX era conhecida como o “anjo estrangulador de criangas™ e foi a principal causa de
mortalidade infantil, com taxas de mortalidade de aproximadamente 80% (5,9,12).

Seus sintomas séo febre leve e uma faringite exsudativa no inicio da infec¢do. A doenca
progride com a formacdo de uma pseudomembrana acinzentada nas amigdalas, faringe e
laringe. A extenséo da inflamag&o para a cavidade nasal e na laringe pode causar obstrugéo das
vias aereas, resultando em dispneia até sufocamento e morte (9-11,13). A difteria pode ser
transmitida pelo contato direto entre um individuo doente ou assintomatico e outro susceptivel
por meio das goticulas de secrecdes eliminadas na tosse, espirro ou na fala e o tempo de
incubac&o varia entre 2 e 6 dias (14). Com a evolugéo da doenga, o estado geral do paciente se
agrava devido a absorcao da toxina, responsavel por efeitos sistémicos. A acdo da toxina no
miocardio pode resultar em insuficiéncia cardiaca aguda e os efeitos da acdo sobre o sistema
nervoso central estdo associadas ao agravamento dos sintomas respiratorios (10,13,15).

Além da forma respiratoria ha a forma cutanea da difteria que se apresenta sob a forma
de Ulcera arredondada, com exsudato fibrino purulento e bordas bem demarcadas e, embora
profunda, ndo alcanca o tecido celular subcutaneo. Seu portador constitui-se reservatorio e
disseminador do bacilo diftérico, dai sua importancia na cadeia epidemioldgica da doenga
(10,11,16,17).

Em 1901 Emil von Behering desenvolveu um tratamento para difteria com base na
administracdo de um soro antitoxina da difteria, produzido em cavalos e por isso foi agraciado
com o Prémio Nobel de medicina em 1901 (18,19). A primeira vacina foi produzida em 1923,
por meio do tratamento com formalina da toxina da difteria, e foi a base da subsequente
vacinacdo em massa iniciada nos paises industrializados na década de 1920 (20).

Embora tenha sido observada uma diminuicdo do nimero de casos da doenca devido a
vacinacdo, desde a década de 50, a difteria permanece endémica em muitos paises e surtos
esporéadicos da doenca tém sido notificados. No final do século XX, a possibilidade de uma
pandemia de difteria voltou a preocupar a populacdo mundial. Na década de 90, a doenca
ressurgiu na Europa, atingindo principalmente a Federacdo Russa, 0S novos estados
independentes e os paises Balticos, constituindo-se na maior epidemia de difteria nos altimos
30 anos com 157.000 casos registrados e mais de 5000 mortes (21-24). Essa pandemia foi
debelada pela vacinagdo em massa da populacéo, principalmente em adultos com niveis de
anticorpos baixos. No entanto, apesar dos esforcos globais para aumentar a cobertura vacinal a
difteria ndo foi erradicada até hoje. Na década passada ocorreram surtos de difteria em paises

da Asia, como Bangladesh e Iémen, do Caribe, na Venezuela e Haiti e na Africa do Sul (11,25
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28). A Figura 1 mostra evolucdo dos casos atraves dos anos e a respectiva cobertura vacinal

com a vacina para difteria e tétano (DTP) no mundo (9,29,30).

Figura 1 - Namero de casos e cobertura de vacinacdo mundial entre 2009 e 2022 de

acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
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Dados obtidos no site da Organizacdo Mundial da Saude (29)
Fonte: A autora, 2024.

Desde a década de 1990, o Brasil apresentou importante reducdo na incidéncia dos

casos, mediante a ampliacdo das coberturas vacinais. Naquela década, a incidéncia chegou a

0,45/100 mil habitantes, diminuindo a medida que as coberturas se elevaram. A cobertura

vacinal com a DTP nesse periodo passou de 66%, em 1990, para mais de 95%, em 2015. No

entanto, como mostrado na Figura 2, a partir de 2016 e até o presente momento observa-se uma

reducdo nas coberturas vacinais estando as mesmas abaixo da meta preconizada de 95% (31).
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Figura 2 - NUmero de casos e cobertura de vacinagao no Brasil entre 2009 e 2022 de acordo
com o DataSus.
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Dados retirados do sistema TabNet do DataSUS (32,33)
Fonte: A autora, 2024

No Brasil, em 2010, ocorreu um surto importante no Estado do Maranhéo, que revelou
mudancas em aspectos clinicos-epidemioldgicos da difteria. Aspectos patognoménico da
doenca ndo foram revelados em parte dos casos e neste surto, dos 27 casos confirmados, 10
foram em pacientes previamente vacinados (34). Outro surto relevante ocorreu em 2015, no
Estado de Pernambuco, com 11 casos confirmados e uma morte (32).

Outra preocupacdo importante € o aumento do nimero de casos de difteria causados por
amostras de C. ulcerans (11). Em 2014, na Alemanha, dos 9 casos de difteria reportados, 6
foram causados por C. ulcerans e 3 por C. diphtheriae (35). De forma semelhante, nas ultimas
3 décadas, C. ulcerans foi isolado com mais frequéncia que C. diphtheriae de casos de difteria
ocorridos no Reino Unido (36). A emergéncia de C. ulcerans como o principal agente etiologico
da difteria em alguns paises ressalta a possibilidade de transmissdo zoondtica da doenca
(35,37,38).

Estima-se que devido a pandemia de SARS-CoV-2, que sobrecarregou os sistemas de
salde publica e comprometeu os programas de imunizacdo, haja um aumento dos casos de
difteria e infec¢Bes por corinebactérias (9). Diante dos novos aspectos acerca dos processos

infecciosos desencadeados por C. diphtheriae e C. ulcerans, estes podem, atualmente, ser
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considerados patdgenos reemergentes (39-41), trazendo a necessidade de pesquisas sobre 0s

mecanismos de patogenicidade tanto de cepas toxigénicas quanto atoxigénicas.

Corynebacterium diphtheriae

A bactéria Corynebacterium diphtheriae foi descrita pela primeira vez em 1884 por
Friedrich Loffler, que também demostrou que essa bactéria é o agente etiologico da difteria
(42). E um bacilo Gram-positivo, aerdbio facultativo, imovel, pleomorfico, que forma arranjos
em palicadas. Até recentemente, eram reconhecidos 4 biovares desta espécie: mitis, gravis,
intermedius e belfanti (43,44). A capacidade de reducdo de nitrato, de fermentacdo de
glicogénio e a lipofilia eram utilizadas para diferenciagdo destes biovares. O biovar belfanti
diferenciava-se dos demais pela incapacidade de reduzir nitrato; o biovar intermedius € o Unico
que apresenta coldnias lipofilicas e o biovar mitis se diferencia do gravis pela incapacidade de
fermentar glicogénio. Atualmente, as amostras previamente identificadas como biovar belfanti
foram reclassificadas em duas novas espécies: Corynebacterium belfantii e Corynebacterium
rouxii (6,45).

Independentemente do biovar, amostras de C. diphtheriae sdo capazes de produzir uma
exotoxina, a toxina diftérica (TD), que possui quimiotropismo para células do miocérdio, rins,
suprarrenais e sistema nervoso, inibindo a sintese proteica nas células do hospedeiro,
ocasionando os principais sintomas da difteria classica. Outras espécies de corinebactérias,
Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium
silvaticum, Corynebacterium ramonii, além de Corynebacterium belfantii e Corynebacterium
rouxii, também podem produzir TD (10).

A vacina contra a difteria € uma preparacdo de toxdide inativado e proporciona protecdo
contra doencas mediadas por esta toxina, mas nao previne a colonizacdo ou infecgdo
por cepas ndo toxigénicas. A infecgdo por C. diphtheriae ndo toxigénica se manifesta mais
comumente como doenca respiratoria leve ou lesdes cutaneas, mas emergiu como uma causa
importante de doencas invasivas em individuos suscetiveis. A endocardite infecciosa é a
apresentacdo mais comumente relatada (34,46-53). Casos de osteomielite (54), abcessos
esplénicos (55), artrite séptica (56) e septicemia (52,57) causados por cepas de C. diphtheriae

ndo toxinogénicas também ja foram descritos.
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Diante da versatilidade deste patdgeno em causar diversos tipos de infeccdo, é essencial
compreender os principais fatores de viruléncia que contribuem para sua capacidade patogénica
em diferentes contextos clinicos.

O principal e mais conhecido fator de viruléncia de C. diphtheriae é a producéo da
toxina diftérica (TD), um polipeptideo de aproximadamente 58 kDa e 535 aminoacidos (58—
60). A molécula contém quatro residuos de cisteina e duas pontes dissulfidicas internas. A
reducdo das pontes dissulfidicas gera o fragmento A (TD-A) livre, que corresponde ao dominio
catalitico (do tipo ADP-ribosiltransferase) da toxina e o fragmento B (TD-B) que corresponde
aos dominios de translocacdo e ligacdo ao receptor da TD (Figura 3). O efeito citotoxico da TD
deve-se a inibicdo da sintese proteica através da ribosilacdo do fator de elongamento EF-2 pelo
dominio DT-A (19).

A TD pode ser produzida apenas por amostras que possuem o gene codificador (gene
tox), carreado por fagos lisogénicos. A sua producdo € diretamente afetada pela composicao do
meio de cultura e pelas condi¢Bes de cultivo. A transcricdo do gene tox € negativamente
regulada por ions de ferro e uma proteina repressora DtxR (Diphtheria Toxin Repressor), que
atua sobre a regido promotora do gene da TD. Esta proteina ligante de DNA (DNA-binding
protein), dependente de ferro, tem grande destaque pois atua como um regulador global do
metabolismo do C. diphtheriae (61).

Figura 3 - Estrutura da toxina diftérica
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Legenda: a TD é organizada em duas partes: dominios A e B. O
dominio N-terminal (193 aminodacidos) representa o dominio A,
catalitico (em vermelho) e o dominio C-terminal (342 aminoéacidos)
representa o dominio B e é funcionalmente dividido em um dominio de
translocacdo (T) (em azul) e o dominio de ligacdo ao receptor (R) (em
verde) (62)

Fonte: Adaptado de Protein Data Bank - file 1FOL
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Embora a toxina diftérica seja amplamente reconhecida como o principal fator de
viruléncia da C. diphtheriae, a ocorréncia de infec¢des invasivas causadas por amostras ndo
toxinogénicas sugerem que outros fatores, alem da TD, atuam no processo infeccioso. Dentre
eles, ja foram descritas a capacidade de aderéncia e sobrevivéncia no interior de células
eucarioticas, independente da expressdo do gene tox.

A interacdo entre bactérias patogénicas e seus hospedeiros envolve uma série de
mecanismos complexos que permitem a aderéncia, invasao e sobrevivéncia das bactérias dentro
do ambiente hospedeiro. Esses processos sdo fundamentais para a patogénese, uma vez que
determinam a capacidade do patégeno de colonizar tecidos, escapar das respostas imunoldgicas
e estabelecer infeccdes (9).

Os mecanismos de adesdo de C. diphtheriae foram descritos como processos
multifatoriais que funcionam de forma especifica para cada cepa (9,63). Testes de
hemaglutinac&o indicaram a capacidade do bacilo diftérico em aderir a membranas de células
eucarioticas e a presenca de fimbrias esta associada a uma parte das amostras positivas para o
teste (64,65). As fimbrias sdo estruturas poliméricas, semelhantes a um fio, feitas de pilinas
ligadas de forma covalente a uma adesina que se fixam ao peptideoglicano da parede celular
bacteriana e estédo envolvidas em uma ampla gama de atividades celulares, incluindo aderéncia,
motilidade, conjugacdo e viruléncia.

Os estudos mostram em C. diphtheriae a presenca de trés estruturas fimbriais diferentes,
identificadas como Spa (sortase-mediate pilus assembly): pilus SpaA, pilus SpaD e pilus SpaH.
Até o momento ja foi descrito o envolvimento dessas fimbrias na aderéncia de células epiteliais
de laringe e no processo patogénico provocado no nematddeo Caenorhabditis elegans (64,66
68).

A investigacdo sobre as propriedades adesivas do bacilo diftérico também levou a
identificacdo de uma proteina de natureza nao fimbrial chamada de DIP0733. Ela esta envolvida
em processos de aderéncia com eritrocitos e células epiteliais de faringe humana (HEp-2) e é
codificada pelo gene DIP0733. Estudos adicionais descreveram o seu papel na invaséo e na
indugdo de apoptose das células HEp-2 (69-71).

A participagdo de carboidratos de superficie, proteina lectinica e glicolipideos nas
interacfes do C. diphtheriae com o hospedeiro também j& foi descrita. Moléculas contendo
residuos de &cido sialico, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, galactose e manose com
afinidade para lectina estdo envolvidas em processos de aderéncia em superficies abioticas e

influenciam diretamente no grau de hidrofobicidade dessas amostras (63,72—76).
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O grau de hidrofobicidade da superficie de C. diphtheriae favorece a aderéncia as
superficies abidticas e autoaglutinacdo, favorecendo a formacao de biofilme. O biofilme pode
ser definido como um conjunto de bactérias firmemente aderida a uma superficie, englobado
por uma matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos
produzidos pelas prdprias bactérias. O biofilme bacteriano consiste em uma forma séssil e
adaptativa no ciclo biolégico das bactérias, com caracteristicas genotipicas e fenotipicas
distintas que o distingue das formas bacterianas livres e circulantes, denominadas de formas
planctonicas. Estas estruturas se desenvolvem dinamicamente através de processos que
envolvem a aderéncia a uma superficie, maturacéo e o desprendimento para a dispersdo dos
seus organismos (77,78). A capacidade de formar biofilme permite que o patdégeno se proteja
em condi¢Oes adversas, como a acao do sistema imunolégico e a presenca de antimicrobianos
além de proporcionar a sobrevivéncia por longos periodos fora do hospedeiro, facilitando a
transmisséo e infeccao.

A formagdo de biofilme pelo C. diphtheriae ja foi descrita inicialmente em superficie
de cateter, estimulando a investigacao acerca desta propriedade de viruléncia em outras cepas
de bacilo diftérico isoladas de sitios diversos, especialmente aquelas isoladas de quadros
invasivos (79). No estudo, a formacéo de microcol6nias (uma marca da formacéao de biofilme)
e aglomeragdes amorfas foram observadas por microscopia eletrénica de varredura tanto na
superficie externa como na luz do cateter. Adicionalmente, todas as cepas invasivas testadas
formaram biofilme em poliestireno em intensidade muito maiores que as cepas isoladas de
casos de difteria classica (80-83).

Além da adesdo, a capacidade de penetrar e sobreviver em células de linhagens humanas
constitui um importante fator para a manutencéo e proliferacdo do patégeno no ambiente e no
hospedeiro, além de justificar a ocorréncia de infec¢des invasivas. Pesquisas demonstraram a
internalizacdo e sobrevivéncia de C. diphtheriae em diversos tipos de linhagens, incluindo
linhagens de células humanas epiteliais respiratérias do tipo HEp-2 (69,84) endoteliais (85) e
monociticas, 0 que contribui para manutencdo do patdgeno nas vias aéreas (9,86-88).

Acerca das propriedades que permitem a sobrevivéncia da bactéria C. diphtheriae nas
células hospedeiras h& estudos que revelam a presenca de genes de resisténcia a agentes
estressantes, como as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). ERO é um grupo de moléculas ou
atomos que apresentam elétrons desemparelhados, sendo altamente instaveis e por isso muito
reativos. Destacam-se as espécies superoxido (O2"), radical hidroxil ("OH) e outras espécies que
apesar de ndo serem paramagnéticas, sdo fortes agentes oxidantes, como o peréxido de

hidrogénio (H202). As EROs podem ser produzidas durante a respiracao celular, na presenca
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de alguns agentes quimicos, como paraquate e ions metélicos e pelas células de defesa,
promovendo um estresse oxidativo na célula-alvo, causando morte celular por apoptose e
necrose (89,90).

A resisténcia ao telurito € uma importante propriedade de resisténcia as EROS descrita
para C. diphtheriae. Estudos descrevem a participacdo dos genes responsaveis pela resisténcia
ao telurito nos mecanismos de viruléncia do C. diphtheriae. O silenciamento do gene TeR afetou
a habilidade da bactéria em sobreviver em células epiteliais humanas (HEp-2) e diminuiu a
letalidade no modelo experimental in vivo C.elegans (91).

Outro fator fundamental na sobrevivéncia de C. diphtheriae na presenca de EROS é o
sistema OxyR. O OxyR é um regulador global que ajuda a bactéria a responder ao estresse
oxidativo. Ele desempenha um papel significativo na gestdo dos efeitos das espécies reativas
de oxigénio que podem danificar componentes celulares. Estudos da disrupc¢do do gene OxyR
mostrou o comprometimento da capacidade de adesdo e invasdo da bactéria em células Hep-2
e de sobrevivéncia em células de linhagens monociticas (9,92,93). Alem disso, em modelos
animais, a disrupcdo do oxyR foi associada a uma diminuicdo no potencial de C. diphtheriae de
causar artrite, indicando seu papel em infeccdes sistémicas (92). Embora 0s mecanismos exatos
pelos quais o sistema OxyR influencia esses processos ndo sejam totalmente compreendidos,
sua participacdo na resposta ao estresse oxidativo sugere que ele pode ajudar as bactérias a se
adaptarem ao ambiente do hospedeiro e a evadirem as respostas imunes (9).

Dessa forma, C. diphtheriae é uma bactéria que entra no hospedeiro através de
ferimentos abertos ou outras portas de entrada e é capaz de se espalhar pelo corpo através da
corrente sanguinea atingindo tecidos e 6rgdos mais profundos. Como patdgeno intracelular
oportunista, C. diphtheriae pode causar infeccbes graves independentemente da toxina. A
forma como as bactérias penetram nas células, quais os receptores responsaveis pela absor¢édo
das bactérias e como sobrevivem dentro da célula hospedeira continuam sendo mecanismos
pouco claros. Estudos adicionais sdo necessarios, visando avaliar outros fatores de viruléncia
que justifiguem a capacidade das amostras atoxinogénicas ocasionarem processos infecciosos

e o surgimento de infec¢Bes sem 0s sinais patognomaonico.
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Corynebacterium ulcerans

Corynebacterium ulcerans é uma bactéria do filo Actinomycetota, género
Corynebacterium que foi isolado pela primeira vez de um caso de infeccdo respiratoria,
semelhante a difteria, em 1927 por Gilbert e Stewart (94).

Por muito tempo, as infeccdes humanas por este patdgeno eram raras e principalmente
restritas a populacdes em contato direto com o gado doméstico e a consumidores de leite cru e
produtos lacteos ndo pasteurizados, uma vez que C. ulcerans € um agente etioldgico de mastite
em gado leiteiro (95,96). No entanto, durante as Ultimas décadas, a frequéncia e a gravidade das
infecces humanas por C. ulcerans ttm aumentado e, nos paises da Europa Ocidental, C.
ulcerans é reconhecido como um patdégeno emergente, que esta superando C. diphtheriae como
a causa da difteria (11,37,97,98)

Em humanos, C. ulcerans pode causar a difteria respiratoria classica, a difteria cutanea,
bem como outras infeccdes como sinusite, peritonite e infeccdes sistémicas (35,37). A
gravidade das infec¢fes humanas esta ligada a presenca da toxina diftérica em cepas toxigénicas
da bactéria (2,99,100).

A variedade de hospedeiros que podem servir de reservatorio para a C. ulcerans € muito
ampla e inclui bovinos, caprinos, suinos, cdes, gatos, veados, esquilos, macacos e outros
animais (35). O principal mecanismo de transmissdo ocorre de animais infectados para
humanos, com relatos crescentes de infec¢bes em paises industrializados. Estudos genéticos
indicam a possibilidade de transmissdo zoon6tica direta, confirmada pela identificacdo de cepas
idénticas em humanos e seus animais de estimagéo (35,101).

Os principais fatores de viruléncia de Corynebacterium ulcerans incluem a toxina
diftérica e a fosfolipase D (PId), ambas essenciais para a patogenicidade da bactéria. A toxina
diftérica, assim como em Corynebacterium diphtheriae, é o fator mais estudado, sendo
responsavel pela inibicdo da sintese proteica em células eucarioticas, causando os sintomas
classicos da difteria. A presenca do gene tox é mediada por bacteriofagos que integram esse
gene ao genoma da bactéria (35,99).

A fosfolipase D é uma toxina produzida por cepas de C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis e recentemente descrita também em uma amostra de C. diphtheriae (102).
Em contraste com a DT, o gene pld esta presente no cromossomo de todas as cepas dessas
espécies. A PId catalisa a hidrolise de fosfatidilcolina e cliva ligagdes ésteres em

esfingomielinas, que sdo componentes das membranas celulares dos mamiferos, degradando a
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membrana celular, facilitando a disseminacéo da bactéria no organismo (35,102-105). Estudos
da expressdo génica do gene pld mostram que sua expressdo aumenta em macrdéfagos e
neutrofilos, reduzindo a viabilidade dessas células e desempenhando também um papel
importante para a evasao do sistema imunoldgico e progresséo da doenca (105-107).

Outro fator de viruléncia importante é a presenca de uma proteina chamada Rpb
(ribossome-binding protein). Essa proteina possui um dominio inativador de ribossomos,
similar a toxina Shiga, encontrada em Escherichia coli. Embora a semelhanca de sequéncia
entre a proteina de C. ulcerans e a cadeia A das toxinas Shiga-like 1 e 2 de E. coli seja de apenas
24%, todos os aminoacidos necessarios para a atividade catalitica de N-glicosidase estdo
presentes na proteina de C. ulcerans. Essa proteina potencialmente inativa os ribossomos 28S
de eucariotos, inibindo a sintese proteica (35). Um estudo realizado com cepas mutantes para o
gene Rpb em ensaios em sistemas de modelos de infeccdo em C. elegans, G. mellonella e em
células Vero demonstrou que a Rbp contribui significativamente para a citotoxicidade das
células hospedeiras e para a quebra da resisténcia transepitelial, facilitando a invasdo bacteriana.
A superexpressdo da Rbp em C. ulcerans acelerou a destruicdo das monocamadas celulares
epiteliais, enquanto a delecdo do gene rbp resultou em uma menor citotoxicidade. Em
experimentos com G. mellonella, a presenca do gene rbp aumentou a mortalidade das larvas.
Nas células Vero, a infeccdo por cepas de C. ulcerans com superexpressdo de Rbp levou a um
aumento de cerca de 40% na liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), indicando morte celular
(102)

Além disso outros fatores viruléncia ja foram descritos para C. ulcerans como a
neuraminidase NanH e a protease EndoE, que possuem potencial para modificar glicoproteinas
do hospedeiro, interferindo nos mecanismos de defesa e facilitando a invasdo tecidual e as
pilinas Spa, que auxiliam na adesdo e invasdo das células hospedeiras. Esses fatores, em
conjunto, contribuem para a adesdo, invasdo e sobrevivéncia de C. ulcerans nas células
hospedeiras (35,108) .

Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva, intracelular
facultativa e patogénica que infecta varios hospedeiros diferentes, gerando sérias perdas

econdmicas na pecuaria (109). A espécie C. pseudotuberculosis foi isolada de linfonodos de
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gado pela primeira vez em 1888 por Edmond Nocard, veterinario e bacteriologista francés. Em
seguida, Hugo Preisz coletou essa bactéria em abcessos de ovelha, e foi entdo designada Bacilo
Preisz-Nocard. Apenas mais tarde foi identificada como sendo um membro do género
Corynebacterium e nomeada Corynebacterium pseudotuberculosis (110,111).

Atualmente, reconhece-se que C. pseudotuberculosis € composta por dois biovares, ovis
e equi. O biovar ovis infecta ovinos e caprinos causando a linfadenite caseosa, é nitrato negativo
e resistente a estreptomicina. O biovar equi é responsavel pela formagdo de abscessos, bem
como linfangite ulcerativa em equinos e doenca de pele edematosa em bufalos, € nitrato positivo
e sensivel a estreptomicina (109,112,113).

Embora infecgdes por C. pseudotuberculosis em humanos seja um evento raro, casos de
linfadenite, relacionados a infec¢des ocupacionais, ja foram reportados em trabalhadores rurais
gue possuem contato frequente com o rebanho ou trabalhadores de abatedouros (114). Na
Austrélia, por exemplo, foram descritos dez casos de infeccdo humana por C.
pseudotuberculosis, confirmando sua presenca em areas de criacdo de ovelhas e carneiros (114).
Em humanos, os sinais e sintomas da infeccdo por C. pseudotuberculosis sdo semelhantes ao
da linfadenite caseosa e a transmissao ocorre geralmente por contato com animais doentes ou
ingestdo de carne ou leite contaminados (115).

O principal fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis é a toxina diftérica e a
fosfolipase D (109). Além da TD e PId, outro importante fator de viruléncia sdo os lipideos
toxicos da parede celular. Esses lipideos sdo semelhantes ao acido micélico presente em
Mycobacterium tuberculosis e foram descritos como fundamentais para a patogénese da
doenca. Sua presenca confere resisténcia a digestdo enzimatica celular, além de possuir efeito
citotoxico, permitindo a permanéncia do patégeno em macréfagos (109). A toxicidade do
material lipidico extraido foi demostrada pela inducdo de necrose hemorragica apds injecao
intradérmica em cobaias (116,117). Experimentos com macrofagos peritoneais de camundongo

também demostraram alta susceptibilidade a acdo necrosante desses lipideos (118,119).

Fototerapia

No final do século XIX a fototerapia alcangou um grande avango quando o dinamarqués
Niels Ryberg (1860-1904) descobriu que a tuberculose cutanea poderia ser tratada com luz

ultravioleta. Essa descoberta rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 1903. Com a descoberta
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da penicilina e o desenvolvimento da antibioticoterapia o interesse pela fototerapia se perdeu e
permaneceu assim durante algumas décadas. No entanto, com o aumento crescente da
resisténcia aos antibioticos por muitos micro-organismos, a fototerapia recupera seu prestigio
e 0 nimero de estudos para o desenvolvimento de novas metodologias de fotoinativacéo cresce

a cada dia (120,121). A Figura 4 mostra o nimero de publicacdes na area nos Ultimos 20 anos.

Figura 4 - Publicacdes indexadas no PubMed com as palavras-chave “photodinamic therapy”

and “bacteria” nos ultimos 20 anos.
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Fonte: a autora, 2024. A partir da consulta no site do PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ - acesso em
02/05/2024)

E grande o nimero de estudos que demonstram a inativacio de micro-organismos apos
a iluminacdo com luz visivel (122-128) e até agora ja foi descrito para cerca de 40 espécies
bacterianas diferentes além de fungos e virus (129). Os primeiros resultados “in vivo” bem-
sucedidos foram publicados para o tratamento de acne vulgar (130-132) e infecGes de feridas
(133,134) e em seguida aplicagdes da fototerapia no tratamento de infec¢bes no estbmago por
H. pylori (129,135,136), alem de outras aplicagfes como desinfeccdo do ar, superficies em
geral, lentes de contato e até conservacao e desinfeccdo de alimentos (129).

A fototerapia depende de trés fatores: luz, uma molécula fotossensivel
(fotossensibilizador), e oxigénio. Resumidamente a luz excita o fotossensibilizador que
transfere energia para o oxigénio gerando as espécies reativas de oxigénio (EROs) que oxidam

0s componentes celulares da bactéria levando-a a morte.
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A luz é uma forma de radiacdo eletromagnética que consiste em campos elétricos e
magnéticos oscilantes (variam com o tempo) que atravessam o vacuo a 3 x 108 m/s (velocidade
da luz). A luz visivel, as ondas de radio, as micro-ondas e 0s raios x sao tipos de radiacdo
eletromagnética (137). Comprimentos de onda diferentes correspondem a regides diferentes do

espectro eletromagnético (figura 4).

Figura 5 - RegiBes do espectro eletromagnético
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Legenda: A regido que chamamos “luz visivel” ocupa um
intervalo muito pequeno de comprimentos de onda. As

regides estdo fora de escala.
Fonte: Atkins, 2012 (137)

Nossos olhos detectam a radiagdo eletromagnética de comprimento de onda entre 700
nm (luz vermelha) e 400 nm (luz violeta). Nesse intervalo a radiagdo é chamada de luz visivel
e a frequéncia da luz determina sua cor. A luz visivel € in6cua para as células humanas e por
iSO representa uma enorme vantagem no que diz respeito a aplicacdo médica.

Em geral ha dois tipos de fototerapia, a que usa uma molécula fotossensibilizadora
exogena, que ¢ adicionada ao meio com a bacteria antes da exposicao a luz e um segundo tipo
que utiliza moléculas fotossensibilizadoras endogenas, produzidas pelo proprio metabolismo
bacteriano. Neste ultimo tipo de fototerapia as porfirinas ganham destaque como moléculas

fotossensiveis endogenas.
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Porfirinas e fototerapia

A palavra “porfirina” é derivada da palavra grega “Porphura” que significa “roxo”
proveniente de um pigmento de cor roxa, muito utilizado na Antiga Grécia. As porfirinas séo
um grande grupo de pigmentos fluorescentes, cristalinos, intensamente coloridos, de origem
natural ou sintética. Essas moléculas compreendem uma classe de moléculas organicas
heterociclicas que sdo fundamentais para a manutencao da vida (138,139).

As porfirinas tém sua estrutura basica composta de quatro unidades de pirrol ligadas por
pontes metino (=CH—) formando um sistema & deslocalizado envolvendo o anel macrociclico
central com 16 4tomos. Devido a sua natureza aromatica, as porfirinas geralmente participam
de reacdes de substituicdo eletrofilica nas posicbes meso, que sdo as mais densas em elétrons
e, como tal, sdo as mais reativas (138).

A denominacdo das porfirinas estd baseada nas posi¢cGes dos grupos substituintes no

anel porfirinico mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura geral das porfirinas
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Legenda: Os carbonos nas posic¢des 5,10,15, e 20
sdo denominados “carbonos em posicdo meso”.
Nas posicbes 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18 séo
conhecidos como “carbonos nas posi¢oes [-
pirrélicas”.

Fonte: Rajora, 2017 (140)

Porfirinas com substituintes do tipo alifatico no anel sdo denominadas alquilporfirinas;

se 0s substituintes forem aromaticos sdo classificadas como arilporfirinas. Porfirinas com
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quatros substituintes iguais nas posi¢des meso do anel recebem o prefixo “tetrakis”. AS
porfirinas base livre ndo possuem metais complexados no centro do anel macrociclico, onde
existem dois atomos de hidrogénio ligados a nitrogénios aminicos. Dessa forma, atuam como
ligantes dianidnicos. A cavidade do anel porfirinico possui um raio de aproximadamente 70
pm. As metaloporfirinas sdo formadas quando h4 a troca dos dois 4&tomos de hidrogénio do anel
central da porfirina base livre por um cation metalico (Figura 7). Essas moléculas tetrapirrolicas
estdo presentes em varios dominios da vida compondo moléculas importantes como a clorofila,

coenzima F430, cobalamina e o grupo heme (140) .

Figura 7 - Estruturas quimicas e exemplos de porfirinas e seus derivados

Estrutura Geral

Porfirina base livre Porfirina metalada

Exemplos

Protoporfirina IX Grupo heme

Fonte: Coordenadas obtidas no PubChem (141) e figuras geradas no PyMol (142) pela autora, 2024.
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As bandas de absor¢do no espectro eletrénico sdo devidas as transi¢cGes entre 0s niveis
eletronicos 1 HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e =* LUMO (Lowest Occupied
Molecular Orbital) do anel macrociclico (143).

As porfirinas regulares, com simetria Dan (metaladas ou protonadas nos anéis pirrolicos)
apresentam espectros eletrénicos de emissdo e absorcao caracteristicos, com propriedades
Unicas, determinados pelo sistema n deslocalizado do anel central. Essa classe de porfirinas
apresenta em seu espectro eletronico uma banda muito intensa (¢ ~ 10° L mol-1.cm™), entre 380
e 420 nm, denominada banda Soret ou banda B, e na regido do visivel, entre 500 e 600 nm,
mais 2 bandas (e ~10% L mol™t.cm™), denominadas bandas Q (143).

As porfirinas base livre, cuja simetria € D2n, possuem uma interessante diferenga no
aspecto do espectro, apresentando 4 bandas Q ao invés de 2. (Figura 6). Essa mudanca se deve
a quebra da simetria Dan do anel devido a presenca dos dois atomos de hidrogénio. A adi¢édo de
acido, por exemplo, &cido cloridrico, promove a protonagdo dos outros dois nitrogénios, e 0
espectro volta ao padréo visto para as porfirinas com simetria D (143). A Figura 8 mostra o

espectro de absorgéo da coproporfirina I11.

Figura 8 - Espectro de absorcao da coproporfirina 111 em HCI (1 mol/L)
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Nota: Coproporfirina 1l protonada, com simetria psn , com banda de absorcdo
intensa na regido de 400 nm e outras 2 bandas mais fracas entre 480 nm e 700 nm
Fonte: A autora, 2014.
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Porfirinas com simetria Don possuem o orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO) com simetria ay e 0 orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO) com
simetria b2g. Nessas porfirinas as bandas Q tem uma maior contribuigéo da transicdo ay — bag,
ja a banda B devido as transi¢des dos orbitais moleculares (ay e bi1y) € aos orbitais moleculares
nao ocupados de menor energia (bzg € bsg) (143,144).

No caso das porfirinas com simetria Dan 0 orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO) tem simetria aiu € 0 orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) é
duplamente degenerado e tem simetria eq. Segundo o0 modelo dos orbitais de fronteira proposto
Gouterman em seu importante trabalho “Spectra of porphyrins”, ilustrado na figura 9, as
transicoes (aw— €gx), (au—> egy), (22u—> egx) € (a2u—> egy) participam das bandas Q e Soret (143).

As modificacBes nas estruturas das porfirinas, como os tipos de ligantes e suas posicdes
provocam alteracfes na estrutura eletronica acarretando modificaces especificas em seus

espectros e permitindo a caracterizagdo dos diferentes tipos de porfirinas (143).

Figura9 - Modelo dos quatro orbitais de
fronteira proposto por Gouterman para
porfirinas com simetria Danh € Dan.
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Fonte: A autora, 2024. Adaptado do artigo “Spectra
of porphyrins” de M. Gouterman, 1961 (143).

As porfirinas também apresentam um espectro de emisséo tipico, com duas bandas de
emissdo na regido de 600-650 nm, conforme ilustrado na figura 10, e como a deteccdo de
fluorescéncia tem sensibilidade de 1 a 3 ordens de magnitude maior em comparac¢éo com o UV-

Vis, é 0 método de deteccdo de porfirinas utilizado com mais frequéncia (145,146).



36

Figura 10 - Espectro de emissdo da Uroporfirina | em HCI 5%
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Fonte: a autora, 2024

Apos a absorcéo de luz, normalmente na faixa de 400 nm, as porfirinas excitadas tendem
a voltar ao seu estado fundamental através da liberacdo da energia na forma de luz ou calor. As
moléculas diamagnéticas, em temperatura ambiente, encontram-se preferencialmente no estado
fundamental singlete (So). Com a absorc¢éo de energia ocorrem transicoes eletrénicas para niveis
mais energéticos de mesma multiplicidade e para niveis vibracionais mais altos (147).

A transicdo para o estado singlete So pode ocorrer de duas maneiras: por transi¢éo
térmica S1—So, em que o elétron passa de um estado para o outro trocando energia com a
vizinhanca (solvente, por exemplo) através de choques inelasticos, ou por transicdo radiativa
S1—So, em que ocorre a emissao de luz, a fluorescéncia. Essa transicdo pode ocorrer para um
nivel vibracional diferente do estado fundamental, originando vérias bandas no espectro,
funcionando como uma assinatura da molécula. Além disso, podem ocorrer transicdes
proibidas, entre estados com diferentes multiplicidades. Pela regra de selegéo, as transicOes
entre estados com diferentes multiplicidades sdo proibidas. Contudo elas acabam ocorrendo
(por exemplo uma transicdo singleto—tripleto) pois pode haver uma mistura entre estados
provocada pelo carater dos orbitais moleculares formados nas ligaces da molécula

(138,147,148). A figura 11 ilustra os tipos e as transi¢des possiveis.
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Figura 11 - Representacdo esquematica das possiveis transigcdes eletrdnicas
apos excitacdo por hv (luz) e diagrama de Jablonski simplificado.
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Legenda: Representacdo esquematica das possiveis transicdes eletrdnicas apds excitacdo por
hv (1); decaimento ndo radiativo Sn—S; (2); emissao de fluorescéncia S1—Sy (3); decaimento
ndo radiativo S1—S0 (4); e T1—>So (8); cruzamento intersistemas S;—T1 (5); emissdo de
fosforescéncia T1—So (7).

Fonte: a autora, 2024

No final do século passado as porfirinas ganharam destaque com seu uso como
fotossensibilizador em terapia de fotoinativacdo. As caracteristicas quimicas que permitem o
uso dessas moléculas nessas terapias biomédicas estdo diretamente relacionadas com sua
estrutura macrociclica aromatica, seus elétrons n deslocalizados e as transicoes eletronicas que
ocorrem apos a absorcao de luz, descritas anteriormente.

Como mostrado na Figura 12, ao absorver energia, um elétron de valéncia é promovido
do seu estado fundamental (So) para um estado singleto excitado (S1) e apds ha o retorno do
elétron ao estado fundamental, por meio de relaxamento vibracional ndo radiativo, emissao de
fluorescéncia ou por transicdo eletrdnica para um estado tripleto (T1). Do estado tripleto elas
podem retornar ao estado fundamental através da emissdao de um foton, ocasionando o
fendmeno da fosforescéncia ou na presenca de oxigénio a porfirina pode transferir o excesso de
energia para uma molécula de oxigénio, gerando as espécies reativas de oxigénio (EROs). As
EROs podem ser geradas através de dois tipos de reacdo. A primeira, chamada de reacdo do
tipo 1, em que o oxigénio molecular (O2) recebe energia formando o peréxido de hidrogénio
(H20>), o anion superoxido (O2") e o radical hidroxilo (OH"). A segunda, chamada de reagéo do
tipo 2, a energia do decaimento do estado tripleto da porfirina é transferida para um oxigénio
molecular no estado tripleto, presente no meio, levando a geracdo um oxigénio singlete, que é
um estado excitado do oxigénio muito reativo que ira oxidar rapidamente as espécies quimicas

que estiverem ao redor tendo um efeito citotoxico (140,149,150).
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Figura 12 - Diagrama de Jablonski e 0 mecanismo de funcionamento da fototerapia.
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Fonte: a autora, 2024 (149)

O oxigénio singlete é sem ddvida o principal causador dos efeitos citotoxicos da
fototerapia, € muito reativo e tem uma vida Util de cerca de 4 ps. Por isso é muito importante
que na terapia fotodindmica o oxigénio singlete seja gerado perto das células alvo para causar

os efeitos citotoxicos esperados (140,151).

Porfirinas e 0 metabolismo do grupo heme

As porfirinas sdo metabdlitos intermediarios na biossintese de moléculas vitais: as
hemeproteinas. Essas moléculas possuem um grupamento quimico denominado grupo heme,
que de forma geral consiste em um anel porfirinico com um atomo de ferro (ou outro metal)
coordenado no centro do anel (Figura 13). O grupo heme é essencial para a funcdo dessas
proteinas que estdo envolvidas na geracdo de energia pela cadeia de transporte de elétrons
(citocromo P450), na desintoxicacdo das respostas imunologicas (catalase), no transporte e
armazenamento de oxigénio (hemoglobina e mioglobina) e outros processos (152).
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Figura 13 - Estrutura da catalase de Corynebacterium glutamicum.

Legenda: O grupo heme, com seu anel porfirinico, est4 representado na cor
magenta.

Fonte: Coordenadas obtidas do PDB sob o ID 4B7G e figura gerada no
PyMOL(142,153).

A sintese do grupo heme em células eucarioticas e em bactérias tém um precursor inicial
comum: o &cido 5-aminolevulinico (ALA). A producéo de porfirinas é rigidamente regulada a
partir do ALA e um excesso de ALA adicionado exogenamente leva ao acimulo e a secre¢do
de porfirinas, permitindo seu uso como fotossensibilizador enddgeno (152,154,155). Durante
muito tempo foi aceito que a via metabdlica de sintese do grupo heme era muito bem conservada
entre eucariotos e procariotos que usavam 0s mesmos intermediérios metabdlicos até a etapa
final da insercdo do ferro na protoporfirina 1X e formagdo do protoheme. Entretanto, nos
Gltimos anos, estudos demonstraram que nos filos Bacillota e Actinomycetota a etapa final desta
via metabolica ocorre de forma diferente (152).

A biossintese do grupo heme (Figura 14) comeca com a sintese do ALA a partir da
glutamil-tRNA e partir dai tem-se uma sequéncia de 4 reagdes, bem conservadas entre as
espécies bacterianas, até a sintese do coproporfirinogénio Ill. A sintese do grupo heme pode

continuar através de duas vias distintas, a via classica e a via nao canbnica. Na primeira via 0
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coproporfirinogénio 111 é convertido a protoporfirinogénio 1X, pela agdo da coproporfirinogénio
oxidase e posteriormente a protoporfirina 1X onde entdo o ferro € adicionado para a formacéao
do grupo heme. Na via ndo candnica o coproporfirinogénio I11 é convertido a coproporfirina Ill
também por uma enzima coproporfirogénio oxidase e entdo o ferro € adicionado, formando a
copro-heme e posterior conversdo ao grupo heme pela ferro-coproporfirina I11 descarboxilase
(152,154,156).

Figura 14 - Via metabdlica de sintese do grupo heme.
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Legenda: A via de sintese do heme da maioria das bactérias comeca com glutamil-tRNAGIu para formar o
precursor universal ALA. O coproporfirinogénio Il é formado por meio de uma série de etapas enzimaticas
conservadas. A via classica (azul) forma o heme por meio do intermediario protoporfirinogénio IX; a maioria dos
organismos, incluindo bactérias Gram-negativas e eucariotos, usa essa via. A via ndo candnica (verde), realizada
pela maioria das bactérias Gram-positivas, produz heme por meio do intermediario coproporfirina Il1. Para cada
etapa, é mostrado o nome da enzima

Fonte: Figura adaptada pela autora, 2024 (154) .

Presume-se que para C. diphtheriae a via de sintese do grupo heme seja a ndo canonica,
com a insergdo do ferro na coproporfirina 111 e formacéo do copro-heme Ill. No entanto, esta
via metabolica das corinebactérias ainda ndo foi elucidada (152,157).

Os primeiros trabalhos que descrevem a produgdo de porfirinas por microrganismos

datam da década de 20 feitos a partir da observacdo da producdo de um pigmento de cor
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vermelha por micobactérias (158) e em seguida um relato deste mesmo pigmento foi registrado
em filtrados de culturas de C. diphtheriae (159). Estudos subsequentes descrevem a influéncia
da concentracao de ferro no meio de cultura na producédo destes pigmentos vermelhos por C.
diphtheriae além da caracterizacdo quimica da natureza desses pigmentos como sendo
porfirinas (58,160). A producdo de porfirina por C. diphtheriae também foi relacionada a
fluorescéncia visualizada em meio king B, sendo este um dos métodos de deteccdo da presenca
da bactéria (161).

Estudos sobre a utilizacdo de siderdéforos por C. diphtheriae como fator de viruléncia
indicaram uma forte relacdo entre a concentracdo de sideréforos e porfirinas produzidas pela
bactéria, sendo um forte indicio do seu papel como cofator de enzimas ferro-dependentes (162).
Além disso, a producdo de porfirinas também ja foi associada ao aumento da producéo de
biofilme e modulacdo de resposta inflamatdrias no hospedeiro em amostras de patdgenos

humanos de origens diversas (163-165).
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

1.1. Justificativa e objetivo geral

Estudos investigando os fatores de viruléncia que justificam a capacidade das amostras
atoxinogénicas de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis ocasionarem processos
infecciosos, bem como de amostras toxigénicas causarem a difteria sem 0s sinais
patognomonico, sdo ainda necessarios. Além disso, sdo também importantes estudos
objetivando elucidar o metabolismo bacteriano e suas relacdes com o hospedeiro, permitindo o
desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento dessas infecgdes.

Sabe-se muito pouco sobre a producéo de porfirinas por corinebactérias e o metabolismo
do grupo heme desses patdgenos. A identificacdo de fatores de viruléncia e a elucidagdo da
forma como colaboram para a ocorréncia das corinebacterioses contribuira para a elaboragéo
de estratégias de monitoramento, prevencao e controle das infec¢fes tanto por cepas produtoras,
quanto por cepas ndo produtoras de TD.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral estudar o metabolismo do grupo
heme e a producdo de porfirinas por cepas de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis e investigar a possivel utilizacdo dessas moléculas como fotossensibilizador

em terapias de fotoinativacao.

1.2. Objetivos especificos

Para atender o objetivo geral deste trabalho, foram delineados 0s seguintes objetivos
especificos:
1. Caracterizar quimica das porfirinas produzidas por diferentes amostras de C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis.
2. Quantificar das porfirinas produzidas por diferentes amostras de C. diphtheriae, C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis.
3. Avaliar a influéncia da suplementacdo de &cido aminulevulinico (ALA) na produgao

de porfirinas por C. diphtheriae.
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. Avaliar a influéncia da concentracdo do ferro na producdo de porfirinas por C.
diphtheriae.

. Avaliar a influéncia da concentracdo de peroxido de hidrogénio na producao de
porfirinas por C. diphtheriae.

. Pesquisar in silico os genes envolvidos na biossintese da coproporfirina 111 por C.
diphtheriae.

. Estudar a utilizacdo das porfirinas utilizadas por C. diphtheriae como

fotossensibilizador em terapias de fotoinativacéo.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem, identificacdo e estocagem das cepas bacterianas

44

Para este estudo, foram selecionadas 9 cepas de C. diphtheriae, uma cepa de C. ulcerans

e uma de C. pseudotuberculosis (Tabela 1), as quais encontram-se estocadas na Bacterioteca

do Laboratorio de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica (LDCIC) do Departamento

de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (DMIP), Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM),

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Todas as cepas bacterianas foram mantidas

como suspensdes de estoque congeladas a -20 °C e -80 °C, em meio TSB (Trypticase Soy Broth

- Difco Laboratories, EUA) suplementado com 20% (v/v) de glicerol (Merck S.A., Brasil).

Tabela 1 - Origem e principais caracteristicas das cepas de C. diphtheriae selecionadas para este

estudo
L . Presenca do gene
Cepa Especie Origem tox
ATCC 27010 C.diphtheriae Cepa tipo (Difteria) -
ATCC 27012 C.diphtheriae ATCC 27010 (tox") +
HCO01" C.diphtheriae Endocardite (sangue) -
HC02" C.diphtheriae Endocardite (sangue) -
HCO03" C.diphtheriae Endocardite (sangue) -
HCO04 C.diphtheriae Endocardite (sangue) -
TR241 C.diphtheriae Difteria cléssica +
(oronasofaringe)

TR402 C.diphtheriae Pneumonia (pulméao) -
2962 C. diphtheriae Difteria cutanea -
1002 C. pseudotuberculosis Abcesso linfonodal -
809 C. ulcerans Pneumonia -

Legenda: ATCC, American Type Culture Collection (EUA); CDC, Centers for Disease Control and

Prevention (EUA); tox*, gene codificador da TD presente
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2.2. Caracterizacdo quimica e quantificacdo das porfirinas

2.2.1. Condic®es de cultivo e preparo das suspensdes bacterianas

As amostras foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de meio TSB por 48 h
a 37 °C. A partir da medida da densidade éptica a 590 nm (DOsgo) foi preparada uma suspensao
bacteriana em 3 mL de TSB com a DOsg de 0,3 que foi totalmente transferida para 50 mL de
meio TSB. Os frascos foram incubados por 48 horas a 37 °C em ambiente escuro. Apos a
incubacdo, a DOsgo de cada cultivo foi aferida e a quantidade de células foi novamente
determinada a fim de comparar o crescimento das cepas.

Inicialmente, a fim de padronizarmos as condigdes de cultivo, foi realizado um teste do
efeito da adicdo de &cido aminulevulinico (ALA) ao cultivo e por isso para duas amostras
(ATCC 27010 e HCO04) foi feito o cultivo em meio TSB sem suplementacdo de ALA e o cultivo
com suplementacao de ALA (Sigma-Aldrich, EUA) na concentracdo de 2 mmol/L (126). Os
testes foram feitos em triplicata para cada condi¢do avaliada e os resultados do perfil e
quantidade de porfirinas foram comparados.

Em fungéo dos resultados deste teste, que serdo apresentados posteriormente, todos 0s
cultivos para a analise qualitativa e quantitativa das porfirinas produzidas por C. diphtheriae
foram feitas com a suplementacdo de ALA na concentracdo descrita acima.

Os cultivos obtidos nesta etapa foram submetidos ao procedimento de extracdo das

porfirinas.

2.2.2. Extracdo das porfirinas

Para extracdo das porfirinas, utilizou-se o protocolo descrito previamente (166) com as
modificagdes descritas a seguir. Apos o cultivo bacteriano, foi adicionado 20 mL de solucdo de
acido acético (Sigma-Aldrich, EUA) e acetato de etila (Sigma-Aldrich, EUA) (1:4), pH 3,6. A
mistura foi incubada sob agitacdo a 4 °C por 24 horas no escuro. Em seguida a mistura foi

centrifugada e a fase aquosa foi descartada. Adicionou-se a fase organica 20 mL de solugéo de
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acetato de sodio, 1%, pH 3,6 e ap0s breve e vigorosa agitacdo a mistura foi centrifugada e a
fase aquosa descartada. Adicionou-se 5 mL de solugdo de acido cloridrico 5% e ap6s vigorosa
agitacdo a fase organica foi descartada.

Os extratos obtidos foram submetidos a espectroscopia de absorcédo, espectroscopia de
emissdo e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada aos detectores de
fluorescéncia, absorgcéo UV e espectrometria de massas.

2.2.3. Preparo das solucoes padrdes

Os padrdes de porfirina usados nas analises quimicas incluiram: uroporfirina |1 (UPI)
(Sigma-Aldrich, EUA), coproporfirina Il (CPIII) (Santa Cruz Biotechnology, EUA) e
protoporfirina 1X (PP1X) (Sigma-Aldrich, EUA). Todos os padrbes foram dissolvidos em HCI
a 5%.

2.2.4. Espectroscopia de absorcédo

Os espectros de absorcdo nas regides do ultravioleta e visivel, entre 200 nm e 700 nm,
foram obtidos num espectrofotdbmetro modelo Biomate 3S, (Thermo Scientific, EUA), com
largura de banda espectral de 5 nm e utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 6ptico igual
a 1,00 cm.

Os espectros de absorcdo obtidos para cada amostra foram comparados com o0s dos

padrdes de porfirinas utilizados.

2.2.5. [Espectroscopia de emissdo

Os espectros de emissdo foram obtidos num espectrofluorimetro Agilent Cary Eclipse

(Agilent Technologies, EUA), equipado com Iampada de xenénio de 80 Hz. A resolugéo do
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instrumento é de 1,5 nm, operando em 399 nm para a excita¢cdo da amostra e 591 nm para a
emissdo. A largura do feixe de emisséo foi ajustada a 20 nm e a do feixe de excitacdo para 1,5
nm (166). Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6ptico igual a 1,00 cm.

Os espectros de emissdo obtidos para cada amostra foram comparados com 0s dos

padrdes de porfirinas utilizados.

2.2.6. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia

(CLAE-FLD)

Os extratos foram submetidos a CLAE-FLD utilizando-se o cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia modelo 1200 Infinity Series (Agilent Technologies, USA). O equipamento é
formado pelos seguintes modulos: Degaseificador (1260 HIP degasser G4225A), bomba de
quatro canais (1260 quat. pump G1311B), amostrador automatico (1260 ALS G1329B),
compartimento de coluna (1260 TCC G1316A), detector de ultravioleta multi-comprimento
(1260 MWD VL G1365B) e detector de fluorescéncia (1260 FLD G1321B). A anélise foi feita
segundo a metodologia descrita por Taylor, 2000 com as devidas adaptacdes descritas abaixo
(166).

Foi utilizada uma coluna ACE C-18 5 Ag com 250 x 4,6 mm de dimensao, particula de
5 um (lote V14-8119/ACE-126-2546). Os comprimentos de excitacdo e emisséo utilizados no
detector de fluorescéncia foram 395/630 nm, respectivamente, e o fator de ganho do PMT
(photomultiplier tube) foi ajustado para 13. Ja no detector de ultravioleta multicanais foram
acompanhados 0s seguintes comprimentos de onda: 200, 254, 240, 300, 320, 360, 400 e 420
nm, sendo o comprimento de 400 nm usado como principal. A coluna se manteve aquecida em
30°C e o gradiente foi feito com metanol (A) e acetato de amonio 1 mol/L (B), iniciando com
20:80 (A:B); em 3 minutos a proporc¢édo se alterou para 50:50 e, em 7 minutos para 100:0,
mantendo-se isocratico até 10 minutos; entre 10 e 17 minutos voltou-se a condigéo inicial de
20:80, se mantendo até 20 minutos. Foi dado um tempo de 3 minutos entre as corridas e o fluxo
empregado foi de 0,7 mL/min respeitando o fluxo maximo da célula de 1 mL/min.

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se os tempos
de retencdo dos sinais obtidos nos cromatogramas dos extratos de porfirina e dos padrdes

usados.
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2.2.7. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia com detector de absorcdo ultravioleta

(CLAE-UV)

Os extratos foram submetidos a CLAE-UV utilizando-se o cromatografo liquido de alta
eficiéncia modelo 1200 Infinity Series do fabricante Agilent Technologies. O equipamento é
formado pelos seguintes modulos: Degaseificador (1260 HIP degasser G4225A), bomba de
dois canais (1260 bin pump G1312B), amostrador automatico (1260 ALS G1329B),
compartimento de coluna (1260 TCC G1316A), detector de ultravioleta por arranjo de diédos
(1260 DAD G4212B) e detector de espalhamento de luz (1260 ELSD G4260 B).

Foi utilizada a coluna Hypersil Gold C18 com 250 mm x 4,6 mm de dimensdo e particula
de 5 um e foram acompanhados os comprimentos de onda de 200, 254, 280, 320, 340, 400, 420
e 480 nm, sendo o comprimento de 400 nm utilizado como principal onde foram registrados 0s
espectros UV entre 190 nm e 640 nm dos sinais obtidos. As condi¢des de corrida foram as
mesmas utilizadas para a analise de CLAE-FLD descrita no item 2.2.6.

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se os tempos
de retencéo dos sinais obtidos nos cromatogramas e 0s espectros de absorcdo dos extratos de

porfirina e dos padrdes usados.

2.2.8. Cromatografia Liguida de Ultra Eficiéncia com detector de massas (CLAE-EM)

Os extratos foram submetidos a CLAE-EM utilizando-se o cromatografo liquido de alta
eficiéncia modelo Altus (Perkin Elmer, EUA). O equipamento é composto do modulo do
amostrador automatico A-30, bomba A-30 e detector Altus quadrupolo.

Foi utilizada uma coluna C18 Altus UPLC BEH (lote 0255350981/N2972002) com
particula de 1,7 um e dimensdes de 2,1 mm x 150 mm. A temperatura da coluna durante a
analise foi de 30 °C e a fase mdvel era composta de Acetonitrila (A) e solucdo de acido férmico
a 1% em &gua MilliQ (B). Inicialmente a propor¢éo era de 95 % de B e 5 % de A, com fluxo

constante de 0,3 mL/min; em 30 minutos a proporgéo se inverte para 0 % de B e 100 % de A,
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voltando a condicéo inicial em 32 min. Entre as amostras houve um tempo de 3 minutos para o
acondicionamento da coluna. As condigdes do detector de massas por eletrospray foram
deteccdo dos ions [M+H]" = 563 (Protoporfirina IX), [M+H]* = 655 (coproporfirina Ill) e
[M+H]" = 830 (uroporfirina 1) e MS scan no modo positivo, voltagem do capilar 3,5 kV,
temperatura da fonte de 150 °C e de dessolvatagcdo em 450 °C. O gas de arraste foi o nitrogénio
com fluxo de 800 L/hora e do cone 400 L/hora.

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se 0s tempos
de retencdo dos sinais obtidos no cromatograma e as proporcdes de massa (m/z) obtidas nos

espectros de massa dos extratos de porfirina e dos padrbes usados.

2.2.9. Analise guantitativa da producdo da coproporfirina I1l entre as amostras e diferentes

condicdes de cultivos.

Em funcdo dos resultados obtidos na caracterizacdo quimica das porfirinas (que sera
apresentado e discutido posteriormente) decidiu-se por realizar a quantificacdo da
coproporfirina Il entre as amostras utilizadas neste estudo e as diferentes condi¢des de cultivos
pesquisadas. A quantificacéo foi realizada utilizando o protocolo descrito a seguir.

A partir de uma solugdo de estoque de 1000 pg/mL de coproporfirina III em HCl a 5%,
foram preparadas duas curvas de calibracdo diferentes: curva A, de 2 a 10 pg/mL e curva B, de
10 a 50 pg/mL. Ambas as curvas foram realizadas em triplicata. As areas dos picos
cromatograficos (com base nos cromatogramas de CLAE-UV) foram obtidas e integradas com
o software ChemStation (versdo 10.1, Agilent Technologies). A tabela de area dos picos foi
exportada para o Microsoft Excel para quantificacdo. A analise estatistica foi realizada pelo
software Action Stat e usando o estudo de linearidade (Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios) e o Limite de Deteccdo (LOD) e o Limite de Quantificacdo (LOQ) foram

calculados.
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2.3. Influéncia da concentracéo de ferro na producéo de porfirinas

Para avaliar a influéncia do ferro sobre a producao de porfirinas, as cepas ATCC 27010
e HCO4 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de TSB por 48 horas a 37 °C. Para
cada amostra foram preparadas duas suspensdes bacteriana em 3 mL de TSB com a DOsgg de
0,3. Uma delas foi semeada em 50 mL TSB e outra em 50 mL de TSB acrescido de FeSO4 a
0,2 ug/mL (167). As suspensdes foram mantidas por 48 horas a 37 °C. Apdés este periodo as
porfirinas foram extraidas e submetidas a analise por espectroscopia de absorcdo UV,
espectroscopia de emissdo e CLAE acoplada aos detectores de absor¢do UV, fluorescéncia e

espectrometria de massa seguindo as mesmas metodologias ja descritas nos itens anteriores.

2.4. Influéncia do perdxido de hidrogénio no metabolismo de porfirinas

2.4.1. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de peroxido de hidrogénio

Para o estudo envolvendo os efeitos do peroxido de hidrogénio (H202) no metabolismo
das porfirinas foi necessario determinar primeiramente a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), isto é, a menor concentracdo do agente capaz de inibir o crescimento populacional da
bactéria, para cada amostra utilizada. Utilizou-se 0 método das dilui¢cBes sucessivas, partindo
de uma solucéo estoque a 10 mmol/L de H20- (Sigma-Aldrich, EUA).

As cepas ATCC 27010 e HCO04 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de
meio TSB por 48 horas a 37 °C. A partir da medida da DOsgo foi preparada uma suspensdo
bacteriana em 3 mL de TSB com a DOsg de 0,3, que foi semeada em TSB contendo H>O> nas
concentragdes de 10,00 mmol/L, 5,00 mmol/L, 2,50 mmol/L, 1,25 mmol/L, 0,63 mmol/L, 0,31
mmol/L e 0,16 mmol/L e incubadas por 48 horas na temperatura de 37 °C. Foi considerada a

CIM a menor concentragdo sem crescimento bacteriano visivel (168).
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2.4.2. Efeito do peréxido de hidrogénio na producdo de porfirinas

Para avaliar a influéncia do H20- sobre a producéo de porfirinas, as cepas ATCC 27010
e HCO04 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de TSB por 48 h a 37 °C. Uma
suspenséo bacteriana com DOsg de 0,3 foi preparada em 3 mL de TSB e entdo semeada em 50
mL TSB acrescido de H,O> na concentracdo de 1/8 da CIM de cada amostra e incubada por 48
horas a 37 °C. ApoGs o este periodo as porfirinas foram extraidas e submetidas & analise por
espectroscopia de absor¢do UV, espectroscopia de emisséo e CLAE acoplada aos detectores de
absorcdo UV, fluorescéncia e espectrometria de massa seguindo as mesmas metodologias ja

descritas nos itens anteriores.

2.5. Pesquisa in silico pelos genes envolvidos na sintese do grupo heme

A fim de identificar por qual das duas vias (classica ou ndo candnica) ocorre a sintese
do grupo heme em C. diphtheriae, foi realizada uma busca in silico pela via metabédlica do
grupo heme, para a amostra tipo ATCC 27010, no banco de dados da Enciclopédia Kyoto de
Genes e Genoma (KEGG), no site <kegg.jp>, disponivel também no portal do National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Foram compilados os dados referentes as enzimas
coproporfirinogénio oxidase (hemG), coproporfirina ferroquelatase (hemH) e coproheme

descarboxilase (hemQ), envolvidas nas etapas finais da sintese do grupo heme.

2.6. Estudo da utilizacdo das porfirinas enddgenas produzidas por C. diphtheriae como

fotossensibilizador em terapias de fotoinativacao

Para este estudo foram utilizadas as amostras ATCC 27010, HC04 e 2962. Foi testada
a utilizacédo das porfirinas enddgenas em culturas de células planctonicas e biofilme, com e sem

a adicdo de ALA, quando colocadas sob luz azul (402 nm) em diferentes tempos de exposicgéo.
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2.7. Fotoinativacao de células planctnicas

A fotoinativacdo de culturas planctonicas foi realizada utilizando o protocolo descrito
previamente (126) com as alteragfes descritas a seguir. Para cada amostra estudada foi
preparado um inéculo em TSB com DOsgo de 0,3 e deste inoculo foram semeados 500 pL em
uma placa de 24 pocos e incubados por 48 horas a 37°C. Para cada amostra foi preparada uma
placa sem a suplementacdo de ALA e outra com a suplementacdo de ALA na concentracdo de
2 mmol/mL. Em seguida os pogos foram irradiados de acordo com o procedimento descrito
adiante.

O numero de unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) foi determinado apos
0 plaqueamento de uma aliquota de dilui¢bes sucessivas em placas de Trypticase Soy Agar
(TSA,; Difco Laboratories) e o resultado comparado com placas controles que ndo foram

submetidas a exposic¢do a luz.

2.8. Formacao e fotoinativacgéo do biofilme em Thermanox®

A fotoinativagéo das culturas de biofilme foi realizada de acordo com o estudo anterior,
com as alteracfes descritas abaixo (126,169).

Para cada amostra estudada foi preparado um indculo em TSB com DOsg de 0,3 e deste
inéculo foram semeados 500 puL. em pocgos de uma placa de 24 pogos contendo uma laminula
de Thermanox® (ThermoFischer Scientific, USA) e incubados por 48 horas a 37 °C. Para cada
amostra foi preparada uma placa sem a suplementacdo de ALA e outra com a suplementacao
de ALA na concentragdo de 2 mmol/mL. Em seguida os pogos foram irradiados de acordo com
0 procedimento descrito adiante.

Apo0s a exposicdo a luz, cada laminula de Thermanox® foi transferida para um tubo
plastico estéril de 15 mL contendo 5 ml de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) com
pH 7,2. Os tubos foram imersos em um banho ultrassénico (E15-H; Elmasonic, Singen,
Alemanha). A sonicacéo foi realizada a 37 kHz com uma poténcia de saida de 240 W, a 37 °C,

por 5 minutos. As laminulas foram, entdo, descartadas e 0 niumero de UFC/mL foi determinado
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apos o plaqueamento de uma aliquota de dilui¢ces sucessivas em placas de TSA. O resultado

foi comparado com os pocgos controles que ndo foram submetidos & exposi¢éo a luz.

2.9. Fonte de luz e protocolo de exposi¢édo a luz

As placas de 24 pocos foram iluminadas de cima a uma distancia de 10 cm durante 0s
tempos de 30 minutos (30’), 60 minutos (60°) e 90 minutos (90’). A matriz de luz utilizada
consistia em duas lampadas de LED 402 nm/7W com uma taxa de fluéncia de 155 mwW/cm?.

2.10.Andlise estatistica
Todos os experimentos de fotoinativacdo foram realizados em triplicada. A analise de

variancia (ANOVA) e o teste t de Student foram utilizados para determinar significancia

estatistica e para isso foi utilizado o software Graphpad Prism 9.0 e valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo quimica das porfirinas produzidas por C. diphtheriae, C. ulcerans e

C. pseudotuberculosis

Os espectros de emissdo e absorcdo obtidos dos extratos de porfirinas de todas as
amostras estudadas foram caracteristicos de porfirinas. Os espectros de emissao apresentaram
dois picos de emissdo, um na regido de 600 nm e outro na regido de 650 nm, ja& os espectros de
absorcéo apresentaram uma banda de absorcao intensa na regido de 400 nm (banda Soret) e
outras bandas mais fracas entre 500 e 600 nm (bandas Q). A Tabela 2 mostra os picos de
emissdo e absorcdo (banda Soret) obtidos nos padrdes e nos extratos de porfirinas das amostras
utilizadas neste estudo. As Figuras 15 e 16 ilustram os espectros de emissdo e absorcao,

respectivamente, obtidos nos padrdes e no estrato de porfirinas da amostra HC04.

Tabela 2 - Picos de emissdo e absorcdo obtidos nas analises de espectroscopia dos
padrdes de porfirinas e dos extratos de porfirinas das amostras cultivadas em TSB
com suplementacdo de ALA (2 mmol/L).

Padrio/Amostras Picos de emissdo | Picos de absorgdo (nm)
(nm) (banda Soret)
Padrao de coproporfirina Ill 596 649 401
Padréo de protoporfirina I1X 605 652 406
Padrao de uroporfirina | 600 649 407
ATCC 27010 595 650 403
ATCC 27012 595 650 403
HCO1 594 651 402
HCO02 594 651 402
HCO02 594 651 403
HCO03 594 651 402
HCO04 596 648 402
HCO06 595 650 403
TR241 594 648 402
TR402 595 650 402
2962 594 651 401
809 595 648 402
1002 594 650 403

Nota: Os padrBes e o extrato de porfirinas estdo em HCI 5%. Resolucdo do espectrofluorimetro
utilizado é de 1.5 nm e a do espectrdmetro de absorcdo é de 5 nm.
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 15 - Espectros de emissdo dos padrbes de coproporfirina Ill,
protoporfirina IX, uroporfirina | e do extrato obtido da amostra HC04 cultivada
em TSB com suplementacéo de ALA (2 mmol/L).
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Fonte: A autora, 2024.

Figura 16 - Espectros de absor¢cdo dos padrdes de coproporfirina IlI,
protoporfirina 1X, uroporfirina | e do extrato de porfirinas obtido da amostra
HCO04 cultivada em TSB com suplementacdo de ALA (2 mmol/L).
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Nota: Os padrdes e o extrato de porfirinas estdo em HCI 5%.
Fonte: A autora, 2024.

Os espectros de absorcao e emissao obtidos sugerem a predominéncia de coproporfirina
I1l. No entanto, essas analises ndo permitem descartar a presenca de outras porfirinas nos

extratos das amostras, uma vez que o0s picos de emisséo e absorcéo das porfirinas investigadas
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sdo bastante proximos. 1sso pode ter resultado na ocultacdo de picos correspondentes a outras
porfirinas, caso estas estejam presentes em quantidades menores.

A analise dos extratos por CLAE-FLD e CLAE-UV permitiu a separacéo e identificacao
das demais porfirinas. A coproporfirina 11 foi detectada em todas as amostras estudadas, ja a
protoporfirina IX em apenas 2 das 11 amostras. A uroporfirina | ndo foi detectada apenas na
amostra 2962. A Tabela 3 mostra os tempos de retencdo dos sinais obtidos para os padrdes e

amostras utilizadas neste estudo.

Tabela 3 - Tempos de retencdo (min) dos sinais obtidos dos padrées e dos extratos de porfirinas
das amostras estudadas, cultivadas em TSB com suplementacdo de ALA (2 mmol/L), nos
cromatogramas da CLAE-FLD e CLAE-UV

Padrdes/ UPI (min) CPIHI (min) PPIX (min)

Amostras FLD uv FLD uv FLD uv
Padrao 6.89 5.75 10.72 9.09 14.02 11.70
ATCC 27010 6.98 5.77 10.81 9.11 ND ND
ATCC 27012 6.96 5.76 10.81 9.12 ND ND
HCO01 6.96 5.77 10.81 9.11 ND ND
HCO02 6.94 5.73 10.79 9.09 ND ND
HCO03 6.98 5.76 10.81 9.11 14.05 ND
HCO04 6.99 5.79 10.82 9.11 ND ND
HCO06 6.99 5.79 10.82 9.11 14.04 ND
TR241 6.97 5.75 10.82 9.11 ND ND
TR402 6.97 5.79 10.82 9.11 ND ND
2962 ND ND 10.81 9.11 ND ND
809 6.89 5.76 10.79 9.11 ND ND
1002 6.90 5.76 10.72 9.10 ND ND

Legenda: ND - Sinal ndo detectado; UPI — uroporfirina I; CPIII — coproporfirina I11; PPIX — protoporfirina 1X;
min — minutos.
Fonte: A autora, 2024.

As Figuras 17 e 18 mostram os cromatogramas dos extratos da amostra HCO3 obtidos
na CLAE-FLD e CLAE-UV respectivamente. Estes cromatogramas foram selecionados para
ilustrar o perfil tipico do cromatograma observado nas demais amostras analisadas, que
exibiram resultados equivalentes para os sinais pesquisados, conforme apresentado na Tabela
3.



Figura 17 - Cromatograma obtido na CLAE-FLD dos padrdes e do extrato de
porfirinas da amostra HCO3 cultivada em TSB com suplementacdo de ALA (2
mmol/L).
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Legenda: A — uroporfirina (UPI) I; B — coproporfirina I11 (CPI1II); C — protoporfirina IX
(PPIX); D — amostra HCO3; LU — unidade de luminescéncia; min — minutos

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 18 - Cromatograma obtido na CLAE-UV dos padrdes e do extrato de
porfirinas da amostra HC03 cultivada em TSB com suplementacdo de ALA (2
mmol/L).
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Legenda: A — uroporfirina (UPI) I; B — coproporfirina Il (CPIII); C — protoporfirina IX (PP1X);
D — amostra HCO3; AU — unidade de absorbéancia.
Fonte: A autora, 2024.
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Os cromatogramas obtidos na CLAE-UV dos extratos de todas as cepas mostraram

outros sinais com espectros de absorcao tipicos de porfirinas (Figura 19). Este achado sugere a

presenca de outras porfirinas além das pesquisadas neste trabalho.
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Figura 19 - Cromatograma obtido na CLAE-UV do extrato de porfirinas da amostra
HCO03, cultivada em TSB com suplementacdo de ALA (2 mmol/L), e espectro de absorcao
de sinal (no detalhe) a 8,24 minutos.

Banda Soret

9442

8.928

Absorbance

TN ER NN

Legenda: Espectro de absorgéo do sinal a 8,24 minutos no detalhe
Fonte: A autora, 2024.

A andlise dos extratos por CLAE-EM detectou o ion referente a m/z para coproporfirina
I ([M+H]" = 655,5) e o ion “filho” duplamente carregado ([M+2H]** = 328,5) no
Cromatograma de lons Totais (TIC) e no monitoramento de jons especificos para todas as cepas
estudadas. A protoporfirina IX e a uroporfirina I ndo foram detectadas no TIC de nenhuma
cepa. Entretanto, no monitoramento de ions especificos, a presenca de seus ions foi detectada,
conforme mostrado na Tabela 4. Os cromatogramas relacionados a CLAE-EM da cepa de C.
diphtheriae HC04 sdo mostrados na Figura 20. Os cromatogramas foram selecionados para
ilustrar o perfil tipico do cromatograma observado em todas as demais amostras analisadas, que
exibiram resultados equivalentes para os sinais pesquisados, conforme apresentado na Tabela
4,



Tabela4 - Tempos de retencdo dos sinais (min) dos padrbes de porfirinas e dos
extratos de porfirinas das amostras, cultivadas em TSB com suplementacédo de ALA (2
mmol/L), obtidos na CLAE-EM

Padrdo/Amostras| Uroporfirina | | Coproporfirina Il | Protoporfirina IX
[M+H]* =830 [M+H]* = 655 [M+H]* =563

Padréo 10.83 15.74 28.47
ATCC 27010 ND 15.71 28.46
ATCC 27012 ND 15.71 28.52
HCO1 ND 15.75 28.50
HCO02 ND 15.70 28.51
HCO03 ND 15.70 28.49
HCO04 10.82 15.72 28.50
HCO06 10.89 15.72 28.50
TR402 ND 15.73 28.52
TR241 ND 15.73 28.52
2962 ND 15.71 28.48
809 10.87 15.73 28.44
1002 10,85 15.71 28.47

Legenda: ND — ndo detectado;
Fonte: A autora, 2024

Figura 20 - Cromatogramas do extrato de porfirinas da amostra HC04
cultivada em TSB com suplementacdo de ALA (2 mmol/L) obtidos em
CLAE-EM.
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Legenda: (A) [M+H]* = 830; (B) [M+H]* = 655; (C) [M+H]* = 563; PPIX,
protoporfirina 1X; CPIII, coproporfirina I11; UPI, uroporfirina I.
Fonte: A autora, 2024.
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3.2. Quantificacdo de coproporfirina I11 produzida por C. diphtheriae, C. ulcerans e C.

pseudotuberculosis

A andlise qualitativa por espectrometria de absorcao e de emissdo das porfirinas mostrou
a predominancia da coproporfirina 111 em todas as cepas e por esse motivo, foi realizada a
quantificacdo da coproporfirina Il através da construcédo de curvas de calibracdo e utilizacdo
da CLAE-UV.

Foram feitas duas curvas de calibra¢do, uma de 2 pg/mL até 10 pg/mL (curva A) e outra
de 10 pg/mL até 50 pg/mL (curva B). A linearidade obtida nas curvas de calibragéo foi alta,
demonstrada por coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,99 para as duas curvas,
conforme mostrado na Figura 21. O limite de detec¢do (LOD) foi determinado em 0,27 pug e o
limite de quantificacdo em 0,82 pg. O desvio padrao da curva de calibragédo A foi de +/- 0,60329
pg/mL e para a curva B foi de +/- 0,34159 ug/mL.

Figura21 - Curvas de calibracdo A e B com seus respectivos coeficientes de
linearidade obtidas na CLAE-UV.

Curva de calibragdo A Curva de calibragdo B
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Legenda: CPIII — coproporfirina 111
Nota: Curva A — 2 pg/mL até 10 ug/mL e curva B de 10 pg/mL até 50 pg/mL.
Fonte: A autora, 2024.

A quantificacdo da coproporfirina Il revelou quantidades bem diferentes entre as

amostras estudadas, como mostrado na Figura 22.
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Figura 22 - Quantificagdo da coproporfirina Il produzida pelas amostras
estudadas cultivadas em TSB com suplementacao de ALA 2 mmol/L.
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Legenda: CPIII, coproporfirina 111; desvio padréo da curva de calibracdo utilizada = +/-
0,60329 pg/mL

Nota: A quantificacdo foi realizada utilizando a técnica de CLAE-UV.

Fonte: A autora, 2024.

3.3. Influéncia do acido aminolevulinico (ALA), FeSO4 e perdxido de hidrogénio na

producéo de porfirinas

Para a avaliagdo da influéncia do ALA, FeSO4 e H>O. foram feitas as andlises
qualitativas do perfil de porfirinas produzidas pelas amostras ATCC 27010 e HCO04 por
espectrometria de absorcdo, espectrometria de emissdo e CLAE-MS, e a quantificacdo da
coproporfirina 111 por CLAE-UV.

A espectroscopia de absorcdo e emissdo mostrou espectros proprios de porfirinas para
as duas amostras e todas as condicdes estudadas (Figuras 23 e 24), com picos de absorcao e
emissdo caracteristicos da coproporfirina I1l.

A Tabela 5 mostra os picos de absorcdo e emissdo dos padrdes e dos extratos de
porfirinas das amostras nas diferentes condi¢es de cultivo estudadas e, considerando as
resolucgdes dos instrumentos utilizados, observou-se que o comprimento de onda da banda Soret
e dos picos de emisséo obtidos néo se alteraram nas diferentes condicgdes de cultivo. Isso sugere

que o perfil de porfirinas produzidos permaneceu 0 mesmo.
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Tabela5- Picos de absorcdo e emissdo obtidos nas andlises de
espectroscopia de emissdo e absorcdo dos padrGes e dos extratos de
porfirinas das amostras nas diferentes condigdes de cultivo

Padrdo/Amostra | Picos de emissdo (nm) | Picos de absorcéo (nm)
(Banda Soret)
Coproporfirina 111 596 649 401
Protoporfirina IX 605 652 406
Uroporfirina | 600 649 407
27010 594 649 402
27010 com ALA 594 647 402
27010 com FeSOg4 594 648 402
27010 com H20> 595 648 402
HCO04 594 646 403
HC04 com ALA 595 647 403
HCO04 com FeSO4 595 646 403
HCO04 com H20» 595 647 403

Nota: Os padrfes e o extrato de porfirinas estdio em HCI 5%. Resolugdo do
espectrofluorimetro utilizado é de 1.5 nm e a do espectrémetro de absorcéo é de 5 nm.

Fonte: A autora, 2024.

Figura 23 - Espectros de absorcdo obtidos dos extratos de porfirinas das amostras ATCC
27010 e HCO4 nas condicdes de cultivos estudadas
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Nota: Os extratos estavam diluidos em HCI 5%.

Legenda: u.a — unidade de absorbancia
Fonte: A autora, 2024.



64

Figura 24 - Espectros de absorcéo obtidos dos extratos de porfirinas das amostras ATCC 27010
e HCO04 nas condicGes de cultivos estudadas
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Legenda: u.a. — unidade arbitraria
Fonte: A autora, 2024.

A analise dos extratos por CLAE-EM detectou o ion referente a m/z para coproporfirina
I ([M+H]" = 655,5) e o fon “filho” duplamente carregado ([M+2H]** = 328,5) no
Cromatograma de fons Totais (TIC) e no monitoramento de ions especificos para todas as
condigdes de cultivo estudadas. A protoporfirina IX e a uroporfirina |1 ndo foram detectadas no
TIC de nenhuma cepa. Entretanto, no monitoramento de ions especificos, a presenca de seus
ions foi detectada na amostra HC04 em todas as condic¢des de cultivo indicando a manutencéo
do perfil de porfirinas produzido para esta amostra. Para a amostra ATCC 27010, nas condicdes
de adicdo de ferro e perdxido de hidrogénio, ndo foi possivel detectar o ion referente a
uroporfirina I. A Tabela 06 mostra para cada amostra e condi¢des os tempos de retencdo dos

sinais obtidos.
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Tabela 6 - Tempos de retengdo em minutos dos sinais dos padrdes de porfirinas e extratos de
porfirinas das amostras nas diferentes condic¢Ges de cultivos obtidos na CLAE-EM

Uroporfirina | | Coproporfirina I1l | Protoporfirina IX
Padrdo/Amostras [M + H]* =830 [M + H]" = 655 [M + H]* = 563
TR TR TR
Padrdo 10.83 15.74 28.47
ATCC 27010 10.87 15.74 28.45
ATCC 27010 com ALA 10.85 15.70 28.45
ATCC 27010 com FeSO4 ND 15.78 28.43
ATCC 27010 com H202 ND 15.78 28.44
HCO04 10.85 15.71 28.42
HC04 com ALA 10.85 15.70 28.42
HCO04 com FeSO4 10,85 15.70 28.42
HCO04 com H20; 10.85 15.76 28.42

Legenda: TR — tempo de retengdo; ND — ndo detectado
Fonte: A autora, 2024.

A auséncia de sinal para uroporfirina | na analise por CLAE-EM para a amostra ATCC
27010 com a adicao de ferro e peréxido de hidrogénio sugere que ha a diminuicdo da quantidade
desta porfirina nestas condicGes de cultivo.

A quantificacdo da coproporfirina Il feita por CLAE-UV mostra que a adicdo de ALA
aumenta a quantidade de coproporfirina Il para as duas amostras estudadas. Ja adicdo de FeSO4

e H202 diminuiu a quantidade de CPIII nas duas amostras estudadas (Figura 25).

Figura 25 - Quantificacdo da coproporfirina Il produzida pelas amostras nas diferentes
condigdes de cultivo
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Legenda: CPIII — coproporfirina I11
Nota: Quantificacdo feita utilizando a técnica de CLAE-UV
Fonte: A autora, 2024.
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3.4. Estudo da utilizacao das porfirinas enddgenas utilizadas por C. diphtheriae como
fotossensibilizador em terapias de fotoinativacao

A contagem das UFC/mL ap06s a exposi¢do das amostras a luz de led azul encontra-se
na Figura 26. Todas as amostras estudadas responderam em algum grau a exposi¢édo a luz. O
tempo de exposicdo a luz necessario para causar diminuicdo no nimero de UFC/mL esta
diretamente relacionado com a quantidade de coproporfirina 11l produzida pelas amostras. A
amostra ATCC 27010, que produz mais CPIIl mostrou uma reducdo na UFC/mL com apenas
30 minutos de exposi¢do em culturas sem e com a adi¢do de ALA. Por outro lado, a amostra
2962, que produz menos CPIII, mostra uma reducdo no nimero de UFC/mL somente apds 60
minutos de exposicdo a luz na cultura com a adi¢do de ALA e apds 90 minutos de exposicao
na cultura sem a adi¢do de ALA. Apds 90 minutos de exposicado a luz, as culturas com a adi¢do
de ALA apresentaram uma reducdo no nimero de UFC/mL de 1-3 log a mais que nas culturas
sem ALA.

A adicdo de ALA a cultura resultou em uma reducdo no tempo de exposicdo a luz
necessario para causar uma diminuicdo significativa no nimero de UFC/mL tanto na cepa
HCO04 quanto na cepa 2962. Essa reducdo foi observada tanto nos experimentos de células
plancténicas quanto nos de biofilme, com o tempo de exposicdo a luz sendo reduzido de 60
minutos para 30 minutos na cepa HC04 e de 90 minutos para 60 minutos na cepa 2962. A
Tabela 7 apresenta a fracdo de sobrevivéncia em culturas de células plancténicas e biofilme,
com e sem a adi¢cdo de ALA, ap6s 90 minutos de exposicao a luz. Observou-se que a adigdo de
ALA diminui a fragdo de sobrevivéncia indicando um aumento na eficiéncia da fotoinativagao
em todas as cepas e condi¢des estudadas.

A comparacdo da fracdo de sobrevivéncia entre as células plancténicas e as células
sésseis (em biofilme) revela que, com excecdo da cepa ATCC 27010 na cultura sem ALA, todas

apresentaram um aumento na sobrevivéncia do biofilme.
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Figura 26 - Fotoinativacdo de células planctonicas e biofilme em culturas com e sem

suplementacdo de ALA.
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Tabela7 - Fragdo de sobrevivéncia (N/No) de culturas bacterianas
fotossensibilizadas por suas porfirinas enddgenas apds 90 minutos de

iluminacao.

. , Fracado de sobrevivéncia (N/No)

Amostra/Tipo de célula Sem ALA Com ALA

ATCC 27010 células planctonicas 2.32 x 1002 1.16 x 1003
ATCC 27010 células sésseis 6.85 x 1003 1.23x 10
HCO04 células planctonicas 1.04 x 10 2.17 x 10
HCO04 células sésseis 1.47 x 10 2.94 x 10703
2962 células plancténicas 2.55 x 10 7.14x10%
2962 células sésseis 3.89 x 10 1.05 x 10°%?

Legenda: No — UFC/mL antes da exposi¢do a luz; N — UFC/mL depois de 90 minutos de
exposi¢do a luz.
Fonte: A autora, 2024.

3.5. Pesquisa in silico pelos genes envolvidos na biossintese da coproporfirina 111

A fim de investigar por qual das duas vias (classica ou ndo candnica) ocorre a sintese
do grupo heme em C. diphtheriae, foi realizada uma busca in silico pela via metabdlica do
grupo heme para a cepa tipo ATCC 27010 (NCTC 11397) no banco de dados KEGG. A Figura
27 mostra parte da via metabdlica de sintese do grupo heme para a amostra ATCC 27010 e a
anotacdo dos genes hemG, hemH e hem Q disponibilizada no banco de dados da KEGG.

Apobs andlise da via metabolica do grupo heme para a amostra tipo ATCC 27010
observou-se uma duplicidade de anotacdo para gene hemG, que aparece como responsavel pela
codificacdo protoporfirinogénio oxidase e coproporfirinogénio oxidase. No mapa da via
metabdlica, sugere-se 0 nome hemY para anotacdo da coproporfirinogénio oxidase, mas esse
gene ndo aparece no banco de dados da KEGG e do NCBI. A busca no banco de dados do NCBI
mostra 0 gene hemG anotado para a protoporfirinogénio oxidase e ndo ha qualquer anotacao
para a coproporfirinogénio oxidase, considerando somente a via classica. O mesmo ocorre com
0 gene hemH, que aparece no banco de dados da KEGG como codificador da proto e
coproporfirina ferroquelatase e no NCBI como responsavel pela protoporfirina ferroquelatase,
ndo havendo anotagéo para a coproporfirina ferroquelase.

A enzima coproheme descarboxilase, também chamada de heme sintetase peroxido de
hidrogénio dependente, aparece descrita e anotada corretamente nos dois bancos de dados

pesquisados.
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Figura 27 - Via metabdlica de sintese do grupo heme para a amostra C. diphtheriae ATCC
27010 (NCTC 11397) e as anotacdes dos genes hemG, hemH e hemQ da KEGG.
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Acesso ao KEGG em 25/09/2024 (https://www.kegg.jp/pathway/map=cdip00860&keyword=porphyrin)

Fonte: A autora, 2024.
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4. DISCUSSAO

As espécies do complexo Corynebacterium diphtheriae ainda persistem em todo o
mundo como agentes causadores da difteria classica, cutdnea e de processos infecciosos
invasivos (9-11,13,24,79,171). A ocorréncia de surtos esporadicos atingindo individuos
previamente imunizados ressalta a necessidade do desenvolvimento de vacinas contendo novas
selecdes de antigenos bacterianos, além do toxoide diftérico. Outra preocupacao € o surgimento
de cepas resistentes a antibioticoterapia relatadas em casos de difteria classica e infeccGes
invasivas, que exigem novas estratégias de tratamento dessa infec¢do bacteriana. Portanto,
conhecer o metabolismo deste patdgeno é fundamental para o desenvolvimento de vacinas e
farmacos eficientes (9,172,173).

Neste contexto, a via metabdlica de sintese do grupo heme em bactérias do complexo
Corynebacterium diphtheriae permanece um campo pouco explorado. Assim, um dos objetivos
deste estudo foi identificar as principais porfirinas envolvidas via biossintética (uroporfirina I,
coproporfirina 11l e protoporfirina 1X) e investigar a influéncia da adicdo de ALA, ferro e
peroxido de hidrogénio na producéo dessas porfirinas de forma a trazer mais informaces sobre
o funcionamento desta complexa via metabdlica.

Os principais métodos para a analise de porfirinas sdo a espectrometria de absorcdo UV-
visivel e a espectrometria de emissdo, que devido a sua alta sensibilidade e capacidade de
deteccdo, sdo amplamente utilizados para identificacdo e quantificacdo de porfirinas. No
entanto, a andlise de porfirinas provenientes de materiais bioldgicos apresenta diversos
desafios, como a complexidade da matriz bioldgica, os componentes do meio de cultura e restos
celulares que contém uma série de interferentes enddgenos. A utilizacdo da CLAE na analise
de porfirinas oriundas de materiais bioldgicos se tornou uma técnica muito utilizada e descrita
na literatura, pois permite a separacdo das porfirinas e associadas a espectrometria UV-vis,
fluorescéncia e massas tornam-se um eficiente método deteccdo e quantificacdo dessas
moléculas (143,166,174,175) .

Os resultados da analise quimica dos extratos de porfirinas das amostras utilizadas neste
estudo mostraram a presenca da coproporfirina Il na anélise por CLAE com todos os detectores
utilizados. No entanto, a protoporfirina IX so foi detectada via CLAE-EM. Na analise da
protoporfirina 1X via CLAE, algumas complicagdes significativas podem surgir e precisam ser
consideradas. Primeiro, a protoporfirina IX é mais hidrofébica, que as demais porfirinas

utilizadas neste estudo, o que pode resultar em uma forte interacdo com as fases estacionarias
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das colunas C18, levando a tempos de retencdo mais longos e, por vezes, a uma separagao
inadequada de isdmeros proximo ou simplesmente a ndo eluicdo da porfirina da
coluna(174,176) . Por isso, a escolha do solvente é critica, j& que solventes com uma alta
proporgao de agua tendem a diminuir a solubilidade da protoporfirina IX, enquanto a adigao
de solventes organicos pode melhorar sua eluicao.

Outro complicador ¢ a tendéncia de formacéo de agregados pela protoporfirina IX, que
esta relacionada a sua natureza altamente hidrofobica e de formar empilhamentos via interacGes
n-1t entre as moléculas dos anéis tetrapirrélicos. Esses empilhamentos resultam em agregados
estaveis em solucdo, particularmente em solventes aquosos, onde a solubilidade da
protoporfirina IX ja é reduzida. Como resultado, esses agregados podem comprometer a
separacao e quantificacdo cromatografica, levando a erros de quantificacdo e perda de resolucéo
(174-177).

Na metodologia de CLAE-UV e CLAE-FLD utilizada neste estudo a eluigdo dos
analitos foi feita por gradiente com metanol e solucdo aquosa de acetato de aménio e na
metodologia de CLAE-MS a eluicdo foi feita também por gradiente, mas com acetronitrila e
agua Milli Q acidificada com &cido formico. A nédo deteccdo da protoporfirina IX na CLAE-
UV pode ter sido consequéncia da formacdo destes agregados e ndo por sua auséncia na
amostra, uma vez que foi detectada via CLAE-MS.

A deteccdo da coproporfirina 111 nos cromatogramas de ions totais de todas as amostras
estudadas e os picos de absorcdo e emissdo obtidos nos espectros de emissdo e absorcdo
apontam para a predominancia da coproporfirina 11l nos extratos das porfirina extraidas das
amostras do complexo C. diphtheriae utilizadas neste estudo, reforcando a hipétese da
utilizacdo da via ndo canénica de sintese do grupo heme.

Durante muito tempo presumiu-se que a via metabdlica do grupo heme era Gnica entre
as espécies. Na ultima década ficou claro que, embora exista um nucleo inicial comum e
conservado, as etapas finais de formagéo do grupo heme podem ocorrer de duas formas. A via
mais antiga, chamada de via classica, presente em parte das bactérias Gram-negativas e
eucariotos, descarboxilam o coproporfirinogénio Il em protoporfirinogénio 1X, em seguida o
oxidam para protoporfirina IX para subsequente insercdo do atomo de ferro e formagéo do
grupo protoheme. J& na segunda via, chamada de via ndo canbnica, presente em
Actinomicetoides e Bacillotas, o coproporfirinogénio 111 é oxidado a coproporfirina Il e entdo
o ferro é inserido para a formagdo do coproheme; por fim, ocorre a descarboxilagdo do

coproheme pela enzima coproheme descarboxilase formando o grupo protoheme (152,157).
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As vias de sintese do grupo heme em procariotos ja foram identificadas, no entanto ha
desafios significativos nas anotagdes funcionais desses genes (156). A maior parte do que se
sabe hoje sobre a coproporfirinogénio oxidase vem de estudos sobre as enzimas de Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus (152) e os resultados sugerem que uma Unica enzima pode
usar como substrato o coproporfirinogénio e o protoporfirinogénio, atuando como copro ou
protoporfirinogénio oxidase, respectivamente, mas com afinidade maior pelo substrato para a
sintese de coproporfirina I11 (152,156,178).

O resultado do estudo da via metabdlica do grupo heme da amostra ATCC 27010,
anotada no banco de dados da KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) e no banco
de dados de genes do NCBI (National Center for Biotechnology Information) mostra a
multiplicidade de vias e a combinacéo hibrida de genes das duas vias (candnica e ndo canénica),
dificultando a identificacdo clara dos genes envolvidos na via metabdlica. A auséncia de estudos
in vitro que visem caracterizar quimicamente e funcionalmente as enzimas envolvidas na
biossintese do grupo heme para as espécies do complexo C. diphtheriae torna as anotacdes
destes genes um desafio ainda maior. Atualmente somente a enzima coproheme descarboxilase
de C. diphtheriae tem sua estrutura e atividade descrita numa série de 8 artigos publicados desde
2020, por dois grupos de pesquisa, um da Italia e outro da Austria (179-186), e 0 gene que
codifica esta enzima aparece anotado corretamente como apresentado nos resultados.

A anélise quimica das porfirinas extraidas das amostras do complexo C. diphtheriae
corroboram a hipétese de dupla funcdo da coproporfirinogénio oxidase uma vez que foi possivel
detectar via CLAE-EM a protoporfirina IX e a coproporfirina I11.

A andlise qualitativa dos extratos de porfirinas mostra uma homogeneidade no padrdo
das porfirinas produzidas nas amostras pesquisadas, incluindo as amostras de C. ulcerans e de
C. pseudotuberculosis. Os espectros de absorcdo tipicos de porfirinas obtidos na CLAE-UV em
outros sinais, além dos referentes as porfirinas pesquisadas nesse trabalho, sugerem a presenca
de outras porfirinas e necessita de mais investigacdes. Ja a quantificacdo da coproporfirina 111
mostrou diferencas importantes entre as amostras e aponta para uma propriedade dependente
da cepa, ndo sendo possivel correlacionar com a sua origem, capacidade de fermentagdo de
sacarose ou producdo de toxina diftérica.

O estudo da influéncia da adigdo de acido aminolevulinico (ALA) ao cultivo, na
concentracdo utilizada, mostrou que sua adi¢cdo provoca o0 aumento da quantidade de
coproporfirina Il em cerca de 2 vezes, resultado esperado, ja que o ALA é o principal precursor
desta via metabolica. N&o foi observada mudanca no padrdo de porfirinas produzidas com a

adicdo de ALA nas amostras estudadas.
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A influéncia da suplementacdo de ALA no perfil de porfirinas produzidas por bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas ja foi descrita em estudos de fotoinativacdo de
microrganismos. Para as espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foi observado que a sintese de porfirinas atingiu
seu pico em concentragdes de 1-2 mM de ALA (126,165,187). Também foi descrito que o tipo
de porfirinas produzidas varia de acordo com a duracdo da exposi¢édo ao ALA. Tempos curtos
de incubacéo tendem a acumular mais porfirinas lipofilicas, como a protoporfirina IX, enquanto
periodos mais longos resultam em uma maioria de porfirinas hidrofilicas, como coproporfirina
Il e uroporfirina 1 (126,150). Estudos futuros, com diferentes tempos de cultivo e com
concentracOes de ALA variadas, sdo necessarios para detalhar a influéncia desta suplementacéo
no perfil das porfirinas produzidas pelas espécies do complexo C. diphtheriae.

A natureza reativa do grupo heme o torna um cofator muito versatil e por isso 0s
patdgenos bacterianos dedicam uma extensa maquinaria a sua sintese e aquisi¢do do meio. No
entanto, essa reatividade também resulta em toxicidade em concentracdes excessivas e por isso
as bactérias precisam identificar e escapar dessa ameaca. Sabe-se que o ferro é um importante
sinalizador da presenca de heme no meio e que suas concentra¢des regulam a via metabolica
das porfirinas a fim de manter a estabilidade nas concentracdes deste importante grupo
prostético (188).

Em C. diphtheriae e C. pseudotuberculosis foi descrito que o ferro regula diretamente a
expressao de genes envolvidos no metabolismo do heme, como o gene hmuO, que codifica a
enzima heme oxigenase, enzima responsavel pela degradacdo do heme, liberando ferro para uso
metabdlico. Em condi¢des de alta disponibilidade de ferro, o repressor DtxR é ativado,
reprimindo genes envolvidos na biossintese de heme, como o hemA, que codifica a enzima
glutamil-tRNA redutase, presente no inicio da via metabdlica do grupo heme, para a sintese do
ALA a partir da glicina e succinil-CoA. Isso ocorre porque a bactéria prioriza a captacdo de
ferro do ambiente, utilizando heme exdgeno quando disponivel, ao invés de sintetiza-lo
internamente (115,188).

A investigacdo dos efeitos da adigdo FeSO4 na concentragéo de 0,2 pg/mL ao cultivo
provocou uma diminuic¢do na quantidade de coproporfirina Il nas duas amostras estudadas. Um
estudo prévio de influéncia da concentracdo de ferro na produgdo de porfirina por C.
diphtheriae (189) mostra que o aumento da concentragdo de ions ferro Il no meio de cultura
diminui a concentracdo de coproporfirina 111 para culturas de 7 dias. A adi¢do de ferro também
diminui a concentracdo da uroporfirina I, uma vez que néo foi detectada para a amostra ATCC

27010 nessas condicoes.
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A menor quantidade de coproporfirina I11 produzida pelas cepas nas culturas com adigéo
de ferro, aponta para a diminuigdo da sintese do grupo heme, corroborando os resultados
descritos na literatura (115,152,154,156,188,190).

A adigdo do H20- ao cultivo das amostras de C. diphtheriae provocou diminuigdo da
quantidade de coproporfirina Il produzida. O H202 é uma espécie quimica que possui 0s
atomos de oxigénio com elétrons desemparelhados e por isso é muito reativo e causador de
estresse oxidativo. Nessas condigcdes as bactérias acionam mecanismos de protecdo e genes
codificadores de enzimas antioxidantes, como a catalase, a fim de se protegerem contra as
espécies reativas de oxigénio (ERO) (191).

Um desses mecanismos de protecéo ja descritos para procariotos € o sistema OxyR, que
detecta os agentes geradores de estresse oxidativo e coordena a resposta apropriada. O OxyR é
um homotetramero que possui dois residuos de cisteinas e funciona com base no estado redox
desses residuos, podendo atuar como ativador ou repressor da maquinaria de reacéo ao estresse
oxidativo (92). Sabe-se que o regulon OxyR de E. coli compreende genes envolvidos na
expressao da catalase e peroxidases (katk, katG e ahpCF) além da biossintese do heme (hemH).
A adicdo de H20. em culturas de E. coli aumentou em até 11 vezes a expressdo do gene hemH,
presente na etapa final da sintese do heme e responsavel pela adicao de ferro ao anel porfirinico
e formacédo do protoheme na via classica e coproheme na via nao candnica (192-194). O grupo
heme é um cofator essencial das peroxidases e catalases e 0 aumento da demanda da sintese
dessas enzimas em resposta ao estresse oxidativo aumenta a necessidade da biossintese do
grupo heme e justifica 0 aumento da expressdo do gene hemH e do gene kat (catalase).

No entanto, em C. diphtheriae, o sistema OxyR atua de maneira distinta em comparacéo
com outras bactérias, como Escherichia coli. No caso de C. diphtheriae, OxyR funciona como
um repressor transcricional, especificamente inibindo a expressao do gene katA, que codifica a
enzima catalase, mesmo na presen¢a de peroxido de hidrogénio (H20:). No entanto, em C.
diphtheriae, a presenca de H20: ndo estimula a transcricdo de kat, como ocorre em outros
organismos, mas, ao contrario, a repressdo é mantida, resultando em uma menor producao de
catalase (92,93). Estudos de expressdo génica em C. glutamicum para elucidacdo do
funcionamento do sistema OxyR mostram resultados semelhantes (195,196).

Essa regulacdo incomum pode ser parte de uma estratégia de adaptacdo ao estresse
oxidativo em C. diphtheriae. A diminuicdo na expressao de katA na presenca de H.O: poderia
permitir & bactéria um controle mais refinado sobre suas respostas ao ambiente redox, talvez
evitando uma superproducéo de catalase que poderia interferir com outros processos celulares

dependentes de sinais redox. Além disso, a repressao de kat por OxyR pode ser vista como uma
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maneira de equilibrar os mecanismos de defesa antioxidante com outras necessidades
metabolicas durante a infeccéo, contribuindo para a sobrevivéncia e viruléncia da bactéria em
ambientes ricos em EROs (92,93).

Este mecanismo de regulacdo de OxyR em C. diphtheriae destaca a complexidade das
respostas bacterianas ao estresse oxidativo e a forma como diferentes patdgenos ajustam suas
vias metabolicas e defensivas para otimizar a adaptacdo ao ambiente do hospedeiro.

A diminuicdo da quantidade de coproporfirina Il nas amostras cultivadas com H20-
mostrada neste trabalho pode ser entdo uma consequéncia da diminuicdo da expressao do gene
katA, diminuindo assim a producdo de catalase e consequentemente a demanda pela sintese do
grupo heme.

Considerando o outro aspecto deste estudo, que foi a utilizacao das porfirinas produzidas
por C. diphtheriae como fotossensibilizador enddgeno para fotoinativacdo bacteriana, os
resultados mostram a fototerapia como uma alternativa promissora para o tratamento das
infeccdes causadas por C. diphtheriae. As cepas estudadas apresentaram diferentes graus de
resposta a fotoinativacdo, que foi diretamente proporcional a quantidade de coproporfirina 111
produzida pelas amostras. Esse comportamento é consistente com o observado em outros
estudos, nos quais a producdo de porfirinas, particularmente uroporfirinas e coproporfirinas,
em bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
também resultou em uma reducdo significativa da viabilidade bacteriana ap6s a exposicao a luz
fotodindmica. Em ambos os casos, a eficacia da fotoinativacdo foi correlacionada diretamente
com a quantidade de porfirinas acumuladas intracelularmente (126,155,197).

Para as trés amostras de C. diphtheriae utilizadas, foi possivel obter uma diminuicdo na
fracdo de sobrevivéncia das células de aproximadamente 10 vezes ap6s 90 minutos de
exposicdo a luz, inclusive para células sésseis em culturas sem adicdo de ALA. Esse resultado
é interessante, especialmente quando comparado a outros trabalhos, nos quais também foi
observado que bactérias em biofilmes, tradicionalmente mais resistentes, responderam de forma
significativa ao tratamento fotodindmico. No entanto, a eficacia maxima foi atingida com
tempos de incubacgdo mais longos com ALA, levando & maior sintese de porfirinas (126).

A suplementacdo de ALA ao cultivo de C. diphtheriae aumentou significativamente a
quantidade de coproporfirina Il e reduziu a fracdo de sobrevivéncia das bactérias expostas a
luz, em alguns casos em mais de 100 vezes, quando comparado as culturas sem adigdo de ALA.
Este efeito é consistente com a literatura, que sugere que a suplementacdo de ALA leva a uma
maior acumulacdo de porfirinas fotossensibilizadoras. Em estudos anteriores, observou-se um

padréo semelhante em bactérias Gram-positivas, onde a adi¢cdo de ALA aumentou a sintese de
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porfirinas e resultou em fotoinativacdo eficiente, embora, como no presente estudo, ndo tenha
sido possivel alcancar a erradicacdo completa das cepas sob as condi¢Ges experimentais testadas
(126).

Véarios autores descreveram anteriormente que a resposta a fotoinativacdo é
marcadamente dependente da cepa, tanto em bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas.
Em outros estudos, isso também foi observado, especialmente em Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, bactérias Gram-negativas que, apesar de acumularem grandes quantidades de
porfirinas, apresentaram resisténcia consideravel ao tratamento fotodindmico devido a
localizacdo inadequada das porfirinas e & estrutura da membrana externa (123,197,198).
Portanto, embora ndo tenha sido possivel erradicar completamente as cepas de C. diphtheriae
nos tempos de exposicdo e nas doses de luz estudados, supde-se que iSSO possa ser superado
com ajustes na fonte de luz, no tempo de exposicdo e nas condic¢des de cultivo. Além disso, a
variacdo na suscetibilidade das cepas observada aqui também pode estar relacionada a fatores
como a composicdo da membrana celular, os niveis e tipos de porfirinas produzidas e a presenca
de mecanismos de protecdo, como sugerido pelos resultados do presente estudo e de outros
trabalhos (126).
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CONCLUSAO

Caracterizacdo quimica das porfirinas produzidas por diferentes amostras de C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis

Os resultados mostraram que as amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis produzem coproporfirina 111, uroporfirina | e protoporfirina IX, os trés
principais intermediarios da biossintese do grupo heme. A caracterizacdo quimica realizada
através de espectrometria de emissdo e absor¢do mostra uma predominancia da coproporfirina
I entre as amostras estudadas apontando para a utilizacdo da via ndo candnica de sintese do
grupo heme, onde o ferro é inserido no anel da coproporfirina 1l e em seguida ocorre a
descarboxilacdo do coproheme formando o grupo protoheme.

A Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo evidenciou que as trés espécies utilizadas
neste estudo produzem o mesmo perfil de porfirinas confirmando a hipdtese de que esses

organismos compartilham vias metabdlicas para a sintese de heme semelhantes.

Quantificacdo das porfirinas produzidas por diferentes amostras de C. diphtheriae, C.

ulcerans e C. pseudotuberculosis

A quantificacdo das porfirinas revelou que a quantidade de coproporfirina 11 é variavel
entre as espécies e cepas estudadas, ndo sendo possivel correlacionar com a sua origem e outras
caracteristicas importantes como a capacidade de fermentacdo de sacarose ou producgdo de

toxina diftérica.

Influéncia da suplementacéo de Acido Aminolevulinico na produco de porfirinas por C.
diphtheriae
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O estudo da influéncia da adicdo de acido aminolevulinico (ALA) ao cultivo, na
concentracdo utilizada, mostrou que sua adicdo provoca 0 aumento da quantidade de
coproporfirina Il em cerca de 2 vezes, resultado esperado ja que o ALA € o principal precursor
desta via metabdlica. N&@o foi observada mudanca no padréo de porfirinas produzidas com a

adicdo de ALA nas amostras estudadas.

Avaliacéo da influéncia da suplementagdo de FeSO4 na producdo de porfirinas por C.

diphtheriae

O ferro desempenhou um papel fundamental na regulacéo da producéo de porfirinas. A
adicdo de FeSOa4 na concentragdo de 0,2 pg/mL as culturas de C. diphtheriae resultou em uma
diminuigéo da producéo de coproporfirina Il1, sugerindo que concentragdes elevadas de ferro
podem reprimir a sintese de porfirinas, provavelmente devido ao controle regulatorio do

metabolismo de heme.

Avaliacdo da influéncia da concentracdo de perdxido de hidrogénio na producdo de

porfirinas por C. diphtheriae

A presenca de peroxido de hidrogénio nas culturas de C. diphtheriae levou a uma
diminuicdo significativa na producdo de coproporfirina Ill. Estes resultados corroboram os
achados em outros estudos com amostra de C. diphtheriae e C. glutamicum cujos resultados
mostram a diminui¢éo da expressdo dos genes kat e hemH na presenca de H20», diminuindo a
quantidade de catalase e consequente demanda pela sintese do grupo heme. Esse achado sugere
gue o estresse oxidativo pode regular a via biossintética do heme nessas bactérias,

possivelmente como uma resposta protetiva contra o dano oxidativo.
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Pesquisa in silico dos genes envolvidos na biossintese da coproporfirina 111 por C.

diphtheriae

As andlises in silico das anotacGes dos genes HemG, HemH e HemQ, envolvidos via
metabdlica do grupo heme, mostra que ha problemas na anotacdo desses genes, havendo a
combinacéo hibrida de anota¢des considerando as duas vias metabdlicas descritas para 0 grupo
heme (canénica e ndo candnica). A auséncia de estudos in vitro que visem caracterizar
quimicamente e funcionalmente essas enzimas para as espécies do complexo C. diphtheriae
torna as anotagOes destes genes um desafio ainda maior. Dos 3 genes pesquisados, somente 0

HemQ estava anotado corretamente.

Estudo da utilizagéo das porfirinas utilizadas por C. diphtheriae como fotossensibilizador

em terapias de fotoinativacéo

O estudo demonstrou que as porfirinas produzidas por C. diphtheriae, em particular a
coproporfirina 11, tém potencial como fotossensibilizadores eficazes em terapias de
fotoinativacdo. Os experimentos de fotoinativagdo mostraram uma significativa reducdo da
viabilidade bacteriana, inclusive em biofilme, sob iluminacdo, confirmando a viabilidade de
aplicagéo dessas porfirinas em tratamentos de fototerapia antimicrobiana. A suplementagdo de
ALA ao cultivo bacteriano, por aumentar a quantidade de porfirinas produzidas pelas amostras,

aumenta a eficacia da fotoinativacao.
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Pomphyrins are intermediate metabolites in the biosynthesis of vital molecules,
including heme, cobalamin, and chlorophyll. Bacterial porphyring are known to be
proinflammatory and have been associated with biofilm production. This study
investigated porphyrin production by strains of Corynebacterium diphtheriae using
emission spectroscopy, high-performanes liquid chromatography with fluorescencs
detection, a diode armay deteclor, and mass spectrometry. Emission speciroscopy
revealed characteristic porphyrin emission spectra in all strains, with coproporphyrin 111
predominating. Clualitative analysis via different chromatography methods revealed
identified coproporphyrin ll, uroporphyrin |, and protoporphyrin 1X in all the strains.
Quantitative analysis revealed strain-dependent coproporphyrin 11l production. More
studies are needed to investigate the relationship between porphynin preduction and
the virulence potential of Corynebacternum diphtheriae.

To Chemistry & Biodiversity
Doctor Meghan Lucas

Dear Editorin-Chief,

We are sending the manuscript entited “Porphyrin profile and levels produced by
Corynebacterium diphtheriae strains isclated from cases of diphtheria and invasive
infecions” for publication in the Chemistry & Biodiversity under the category of
Research Papers.

In this work we camied cut the chemical characterization and quantification of
porphyrins produced by Corynebacterium diphtheriae using emission specitroscopy
and high-performance liquid chromatography with different detectors. In addition to
provide some relevant information about the infections caused by Corynebacterium
diphtherize, we discussed the matabolism of the heme group and its possible
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Porphyrin Production by Corynebacterium diphtheriae

Strains from Clinical Isolates

Gabriela Batista Alves,™< Ménica Regina da Costa Marques Calderari,™
Eduardo Munes da Fonseca,™ Louisy Sanches dos Santos,”™ and

Ana Luiza de Mattos-Guaraldi®=

Porphyrins are intermediate metabolites imvolved in the biosyn-
thesis of vital molecules, incduding heme, cobalamin, and
chlorophyll. Bacterial porphyrins are known to be proinflamma-
tory and are associated with bioflm formation. This study
investigated porphyrin production by strains of Conmebacte-
ance liquid chromatography with flucrescence detection, diode

Introduction

Corynebacterium diphtherige is the main causative agent of
classic respiratory and cutaneous diphtheria, a toxemic disease
whose prevention depends on the implementation of effective
immunization programs wsing diphthera togoid vacdnes. In
recent decades, the increasing number of atypical infections
caused by non-diphtheria toxin (D7) producing and DT-
producing C diphtherise strains in partially or non-immunized
individuals (adults and children) has become a matter of
concem, induding invasive infections such as endocarditis and
pneumonia™ ™ Despite all relevant knowledge acquired in
different aspects concerning clinical, epidemiological, laborato-
rizl, and pathogenic properties over the last years, eradication
of C diphtherice diseases has not yet been achieved.

Reported studies that first described the production of
porphyrins by microorganisms date back to the 19205
Porphyrin is a class of cydic organic compounds consisting of
four pyrrole rings connected by a methylene group.

These molecules are part of the heme group metabolic
pathway and are derived from a common precursor, S-amino-
levulinic acid (ALA)L and their synthesis follows a common
pathway between prokaryotes and eukaryotes for several
steps™" The production of porphyrins is regulated by the ALA

lal G. B Ales, L 5 dos Santos, A L de Mottos-Guoraldi
Laboratory of Diphtheria and G terio of Clinical Relevance, Rio de
Janeiro State University, Av. 38 de Setembro, 87 - Fundos, 2 andar, Wil
Isabed, R CEP 20 551-030, Braxi
E-mait: aquardidisgmail com
Ib] MR o C M. Colderari, E. N da Fonseca
Analytical Center Fernanda Coutinba, Rio de Janeio State University, R Sao
Francisco Xavier, 524 - Marecand, Ric de Jeneiro, R CEP 20550013, Brazil
lc] & B Alves
General and Inorganic Chemistry Lok . Federal Institute of Education,
Science and Technology of Rio de Janeiro, Rva Senador Furtads, 121,
Maracang, Rio de Janeiro, R CEF 20270-021, Eraxi
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revealed characteristic porphyrin emission spectra in all strains,
with coproporphyrin il predominating. Cualitative analysis by
different chromatographic methods identified coproporphyTin
I, wroporphyrin |, and protoporphyrin X i all strains.
Cuantitative analysis revealed strain-dependent coproporphyTin
Il production. Further studies are required to investigate the
relationship between porphyrin production and the wirulence
potential of Corynebacterium diphtherioe.

concentration and high levels of exogenously added ALA may
lead to the accumulation and secretion of porphyrins. The
heme group is involved in almost all major metabolic and
respiratory processes found in biological systems. For a long
time, it has been accepted that eukaryotes and prokaryotes use
the same metabolic intermediates in their heme synthesis
pathways, with protoporphyrin being the final intermediate
into which iron is inserted to produce protoheme. However,
recent years studies have shown that in Firmicutes and Actino-
bacteria iron is inserted into coproporphyrin [l instead of
protoporphyrin as an  intermediate as observed in other
prokaryotes and eukaryotes,™™

From a prokaryotic perspective, the ability to make modified
tetrapyrrobes enriches metabolic capacity and provides ecolog-
ical advantages, allowing the host to rapidly switch between
environmental conditions and these differences make heme
biosynthesis a potential target for new  antimicrobial
compounds.™ ™

Most human pathogens have the capadty to synthesizing
the heme group. However, the contribution of heme synthesis
to the pathogenesis of bacterial pathogens is little studied. In 5.
aureus, heme biosynthesis is essential for causing disease.
Mutants lacking heme biosynthesis genes show significant
defects in colonization and virulence. This highlights the
insufficiency of heme acquisition alone for organ colonization.
Additionally, other pathogens identified through transposon-
sequencing and molecular docking studies studies also require
heme biosynthesis for effective infection.™™

The first research report on porphyrins produced by C
diphtherioe observed the presence of red and fluorescent
pigments in the filtrates from cultures of this microorganism ™"
Subsequently, the influence of iron concentration in the culture
medium on porphyrin production by O diphtherige  was
verified™ Additional analyses of the absorption bands of
diphtherial porphyrins suggested that C diphtherige strains
produce 98-90% coproporphyrin Il in addition to wroporphyTin

© 2074 Wikey NVHCA AG, Purich, Switrorand
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| and one other umcharacterized type™ In the 1980%,
fluorescence assays by using Wood's Lamp based on porphyrin
production were reported by our research group as a movel
approach for the routine screening of C diphtheria.™

Studies on the use of siderophores by C diphtherige as a
virulence factor showed a relationship between the concen-
tration of siderophores and the porphyrins produced by
bacterial strains, indicating its role as a cofactor of iron-
dependent enzymes.™

To date, there is limited knowledge regarding porphyrins
and the metabolism of heme group in C diphtherige. Additional
qualitative and quantitative studies are necessary to character-
ize these porphyrins, to elucidate this important metabolic
pathway, and to shed light on the vinulence factors used by C
diphtherige strains involved in different types of infections
worldwide, independent of DT production.

The aim of this study was to investigate the presence and
levels of the main intermediates in heme group biosynthesis
[coproporphiyrin lll, uroporphyrin | and protoporphyrin [X)
produced by C diphtheripe strains without and with ALA
supplementation using emission spectrometry and high-reso-
lution chromatography coupled with flucrescence, UV absorp-
tion and mass spectrometry detectors.

Results and Discussion

Effect of 5-Aminolevulinic Acld Supplementation on
Porphyrin Production

The effects of ALA supplementation on porphyrin production
was evaluated in ATCC 27010 and HOD4 strains. The strains
were grown under the same conditions in media without ALA
supplementation and with ALA supplementation at a concen-
tration of 2.0 mM. Porphyrin extracts were analyzed by emission
spectroscopy, HPLC-M5 and HPLC-DAD.

The use of emission spectroscopy demonstrated the pres-
ence of porphyrins in all two O diphthenige strains tested and in
both cultivation conditions, with similar and characteristic
emission spectra with two emission peaks in the region of
600 nm and 650 nm, as shown in Figure 1. The addition of ALA
enhanced the fluorescence intensity of the emission peaks,
demonstrating a significant increase of porphyrin production by
C. diphtherige tested strains with the addition of ALA to culture,
however the wavelength of the emission peaks did not change
(Table 1)

The HPLCMS analysis detected the presence of m'z ratio
signals for coproporphyrin Il ([M -+ H] " = 655)., uroporphyrin |
(M +H]* =830}, and protoporphyrin X ([M-+H]* =563} in all
two strains of C. diphtherige tested and in both cultivation
conditions as shown in Table 2.

Analysis of porphyrin extracts from C diphtherige strains by
HPLC-DAD confirmed the presence of coproporphyrin Il and
uroporphyrin | in all two of C diphtherige strains tested and in
both cultivation conditions. Protoporphyrin [ was not detected
in any of strains as shown in Table 3.

Chem. Siodieraly 2024, c202401011 (7 of 10}
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Figure 1. Emission spectra of porphynin extracts in HO 5% of C diphtiserioe
ATCOC 37010 and HODA straims cultured in the absence and presence of ALA
{2 mM}. Emissicn specira were obtained at an excitation wavelength of
3598 nm and an emission wavelength of 591 nm.

Table 1. Emissicn peak lengths of porphy d= in HOl 5% and
porphyrin extract from C diphthenise straims in HO 5%. The strains were
cultivated in the absence and presence of ALA (2 mML The emizsion
spectra were chtained 2t an exctation wavelength of 399 nm and an
emission wavel=ngth of 591 nm.

Proaphyrins Emiszion peaks (nm)
| Caproporphyrn 1l " 596 &9
Protaparphyrin IX 05 £52
Uroporphyrin | 00 643
ATCC 27010 595 €50
ATCC 27010 with ALA 595 643
M4 596 648
596 643

HIC04 with ALA

Table 2. Retertion time of porphyrin standards and extract of porphyrins
produced by C. diphtherise ATCC 27010 and HODM strains cultured in the
absence and presence of ALA (2 m) according to HPLC-MS.

Standard Uraparpheyrin | Copropoaphyrin Protoporphyrin

Bacterial precursor ion Il precursor ion IX precursor ion

Strains IM HI'—B30  [M | H]'—E55 M} H]' =563
{miin} [rmiin (miri)

Standard 10.83 15.74 I8AT

ATCOITAO 10.87 15.74 JRAE

ATCOITAO 10.86 15.69 J845

with ALA

HCD4 10.85 157 1843

HCD4 with 10.86 15.70 1843

ALA

Ouantification of coproporphyrin Ml by HPLC-DAD shows
that the addition of ALA increases the amount of coproponphyr-
in Ml by about 2-fold for the two strains studied, as shown in
Figure 2. The calibration curve and the results of the validation
method used in this analysis are shown below in the saction on

the quantitative analysis of the porphymins produced by the

© 2074 Wiley VHCA &G, Purich, Switrorland
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Table 3. Retertion time of in standards and extract of porphyrins| | Table 4. Emission pesk of porphyrin standards and extracts

produced by C diphtherioe ATCC 27010 and HOM strains culured in the
absence and presence of ALA (2 mM) according to HPLC-DAD.

{2 mM). Emiszion spedira were obtained at an excitation wavelength of
I nm and an emission wavelength of 591 nm. Standards and extracts

Standard/Bac- Uroporpévyrin Coproporphyrin Protoporphryrin were in 55 HCL
terial Strains 1 m o
{mmiin} {min} {rmiin} Standard/Bactesial Strains Emitssions peaks (nm)
Standards 575 am 1.7 Coproporphyrin lll standaed 556 E45
ATCCI0I0 5.80 an Not detect Protoporphyrin X standard 605 52
ATCCII0 57% an Not detect Uroporphyrin | standard 600 E45
with ALA ATCC 27010 585 &50
HOD4 5.80 an Not detect ATCC 27012 o5 50
HOD4 with 57% an Not detect W 504 E51
ALK
HOO2 504 51
HOO2 504 51
HOD2 504 51
16 jad HIC04 556 648
E 14 HI0G 555 650
By 114
k] TR 504 E4E
=
- . TRIOZ 585 650
Eoa L] 062
g 06
2
[
E 2 —— Protoparphyrin 1€
oo B0 Coproparphyrin Il
ATCC2TM0 ATCC 27000 HC04 HOD4 with AL& = Uraparphyrin |
Wih ALA A 500
- m— HLS skram
StrainsCultive conditions .@
8
3
Figure . Cuantification of coproporphyrnin il produced by C diphtheriae =
ATCC 27000 and HOM strains cultured in the absence and presence of ALA a
{2 mM). Quanitification was performed by HPLC-DAD at the wavelength of 5
400 rim. P, coproparpheyrin lIL a
5
i

strains used in this study. Supplementation of ALA in the ATCC
7010 and HODM culture strains resulted in a proporticnal
increase in the production of coproporphyrin W, while the
profile of the porphyrins under investigation remained wnal-
tered.

Qualitative Analysis of Porphyrin Production by C. diphtherige

The chemical characterization of the porphyrins produced by
corynebactenial strains upon ALA supplementation (2 mM) was
performed using emission spectroscopy and high performance
liquid chromatography (HPLC) coupled to the following
detection systems: mass spectrometry detector (HPLC-MS)
multipath detectorflucrescence detector (HPLC-MWD-FD), and
dicde amay detector (HPLC-DAD). Emission spectroscopy
showed the production of porphyrin in all C. diphtherige strains
studied, presenting similar and characteristic emission spectra
of porphyrins,™™ with two emission peaks in the regicn of
600 nm amd &50 nm (Table 4). The analysis of the emission
spectra obtained indicates the predominance of coproporphyr-
in I, however, these analysis does not allow identifying the
presence of other porphyrins in the extracts (Figure 3).

Chem. Bindbeersity 2024, c2024010171 (2 of 10}

Wavelenght (nm)

Figure 3. Emission spectra of the porphyrin dication standards and the:
pomphyrin extracts of C. diphtherise HOD3 strain cultvated with ALA addition
{2 mMj). Emissicn specira were obtained at an excitation wavelength of
3598 nm and an emesion wavelength of 591 nm. Standards and extracts
were in 5% HOL

The analysis of the extracts from C diphtherise strains by
HPLC-FD' detected not only coproporphyrin Il but  also
uroporphyrin | in all the strains studied. In addition, proto-
porphyrin [ was detected in only 2 of the 9 strains studied
[Tabde 5). A typical HPLCFD chromatogram of the HCO3 strain
and standards is shown in Figure 4.

The use of the DAD detector confirmed the presence of
coproporphyrin 0l and wroporphyrin | in all strains tested.
Howewer, protoporphyrin X was not detected in any of them
(Table &6). A typical HFLCDAD chromatogram obtained from the
porphyrin extract of HCO3 strain is shown in Figure 5.

The HPLC-MS analysis detected the m/z ratio for CPII ([M +
HI* =655.5) and the doubly charged parent ion (M +2HF* =

© 2074 Wikey NVHCA AG, Purich, Switrorand
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Bacterial I m I
Standards (%] Tz 14.02
ATCEC 27010 .58 1081 Mot detect
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HCO4 .59 082 Mot detect
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Figure 4. HPLC-WMWD-FD chromatograms. Chromatogram A, B and C are
representative of uroporphyrin |, coproparphyrin il and protopanphyrin (X
standards respectively and chromatogram D is representative of porphyrin
extract from C diphtheriae HOIZ strain cultivarted with ALA addition (2 mM).
PPIX, pratoparpivyrin X (P, coproporphyrin lIl; UPI, urcporpinenin L

3785) in Total lon Chromatogram (TIC) and specific ion
monitoring for all strains studied. Protoporphymin I and

Chem. Siodhersity 2024, 202800071 (4 of 10}
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Figure 5. HPLC-DAD chromatogrames. Chromatograms A, B and C are
r\qxuenml:fl.lqmrph,ml coproparphryrin 1l and pmbnpm'pl'lynnll
standards and chromatogram D is representatve of

extract from C diphtherige HOD2 strain cultivated with ALA addition (2 mM)L

PPIX, protoporphyrin I CPI, coproponphyrin lIl; UM, wopoaphynin L

urcporphyrin | were not detected in the TIC of any strain.
Howewver, upon specific ion monitoring, the presence of their
ions was detected as shown in Table 7. The chromatograms
related to HPLC-MS of the C diphtheriae HCD4 strain are shown
in Figure 6.

Qualitative analyses of porphyrin production revealed that
the tested C diphtherige strains (n=19) produced coproporphyr-
in NI, protoporphyrin (X and uroporphyrin L This property

© 2074 Wiley VHCA AG, Purich, Switrorland
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Table 7. Retention time {min} of porplvyrnin standards and extract of [ from L. dipht strains cultivated with ALA addition (2 mM], according to
HPLC-MS.
Standard/Bacterial Strains Urcporphnyrin | ‘Coproporphyrin Il precursar ion Protoporphyrin [ precursar ion
precurscr ion [M | H]' —820 IM ) H" =655 [M | HI' —562
(mmiin) {min} {mini)
Standard 1063 1574 EAT
ATCC 27000 Mot detect 1571 IBAE
ATCC 27002 Mot detect 1571 JE52
HC Mot detect 1575 JB50
HODZ2 Mot detect 157 B
HCOD2 Mot detect 157 IEA9
HCD4 1082 1572 JB50
HCDG T0.B% 1572 JB50
TR4DZ Mot detect 1573 JE52
TR Mot detect 1574 JB50
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Figure &. HFLC-M5 mmmmgmnfﬁbepuphrm Eﬂ'hactﬁuncdp'm‘mml-mm cultvated with ALA addition (2 mM). Chromatogram A &

mptummnfunpuﬂynnlljmlhllHl 830); ch

af copt

togram B is
representative of protoporphyrin ion [M 1 HIY ¥

shown to be independent of DT production, as confirmed by
ATCC 27010 [DT-negative) and ATCC 27012 (DT-positive) strains
used as controls.

Coproporphyrin Il was identified in all strains and in the
different analytical technigues used, indicating its quantitative
predominance in comparison to the other porphyrins studied.

The HPLC-DAD chromatogram showed other signals with
absorption spectra typical of porphyrins™ with a maximum
absorption band (called Soret) close to 400 nm and four other
smaller bands (alled O bands) in the region of S00-700 nm

Chem. Sodieraly 2024, c202401011 (5 of 10§

P r,mllli:m[llll-ll 655) and the chromatogram Cis

ﬂFPﬁ.pmbnpm'phynn[l.EPl,mpmpurpl‘m‘m lII; UP, wroporphyrin L

(Figure 7). This finding suggests the presence of porphyrins
other than those investigated in this work.

Quantitative Analysis of Coproporphyrin Il Produced by C
diphtherige

Due to the predominance of coproporphyrin Il in the extracts
obtained from C diphtherige strains, calibration curves and

© 2074 Wiley VHCA &G, Purich, Switrorland
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validation of the method for its quantification by HPLC-DAD
were performed.

The linearity of the calibration curves was high, demon-
strated by the correlation coefficient (R) being higher than 0.99
for both curves, as shown in Figure 8. The LOD was determined
to be 0.27 ug and the LOQ was determined to be 0.82 ug. The
standard dewiation (SD) for calibration curve A was
+0.60329 ug/ml and for curve B was + 034159 uyg/mL.

The quantification of coproporphyrin I produced by
corynebacterial strains upon ALA supplementation (2 mM)
revealed significantly different values among the strains used in
the study, as shown in Figure 9.

CPI pg/ml

Discussion

C. diphiheriae strains

Many biological processes depend on the heme prosthetic

“’"‘9 2 nhm;adlnon' GI m’m‘mﬁﬁnci—mnm group present in essential proteins, such as globins, peroxidases
hmnMnmmWﬁmﬁﬂ
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amd cytochromes. During infection, bacterial pathogens must
acquire heme from the host or synthesize hame.

With a few notable exceptions, including Bartonella hensoee-
Ia, Enterococcus foecalis, Hoemophilus influenzee, and Streptococ-
cus spp. most human pathogens encode complete heme
bicsynthetic pathways.™ ™ However, the contribution of heme
synthesis to the pathogenesis of bacterial pathogens remains
largely unexplored. For Stophylococcus aurews, whose reliance
on heme acquisition during infection has been well established,
it is mow clear that heme biosynthesis is essential to cause
disease in murine models of infection. Studies using mutants
for genaes involved in heme biosynthesis showed a reduction in
colonization and bone destruction in @ murine model of
osteomyelitis."™" Similar studies using gene silencing of the final
steps of the heme metabolic pathway in Brucella, Pseudomonas
oeruginosa and Acinetobacter boumannii have also shown a
decrease  in  colonization capacty in different  murine
tissues P

Initially, it was generally accepted that the heme metabolic
pathway was conserved among organisms with the final step of
the pathway consisted of the insertion of iron into proto-
porphyrin X producing protoheme. Howewver, during the last
decade, the studies hawe reported that Actinobacterio and
Firmicutes use a different metabolic pathway, called the non-
canonical pathway, which is able to synthesize heme through
the oxidation of coproporphyrinogen to coproporphyrin 0l and
the insertion of ferrous iron to form  Fe-coproporphyrin
[coproheme) with subsequent decarbowylation of coproheme
and protoheme formation.® '™ These differences in heme syn-
thiesis strategies between Gram-positive bacterial pathogens
amnd the human host offer the potential for bacteria specific
therapeutics that disrupt heme synthesis while preserving the
host metabolic pathway.

A previous study showed that the addition of ALA at
concentrations of 1-2 mM to oultures of Stophylococous qureus
and Staphylococous epidermidis resulted in a significant increase
in porphyrin synthesis. Cultures without ALA supplementation
did not produce detectable amounts of porphyrins, indicating
that ALA supplementation is essential to induce the porphyrin
biosynthetic pathway in these bacteria. The study shows that
the profile of porphyrins produced changes according to the
concentration of ALA used in the medium. Howewver, copropor-
phyrin Hl was the predominant porphyrin at all concentrations
studied ™ The analysis of the profile of porphyrins produced by
Propionibacterium. acmes showed a predominance of protopor-
phyrin X in cultures to which no ALA was added, indicating
that the bacteria preferentially accumulate protoporphyrin in
this case. However, the addition of ALA at a concentration of
1.8 mM was observed to increase the proportion of copropor-
phyrin ll and urcporphyrin 17

The results of the present analysis of the porphyrin extracts
showed homaogeneity in the pattern of porphyrins produced,
with a predominance of coproporphyrin [ll in all C diphtheriae
strains tested and in cultures without and with ALA supplemen-
tation, suggesting the use of the non-canonical pathway for the
synthesis of the heme group by this spedes. Further studies,
including research into the copro-heme and proto-heme groups

Chem. Sodieraly 2024, c202401011 (7 of 10§

are required to elucidate this process for C diphtheriae and
other Corynebacterium species.

Although the coproporphyrin Bl was predominantly pro-
duced by all the C. diphtherige strains tested, the results of the
quantitative analysis of coproporphyrin [l production demaon-
strated a strain-dependent propriety that was not directly
comrelated with the origin, biowvar, sucrose fermentation or DT
production abilities. Porphyrin production has been associated
with biofilm formation by a variety Gram-positive and Gram-
negative human pathogens and in influencing the host immune
response. A study invohling the nasal and skin microbiota
showed that coproporphyrin [l production by Propionibacte-
num spp. induced aggregation and biofilm formation in 5
ourews samples and mediated the interspecies relationships in
the skin microbiota. The production of coproporphyrin I by
Propionibacterium also seems to stimulate the production of IL-
B by keratinocytes, which has been shown to influence the host
immune response™ ™ A variety of C diphtherige strains
isolated from clinical cases can form biofilm on different types
of surfaces™*" There is considerable evidence to justify the
need for further studies to elucidate the role of porphyrins in
pathogen-host interactions. The chemical characterization of
these molecules represents a crucial initial step in this direction.

Conclusions

This study elucidates the porphyrin production profiles of C
diphtherige strains isolated from diphtheria cases and invasive
infections and grown without and with the addition of ALA
(2mM). Through a comprehensive analysis using emission
spectroscopy and  high-performance  liquid chromatography
coupled to different detectors, we identified coproporphyrin (1,
uraporphyrin | and protoporphyrin KX in all the strains cultivated
with 2 mM ALA supplementation ALA and in the two strains
that were cultivated without ALA. The addition of ALA to the
culture medium at a concentration of 2 mM caused an increase
in the amount of porphyrin produced in the two strains used.
The pattern of porphyrins examined was not altered by ALA
supplementation.

Thee quantitative analysis performed in this study suggests a
strain-dependent production of coproporphyrin W, highlighting
the heterogeneity of porphyrin levels in between C diphtherige
isolates. Despite the variation in the amount of coproporphyrin
. the predominance of coproporphyrin Il was consistent
BCross strains, suggesting a potential dependence on the non-
canonical heme synthesis pathway. Previous research has linked
porphyrin production to biofilm formation and modulation of
the host immune response in other bacterial species. Con-
sequently, further research is needed to elucidate the role of
porphyrins in the C diphtherice pathogenesis and  their
potential as therapeutic targets.

© 2074 Wiley VHCA AG, Purich, Switrorland
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Experimental Section

Bacterial Collection

C diphtherige strains used in this investigation, origin, dlinical and
microbiological features are presented in Table 8.

Experiments were performed with microorganisms from  stock
cultures and grown in Trypticase Soy Broth (TSE; Difco Laboratories,
USA) at 37°C for 48 h Clinical samples were previously isolated
from dlinical specimens and identified as C diphtherae in the
Labsoratory of Diphtheria and Conmebacteria of Clinical Importance,
Faculty of Medical Scences, State University of Rio de Janeiro
(LDCICUERD, the Collaborating Center and Reference for Diphthe-
ria Research/Ministry of Health, Brazil. Stock cultures in TSE medium
supplementad with 20% ghycerol were maintained at —70°C

Culture Conditions and Porphyrin Extraction

For each strain, 3 mL inoculum was prepared for each sample in
T5E with an optical density at &00nm (ODg, of 03 and
subsequently inoculated in 50 mL of T5B supplemented with 2 mM
S-aminulevulinic acid (ALA; Sigma-Aldrich, USAy and incubated at
37°C for Sdays. The bacterial growth was then estimated by
measuring the ODw For the preliminary test to investigate the
effect of ALA on porphyrin production, a culture was also carmied
out under the same conditions with the culture medium without
ALA supplementation.

Porphyrins were then extracted from each bacterial suspension by
using 25ml of ethyl acetatelacetic acid (Sigma-Aldrich, USA)
solution (1:4 whn and transferred to a Sml of 5% HO (Sigma-
Aldrich, USA), as previously described™ " Porphyrins were col-
lected for both spectroscopic and chromatographic analyses.

Preparation of Porphyrin Standard Solutions

Thiz porphyrin standards used included woponphyrin | (UP) (Sigma-
Aldrich, USA) coproporphyrin Nl (CPIl (Santa Cruz Biotechnology,
U5A) and protoporphyrin [X (PPIX) (Sigma-Aldrich, WSA), which
were dissolved in 5% HCl and remained stable for at least 24 h.

Spectrofluorometric Analysis

Emission spectra were acquired wsing an Agilent Cary Eclipse
fluorescence spectrometer (Agilent Technologies, USA) equipped

with xenon flash lamp (80 Hz). The instrument was operated with
an excitation wavelength of 399 nm and an emission wavelength of
581 nm. The width of the emission slit was adjusted to 20 nm and
that of the excitation beam to 1.5 nm.™® The wavelength accuracy
is 1.5 nm and quartz cuvettes with an optical path of 1.00 cm wers
used.

High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) Methods

All methods wsed during the present study were performed based
on previously described assays™ with modifications  detailed
below. The porphyrin standards wsed in HPLC methods were the
same as those previowsly described for the spectroscopic analysis.

HPLC-M5 assays were performed by using PerkinElmer Altus Ultra-
high-performance liquid chromatography (UHPLC) systems (Perki-
nElmer, USA), including an awtosampler, 3 column tempersturs
controller, interfaced with an Altus 50 detector mass spectrometer
and an Alus UPLC BEH (18 column (5 pm  partiche sine;
21150 mm, PerkinElmer, USA) and connect to Empower 3.0
software (Waters Corporation, USA). The column temperature was
30°C, and the porphyrins were separated by a & min gradient
elution and a two-component mobile phase consisting  of
acetonitrile as solvent A and Milli-0 water acidified with formic acid
0% (Sigma-Aldrich, USA) as sohent B. Gradient elution com-
menced wpon injection at 5:95 (A:B, which was changed to 100:0
(A:B) in 30min and returned to initial conditions within 32 min.
The column was allowed to equilibrate for 5 min at 5:95 (A:B)
before the next injection and the flow rate used was 0.3 mL/min,
with a maximum flow rate of 0.5 mL‘min. The capillary voltage was
35 kW, with a cone voltage per tune, a desolvation temperature of
A50°C, a source temperature of 150°C, a camier gas flow (nitrogen)
of 800 L' and in the cone rate of 40 L'h. Continuum data were
acquired in the positive ion mode, the ratios of mass (m'z) of 563
(PPIX), 655 (OPIly and &30 (UPl were monitored and the total ion
chromatograms were verified.

HPLC-MWD-FD assays were performed by an Agilent 1200 Infinity
chromatograph system (Agilent Technologies, USA), which included
an autosampler, and a column temperature controller, equipped
with a multi-length whraviolet (UVy detector and a fluorescence
detector connected to Agilent ChemStation software (Agilent, USA).
Porphiyrins were separated on an ACE C18 Ag columin (5 wm partichs
sive, 25046 mm, Advanced Chromatography Technologies Lid.,
Aberdesn, Scotland). The mobile phase was composed of methanol
as solvent A and ammonium acetate as solvent B. Gradient elution
commenced wpon injection of 20:80 (A:B), which was changed to

Table B. Origin, dirical and microbislogical features of . diphtheriae strains used in this shudy.

Strain Biowar Origin

ATCCH 27000 mitis Type strain from the ATOC
ATCCH mitis Strain Reference from ATCC
Tz

HCO mitis Endocarditis {bood samiple)
HCO2 mitis Endocarditis {bood samiple)
HC02 mitis Endocarditis {bood samiple)
HCD4 QoS Endocarditis {blood samiple)
HCD6 QoS Endocarditis {blood samiple)
TR241 mitis Clamsic respiratory diphtheria
TRAOZ barifanti Preumaonis {lung

Diphteria toxin production™ Sucmose fermentation

BATOC, American Type Cutture Collection {USA). ™ Diphtheria towin production assessed wsing Blek's test.
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50:50 (A:B) in 3 min, 100:0 (A:B) in 7min and betwesn 10 to
17 min the initial conditions of 20:80 (A:B) were maintained. The
column was allowed to equilibrate for 3 min with 20:80 (A:By
befiore the next injection and the flow rate wsed was 0.7 mlL‘min.
Thie column temperature was 30°C. The excitation and emission
wavelengths used in the fluorescence detector were 395 ad
630nm, respectively, and the PMT gain factor of 13. With a
multichannel UV detector, the wavelength (&) of 400nm was
muonitored.

HPLC-DAD experiments were carmed out by an Agilent 1200 HPLC
instrument (Agilent Technologies, USA), induding an autosampler,
a column temperzsture controller, and a dicde amay detector,
connected to Agilent Chem5tation software. Porphyrins  were
separated on @ Hypersil Gold C18 column (5 um particle size;
25«46 mm, Thermo Fisher Scientific Inc, USA). The elution
conditions were the same as those used for HPLC-MWD-FD, the
wavelength of 400 nm was monitored and UV spectra between
190 nm and 640 nm were recorded.

Quantitative Analysis

Quantitative analysis was camed out by HPLC-DAD wusing the
methodology desoribed above. From a stock solution of 1000 pg!
ml of coproporphyrin Il in 5% HCl, two different calibration curves
were prepared: (A) one from 2 to 10 ug'ml and (B} a second from
10 to 50ug'ml Both curves were performed in iriplicate.
Chromatographic peak area abundances (based on HPLC-DAD
chromatograms) were obtained wsing ChemStation software (ver-
sion 101, Agilent Technologies), where the peaks were integrated
and exported to Microsoft Bocel for quantification. Statistical
analysis was camed out by the Adtion 5tat software and using the
linearity study (Ordinary Least Squares Method) and the Limit of
Detection (LODY, and Limit of Quantitation (LOQ) were caloulated.

Qualitative Analysls

The identity of the porphyrins present in the samples was obtained
by comparing the signal retention times (all HPLC methods), mass
ratios ymvz) (HPLC-MS), absorption spectra (HPLC-DADy obtained
and emission spectra for the porphyrin extracts and for the
standards used.
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Abstract

Photodvnamic inactivation has emerged as a promising approach to combat bacterial
infections by using light activation of photosensitizers to induce microbial death This
study investigated the potential of endogenous porphyrins produced by Coryvnebacterium
diphtheriae as photosensitizers for photodynamic inactivation Qualitative analysis
revealed the presence of porphyrins in all strains studied, with coproporphyrin IIT
predominating. The addition of 5-aminolevulinic acid enhanced porphyrin production as
evidenced by increased fluorescence intensity. In addition, high-performance liquid
chromatography with diode array and mass spectrometry detection analyses confirmed
the presence of coproporphyrin I and protoporphyrin I in all strains and the 5-
aminolevulinic acid supplementation did not alter the porphyrin profiles. Quantitative
analysis showed that strain-dependent coproporphyrin I levels were significantly
increased with S-aminelevulinic acid supplementation Additionally, biofilm formation
was positively correlated with porphyrin production, suggesting a role for porphyrins in
biofilm formation. Photoinactivation experiments showed that the strains responded
differently to light exposure, with 5-aminolevulinic acid supplementation reducing the
time required for significant CFU/mL reduction. In addition, biofilm survival exceeded
planktonic cell survival, highlighting the challenges posed by biofilm structures to
photodynamic inactivation efficacy. Despite the variable responses observed, all strains
exhibited a reduction in viability following light exposure, demonsirating the potential of

endogenons porphynins for anfimicrobial photoinactivation applications.

Keywords

Antimicrobial agents, biofilm, Corynsbacterium diphtheriae, photoinactivation,

porphyrin
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Corynebacteritam diphtheriae is the cauvsative agent of classic respirafory and
cutaneous diphtheria, a toxemic disease whose prevention depends on the implementation
of effective immunization programs by using diphtheria foxoid vaccines. In addition to
diphtheria, systemic infections, often caused by non-diphtheria toxin producing strains,
are increasingly observed. Cases of infections due to C. diphtheriae strains expressing
resistance fo antimicrobial agents used in therapies have been also reported (1-4). These
facts demonstrated the relevance of additional research concerning innovative strategies
for treating different types of infections cawsed by this pathogen independent of

diphtheria toxin production and also to support antimicrobial therapies.

Photodynamic inactivation (PDI) of bacteria has been shown fo be an efficient
antimicrobial approach for killing antibiotic-sensifive bacteria as well as multidmg-
resistant bacteria. The PDI technique uses the ability of photosensitizing molecules
which, when exposed to visible light, produce reactive oxygen species (ROS) responsible
for the oxidation of many biological molecules (enzymes, proteins, lipids, and nucleic
acids) causing the death of the target pathogen (5-7).

Previous reported studies have shown that porphyrins are efficient photosensitizers,
due to their physical and chemical characteristics of absorbing light in blue part of the
electromagnetic spectmim and are capable to transfer this energy to oxygen and generating

reactive oxygen species such as hydrogen peroxide and oxygen radicals (8—11).

Porphynins are intermediate metabolifes in the biosynthesis of vifal molecules as
hemeproteins. The heme group is essential to the function of these proteins, which are
involved in energy generation by the electron transport chain, detoxification of host
immmne effectors, and other processes. The 3-aminolevulinic acid (ALA) is the early
precursor of heme group from bacterial and eukaryotic cells. The production of

porphyrins 1s regulated by ALA concentration. High levels of exogenously added ALA
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may lead to the accumulation and secretion of porphyrins that may be used as endogenous

photosensitizer {12-14).

For a long time, it was accepted that eukaryotes and prokaryotes used the same
metabolic intermediates in their heme synthesis pathways, with protoporphyrin being the
final intermediate into which iron was inserted to produce protoheme. However, studies
reported in recent years have shown that in Actinomycetes and Bacillotas, iron 15 inserted

into coproporphyrin ITT, but not into protoporplyrin (13,15).

In the United States of America, during the year of 1930, the first reported research
describing porphyrins produced by C. diphrherine observed the presence of red and
fluorescent pigments in filtered cultures (16). In the United Kingdom, during the year of
1948, a reported study demonstrated the production of coproporphyrin IT by C
diphtherige strains (17). In Brazil, fluorescence assays by using Wood Lamp due to
porphyrin production were reported as a novel approach for screeming of O diphtheriae
strains during laboratorial diagnoses procedures in the 1980's (18). Chemical analysis of
porphyrin extracts carried out in a recent study with strains of C. diphtherine showed the
predominance of coproporphyrin IIT in all tested strains. Furthermore, quantitative
analysis revealed that ATA supplementation increased the amount of coproporphyrin IIT

produced (19).

Photoinactivation using the endogenows production of porphyrins used as
photosensitizers molecules that have been shown to be an effective for a variety of Gram-
negative and Gram-positive bacteria (20). Studies have reported results for
Propionibacterium acnes i the freatment of acne (21,22), in ulcers associated with
Helicobacter pylovi (23-25), and with Salmonella enferica strains (26). In rat models,
photodynamic inactivation with ATA addition (ALA-PDI) has also been emploved in

vivo for the freatment of osteomyelitis with 5. aureus infections (27,28).
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There is a variety of responses to photodynamic therapy among the different species
of bacterial pathogens, meluding total eradication and absence of effect from exposure to

adequate light Gram-negative bacteria are generally more resistant to PDI treatment.

LT =T BV Iy = R P I - FE Y N ]

10 This can be explained by the difference in the stmuctures of their outer membranes
compared to those of Gram-positive bacteria. It is generally accepted that the
15 peptidoglycan layer of Gram-positive strains has a mmch higher permeability than the
17 outer membranes of Gram-negafive bacteria, facilitating the absorption of ALA

19 molecules and the flow of porphivrins produced by the investigated pathogen (14.29).

22 The aim of this study was to verify the potential of coproporphyrin I produced by C.
diphiherine strains as a photosensitizer employing ATA and to correlate the degree of
7 photodynamic response with the amount of coproporphyrin I production by

29 photoinactivation from bacterial planktonic cells and sessile forms from biofilms.
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Results and Discussion

Qualitative analysis of porphyrin production by C. diphtheriae strains

The analysis of the porphyrin extracts from C. diphtheriae strains by HPLC-DAD
confirmed the presence of coproporphyrin I in all three tested strains and uroporphyrin
I was detected in only ATCC27010 and HCO04 strains. However, protoporphyrin T was

not detected in any of them. Retention times are shown in Table 1.

Table 1. Retention time of porphyrin standards and extract of porphyrins obtained in
HPLC-DAD.

Uroporphynn I Coproporphyrn I Protoporphyrm I

Standard/Bacterial Strains
{mum) {(mm}) {(min)
Standards 5.75 9.09 117
ATCC27010 5.80 9.11 Mot detect
ATCC27010 with ALA 5.79 9.11 Mot detect
HCO4 5.80 9.11 Mot detect
HCO4 with ATA 5.79 9.11 Mot detect
2962 Mot detect 9.11 Mot detect
2962 with ALA Mot detect 9.11 Mot detect

C. diphtheriae strams were cultured in the absence and presence of ALA (2 mA).

The HPLC-MS analysis detected the m/z ratio for CPII ([M+H]" = 655) and the
doubly charged parent ion ([M+2H]*" = 328.5) in Total lon Chromatogram (TIC) and
specific ion monitoring for all strains studied. Protoporphyrin I and uroporphyrin I were
not detected in the TIC of any strain. However, upon specific ion monitoring, the presence
of their ions was detected in some strains as shown in Table 2. Coproporphyrin IIT was
found in all strains and conditions and supplementing AT.A in the culture medium did not

change the porphyrins profile detected.
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Table 2. Retention time (min) of porphyrin standards and extract of porphyrins obtained
in HPLC-MS

Ureporphyrm I Coproporphyrin IIT Protoporphyrin I

StandardBactenal Strains (munutes) (minutes) {munutes)
[M+H]" = 830 [M-+H]" = 655 [M+H]" = 563

() {mum) {min}
Standard 10.83 15.74 2847
ATCC27010 10.87 15.74 2846
ATCC27010 with ATA 10.86 15.69 2845
HC04 1085 15.71 2842
HCO4 with ATA 10.86 15.70 1842
2062 Mot detect 15.75 28.50
2062 wath ALA Mot detect 15.71 2847

C. diphtherige strains were cultured in the absence and presence of ALA (2 mM).

The chromatograms of the extracts obfained from the ATCC27010 and HCO4 strains
cultures with the addition of ALA exhibited larger peak areas for the UPL CPIL and
PPIX signals when compared to the extracts from the cultures without ALA . indicating
an increase in the amount produced of the three porphyvrins under investigation. The only
exception was the protoporphyrin I peak area of sample HC04, which exhibited a

decrease in the ALA culture as shown in Table 3.

Table 3. Peak areas of extract of porphyrins obtained in HPLC-MS

Uroporphyrm I Coproporphyrin 1T Protoporphynn IX

Standard Bacterial Strains Peak Area Peak Area Paak Area
ATCC2T010 205 x 10 210 x 10 250 x 10%
ATCC2TO10 with ALA 738 x 108 464 x 1008 486 x 1097
HCO4 357x10% 1.23 x 10" 4.02x 109

HCO4 with ATA 122 x10% 220 10™ 1.54 % 109
2962 Mot detect 6.01 x 10" 253 10%

2962 with ALA Mot detect 1.14 x 10 6.58 x 10%

C. diphtheriae strains were cultured in the zbsence and presence of ALA (2 mM).

It has also been described that the type of porphyrins produced varies according to the

duration of exposure to ALA Short incubation times tend to accumulate more lipophilic
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porphyrins, such as protoporphynin IX, while longer periods result in a majority of
hydrophilic porphyrins, such as coproporphyrin T and wroporphyrin I (31.32). Future
studies, with different culture times and varying ALA concentrafions, are needed to detail

the influence of this supplementation on the profile of the porphyrins produced by C.
diphtheriae.

For a long time, it was believed that the heme group metabolic pathway was unique
across species. However, in the last decade, it has been shown that while the initial steps
are conserved, the final stages can occur via two pathiways. The classical pathway, found
in some Gram-negative bacteria and eukaryotes, converts coproporphyrinogen III to
protoporphyrin IX, which then forms protoheme. The non-canonical pathway, present in
Actinomiyeetes and Bacillotas, oxidizes coproporphyrinogen II1 fo coproporphynn IT1
then forms coprobeme, which is decarboxylated to profoheme. Although the pathways
have been identified, annotating the related genes remains challenging. Studies on
Bacillus subtilis and Staphylococcus aurens suggest that a single enzyme may act on both
coproporphyrinogen and protoporphyrinogen, with a preference for coproporphyrin I
(1333.34).

The detection of only coproporphyrin II in the total ion chromatograms of all the
strains studied shows the predominance of coproporphyrin I, reinforcing the hypothesis
that the non-canonical heme group synthesis pathway 15 used. The analysis of specific ion
monitoring was able to detect copropoerphyrin I and protoporphyrin I¥X in the extracts of
all the strains used in this study. corroborating the hypothesis of the dual function of

coproporphyrinogen oxidase.
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1
2
i Quantitative analysis of coproporphyrin IT produced by C. diphtheriae
5
? Due to the predominance of coproporphyrin I in the extracts obtained from C.
g diphtheriae strains, calibration curves and validation of the method for its quantification
10
1 by HPLC-DAD were performed. Statistical analysis was carried out by the Action Stat
12
12 software and using the hinearity study (Ordinary Least Squares Method) using p=20.05.
14
]; The limit of detection (LOD) was determined in 0.27 pg and the limit of quantification
17
18 (LOQ) in 0.82 pg. The standard deviation (SD) for calibration curve A was = 0.60329
19
20 pg/ml and for curve B was = 0.34159 pg/ml..
21
22
23 The quantification of coproporphyrin ITT in the studied extracts revealed significantly
24
ig different values among O diphtheriae strains used in the study as shown in Figure 1.
i; Supplementing the culture medium with AT.A increased the amount of coproporphyrin
29
0 IT produced in all studied strains.
31
32
3
34 4.00
15 - 350 338
36 £ 1m0
7 £
8 H i';z
El:] =z 161
40 E s | L7
41 g Loo 0.87 061
42 g 050 I 034 :
43 =
44 = 000 [ ._
a5 ATCC ATCC HC4 HCMwih 1962 2962 with
27010 27010 with ALA ALA
46 ALA
E Strains/Cultive conditions
49
50
51
52 Figure 1. Cluantfication of coproporphyrin I produced by . diphtherias strains culiured in the
gi absence and presence of ALA (2 mM). Quantification was performed by HPLC-DAD at the
55 wavelength of 400 nm. Standard deviation = +/- 0,60329 pg'ml. LOD = 0,27 pg/ml and LOG =
g? 0.82 ug
58 CPIII, coproporphyrin I
59
60
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The influence of ALA supplementation on the profile of porphyrins produced by
Gram-negative and Gram-positive bacteria has already been described in studies on the
photoinactivation of microorganisms. For species such as Stapfnlococcus aureus,
Staphyiococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli, it was
observed that porphyrin synthesis peaked at concentrations of 1-2 mM ATA However,
the mncrease in the amount of porphyrin depends on the fype of cell. with Gram-positive
bacteria, being more likely to accummlate coproporphyrin [T after ATA administration,
while Gram-negative bacteria tend to accumulate other porphyrin infermediates

(19.31.35-37)
Biofilm formation

The tests showed that all strains were able to form biofilm and the addition of ALA to
the culture medium did not change the amount of biofilm produced. Table 4 shows the
average CFU/mL in the biofilm for each sample and study condition, as well as the
standard deviation (5D). Figure 2 shows the log 10 of the CFU/mL for each sample and
cultivation condition, along with the results of the statistical tests.

Table 4. C. diphtheriae strains cultured in the absence and presence of
ATA (2 mM) in the biofilm formation test.

i Coalare comditions Mean of Standard Deviation
CFUmL (5D)
ATCC27010 1.80x 10" 2.00x 10%
ATCC27010 with ALA 1.90 = 10" 2.00 % 10%
HC04 323x 107 5.13 x 10%
HC04 with ALA 3.70x 107 6.08 x 10%
2962 1.20 = 10% 1.00 x 10%
2962 with ALA 1.27x 10% 2.08x10%
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Figure 2. Biofilm eultured of C. diphtheriae strains cultrvated in the absence and presence of ALA (2
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mM). The addition of ALA to the cultures did not result in a notable change in the number of CFU/mL m
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the biofilms formed The ATCC27010 stram produced more biofilm than the HCO4 and 2962 strains.
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Stanistical differences were evaluated through one-way ANOVA, with a confidence level of 95% (P = 0.05).
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ns, not statishieally sipmificant.

ZEEa

The results point to greater biofilm formation by the strains that produce more

BES

coproporphyrin [T in the cultures without the addition of ALA Howewver, the addition of

& &

ATA did not cause an increase in biofilm formation by C. diphtherine strains. Previous
49 studies have shown that heme group metabolism is involved in signal transduction, acting
51 as a cofactor for gas/redox sensors and modulating behaviors such as response to nitric
53 oxide and biofilm formation (38.39). Data suggested that higher levels of biofilm
56 formation by the stramns that produce more coproporphyvrin IIT may be linked more to the
58 availability and presence of these signaling hemeproteins than to the amount of heme

&0 group precursor present in the culiure mediom.
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Photoinactivation of planktonic cells and biofilm

ANl €. diphtheriae tested strains responded to some degree fo exposure fo light. Figure
3 showed the results of photoinactivation of planktonic cells and biofilms. The time of
exposure to light required to cause a reduction in the number of CFU/mL was directly
comrelated to the amount of CPII produced by each strain. The ATCC27010 strain
showed a reduction in the number of CFU/mL with only 30 min of exposure fo light, in
cultures without and with AT.A In contrast, 2962 strain which produces nuch less CPIIL
showed a reduction in the mumber of CFU/mL only after 60 min of exposure in the culture

with the addition of ALA and 90 min of exposure in the culture without ATA

The addition of aminolevulinic acid (ALA) to the culture resulted in a reduction in the
time of exposure fo light needed fo cause a significant decrease i the number of CFUMmL
in both HCO4 and 2962 strains. This reduction was observed in both experiments with
planktonic cells and biofilms, with the time of exposure to light being reduced from 60
min to 30 min for HC04 strain and from 90 min to 60 min for the 2962 strain. In Table 5
was presented the survival fraction in planktonic cells and biofilm cultures, with and
without the addition of ALA . after 90 min of exposure to light. The addition of ATA was
observed to enhance the efficiency of photoinactivation for all the strains and conditions
studied. After 90 min of exposure, the cultures with added ATA had a reduction of 1-2

log of CFU/mL more than the culfures without ATA

A comparison of survival fraction befween planktonic cells and biofilm revealed that.
except for strain ATCC27010, all exhibited an increase in biofilm survival. Previous
studies have described that biofilm structures may affect the interaction of the
photosensitizer as well as reduce the cquantity of light reaching the bacteria, thereby

decreasing the effectiveness of the photosensitizing process (40,41} .
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Figure 3. Photodynamic inactivation of planktonic cells and biofilm of C. diphtheriae strams cultivated m
the absence and presence of ALA 2 mM (+=ALA) and using light exposure fimes of 30 mn, 60 min and 90
min The results were compared with cultures not exposed to light (0 min). The results obtained m the
cultures without and with ALA supplementation were also compared. Statistical differences were evaluated
through one-way ANOVA, with a confidence level of 95% (P = 0.05).

ns, not statistically sigmificant.
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Table 5. Survival fractions (N/Np) from C. diphtheriae strains
cultures after 90 min of light exposure

Survrval fraction (N/Hn)
Bactenal Stram/Type of cell
Without ALA With ALA

ATCC27010 planktonic cells 232x10™ 116 x10%
ATCC27010 sessile cells 6.85x 10" 1.23 x 10%
HC04 planktonic cells 1.04 x 100 217x10%
HC04 sesaile cells 14T = 100 294 x 109
2962 planktonic cells 2.55x 10 T14x10™
2962 sessile cells 3.89x 100 1.05x 10

The strains were cultivated m the zbsence and presence of ALA (2 mM) and
exposed to 400 nm wavelength hzht for 90 munutes.

Mo — CFU/mL before exposure to light dose.

M — CFU/mL after 90" of sxposure to hight dose.

This study showed a reduction i bactenial viability for all tested strains and culfure
conditions sudied after exposure to LED light at 400 nm_ for both plankifonic cells and
biofilms. The strains smdied showed different degrees of response to PDI. Several authors
have previously described that the response to the PDI is markedly strain-dependent both
in Gram-positive and Gram-negative bacteria (42—453). Therefore, although it was not
possible to eradicate the strains at the exposure times and light doses studied, it 1s assumed
that this can be overcome with adjustments to the hight source, exposure time and
cultivation conditions. Several factors have been identified as confributing to the
susceptibility of this pathogen, including the composition of the cell wall, the levels and
types of porphyrins, and the presence of protection mechanisms. A befter understanding
of the mefabolism of the heme group and the mechanisms involved in the
photoinactivation process is necessary and could lead to new methods to increase the

effectivensss of antimicrobial PDIL
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Conclusion

In conclusion, the present study demonstrated the potential of porphyrins produced by

L=l R B = T I L

C. diphtheriae strains as a photosensitizer for photoinactivation, both in planktonic cells
n and biofilms. Moreover, the addition of 3-aminolevulinic acid (ALA) increased the
13 production of coproporphyrin I enhancing the efficacy of photodynamic therapy.
16 Qualitafive and quantitative analyses revealed strain-dependent variations on porphyrins
18 production by C. diphtheriae, which correlated with the degree of bacterial susceptibility
20 to photoinactivation. Data also suggested that biofilm formation may be influenced by
13 the presence of porphyrins, indicating a pofential role of these molecules in bacterial

25 signaling pathways.

I8 This study provided insight into the potential innovative strategies for combating this
0 pathogen. Future studies should focus on optimizing light exposure paramefers and
2 elucidating the mechanisms underlying bacterial photoinactivation. This will further
15 advance the application of photodvnamic therapy as a promising approach for controlling

7 and treating bacterial infections, including those caused by C. diphirheriae.
40 Methods
43 Origin of bacterial strains

46 The ongin and clinical and nucrobiological features of C. diphtheriae strains used in

48 this investigation are presented in Table 6.
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Table 6. Orgin clinical and microbiological features of Corynebacterium
diphtheriae strains used in this study

Stram Ongin tox gene
ATCC27010 Type strain Hegative
HC04 Endocardiis (blood sample) HNegative
2962 Cutaneous diphthena (skin) Hegative

ATCC, Amencan Type Culture Collection (TTSA)

Experiments were performed with microorganisms from stock cultures and grown in
Trypticase Soy Broth (TSB; Difco Laboratories, USA) at 37°C for 48 h. Clinical samples
were previously isolated from clinical specimens and identified as C. diphtheriae in the
Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical Relevance, Faculty of Medical
Sciences, Rio de Janeiro State University (LDCIC/UERT), the Collaborating Center for
Diphtheria Research/Mimstry of Health, Brazil Stock cuoltures m TSB medium
supplemented with 20% glycerol were maintained at —70°C. To confirm the identification
of C. diphtheriae and to study DT production, multiplex polymerase chain reaction
(mPCR) assays were performed as previously described with primer pairs targeting the

following genes: rpoB, dixR, and fox (30).
Culture conditions and porphyrin extraction

The porphyrins produced in cultures without ATA and with 2 mM ATA were
analyzed. An inoculum of 3 ml. was prepared for each stramn in TSB with an optical
density of 0.3 at 600 nm (ODsor). Then 1 mL was transferred to 2 flasks, each confaining
50 mL of TSB. One was supplemented with 2 mM S-aminulevulinic acid (ALA; Sigma-
Aldrnich USA) and the other was not supplemented with ATA The C. diphtherige strains
were added and the flasks were incubated at 37°C for 48h. Then, bacterial growth was

evaluated by measuring the ODsgo.

Porphyrins were then extracted from each bacterial suspension by using 25 mL of ethyl

acetate/acetic acid (Sigma-Aldrich. TUSA) solution (1:4 w'v) and transferred fo a SmL of
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1

2

i 5% HCI (Sigma-Aldrich, TUSA). as previously described (44). The porphyrins extracted
E in the two culfure conditions (without and with ALA supplementation) were analyzed
7

8 using high-resolution chromatography coupled with UV absorption and mass
9

10 spectrometry detectors.

1

12

12 Preparation of porphyrin standard selutions

14

15

16 The porphyrin standards used included uroporphyrin I (UPI) (Sigma-Aldrich, USA).
17

}g coproporphyrin I (CPII) (Santa Cruz Biotechnology. USA) and protoporphyrin IX
20

21 (PPIX) (Sigma-Aldrich. USA). which were dissolved in 5% HCl and remained stable for
22

23 at least 24 h

24

25

6 High-performance liquid chromatography (HPLC) methods

27

18

29 Al HPLC methods used during the present study were performed based on previously
k1]

i; described assays (47) with modifications detailed below.

33

4 HPLC-MS assays were performed by using PerkinFlmer Alms Ulira-high-
35

g? performance liquid chromatography (UHPLC) systems (PerkinFlmer, USA), including
ig an autosampler, a column temperature controller, interfaced with an Altus SQ detector
40

41 mass spectrometer and an Altus UPLC BEH C18 column (5 pm particle size; 2.1 = 150
42

ﬁ mm, PerkinFlmer, USA) and connect to Empower 3.0 software (Waters Corporation,
:; USA). The column temperature was 30°C. and the porphyrins were separated by a 6 min
47

48 gradient elution and a fwo-component mobile phase consisting of acetonitrile as solvent
49

g? A and Milli-Q water acidified with formic acid 0.1% (Sigma-Aldrich, USA) as solvent
:g B. Gradient elution commenced upon injection at 5:95 (A:B), which was changed to 100:0
54

55 {A:B) in 30 min and retumed fo initial conditions within 32 min The column was allowed
56

57 to equilibrate for 5 min at 5:95 (A:B) before the next injection and the flow rate used was
58

;3 0.3 mL/min with a maxinmm flow rate of 0.5 mL/min. The capillary voltage was 3.3 KV,
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with a cone voltage per tune, a desolvation temperature of 450°C, a source temperature

of 150°C, a carrier gas flow (nitrogen) of 800 L/h and in the cone rate of 40 L'h.

Contimmm data were acquired in the positive ion mode, the ratios of mass (m/z) of
563 (PPLX), 655 (CPII) and 830 (UPL) were monitored and the total ion chromatograms

were verified.

HPLC-DAD experiments were carried out by an Agilent 1200 HPLC mnstrument
(Agilent Technologies, USA). including an autosampler, a column temperature
confroller, and a diode amray detector, connected to Agilent ChemStation soffware.
Porphyrins were separated on a Hypersil Gold C18 column (5 pm particle size; 250 x 4.6
mm, Thermo Fisher Scientific Inc, USA). The mobile phase was composed of methanol
as solvent A and ammonium acetate as solvent B. Gradient elution commenced upon
injection of 20:80 {A:B), which was changed to 50:50 (A-B) in 3 min_ 100:0 (A-B)in 7
min and between 10 to 17 min the initial conditions of 20:80 (A:B) were maintained. The
column was allowed to equilibrate for 3 min with 20:80 (A B). before the next injection
and the flow rate used was 0.7 mL/min. The column temperature was 30°C. The excifation
and emission wavelengths used in the fluorescence detector were 395 nm and 630 nm.,
respectively, and the PMT gain factor of 13. With a mmultichannel UV detector, the
wavelength of L = 400 nm was monitored and UV spectra between 190 nm and 640 nm

were recorded.
Qualitative analvsis of porphyrin production

The three main intermediates in heme group biosynthesis (coproporphyrin III
uroporphyrin I and protoporphyrin ) were analyzed in porphyrin extract from O

diphtheriae strains cultivated with and without ATLA supplementation. The analytical
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1

2

i techniques used were High Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled with
E UV absorption (HPLC-DAD) and mass spectrometry (HPLC-MS) detectors.

7

g Quantitative analysis of coproporphyrin ITT

10

. Coproporphyrin I was quantified using HPLC-DAD. Initially two different
13

14 calibration curves were prepared from coproporphyrin IIT maintained in a stock solufion
15

16 of 1000 pg/ml. in 5% HCIL: Curve A - one from 2 to 10 pg/ml; Curve B - a second from
17

lg 10 to 50 pg/ml. Both curves were performed in triplicate. Chromatographic peak area
20

21 abundances (based on HPLC-DAD chromatograms) were obtained using ChemStation
22

23 software (version 10.1. Agilent Technologies). where the peaks were imntegrated. The peak
24

gg area table was exported to Microsoft Fxcel for quantitation. Statistical analysis was
g; carried out by the Action Stat software and using the lineanity study (Ordinary Least
29

0 Squares Method) vsing p=0.05 and the Limut of Detection (LOD), and Limit of
el |

32 Quantitation (LOQ) were calculated.

33

34

35 Photoinactivation of plankronic cultures

36

Er

8 The photoinactivation tests on planktonic cultures were carried out without and
39

:? with ATA supplementation (2 mM) and using light exposure times of 0 min (no light
42

43 exposition), 30 min, 60 min and 90 min. The effect of ALA supplementation to the culture
44

45 medinm was also analyzed by comparing the results between cultures without and with
458

E the addition of ATA

49

S0 The methodology used was carried out based on previously described method
51

gg (31). An inoculum of 3 mL was prepared for each strain in TSB with an optical density
54

55 of 0.3 at 600 nm (ODsgo). Then 1 ml was transferred to 2 flasks, each containing 50 mL
56

57 of TSB. One was supplemented with 2 mM AT.A and the other was not supplemented
58

59

60
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with ALA. The O diphtheriae stramns were added and the flasks were incubated at 37°C

for 481 Then. bacterial growth was evaluated by measuring the ODsgo.

Then an amount of 1000 pL of these cultures were transferred to 24-multiwell plates.
Two plates were prepared for each strain. One with culfure with ATA supplementation
and the other without ALA supplementation. The 24-mmiltiwell containing bacteria were
placed on a glass slide and dluminated from above 20°C at 10 cm during 30 mun. 60 nun
and 90 min. The light array consisted of two 400 nm/7 W LED lamps with a fluence rate
of 155 mW/cm’. The number of CFU/ml was determined after plating an aliquot of serial

dilutions on agar plates.

All experiments were carried out in triplicate. Analysis of vaniance (ANOVA) and
Student’s t-test were used to defermine statistical significance emploving the GraphPad

Prism 9 software. A value of p = 0.05 was considered significant.
Biofilm formation and photodynamic inactivation

The photoinactivation tests on biofilm cultures were carried out without and with
AT A supplementation (2 mM) and using light exposure times of 0 min (no light
exposition), 30 min, 60 min and 90 min. The effect of ALA supplementation to the culture
medium was also analyzed by companng the results between cultures without and with

the addition of ATA

The methodology used was carried out according to the previous study with the
changes described below (31.48). An amount of 1000 pL of bacteria (ODsg of 0.3) in
TSB was placed into each well of 24-multiwell plates, containing plastic Thermanox®
coverslip in each well. Two plates were prepared for each strain, one supplemented with
2 mM ATA and the other without ATA supplementation. After 48 h of incubation the 24-

nmltiwell containing bacteria were placed on a glass slide and illuminated from above at
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20°C at 10 cm durmg 30 min 60 muin and 90 min. The light array consisted of two 400

nm/7 W LED lamps with a fluence rate of 155 mW/cm'.

Then, each individual Themanox® coverslip was transferred fo a sterile plastic ftube

WOO0 el ORLN e L Rl =

1 of 15 ml. containing 5 ml of phosphate buffered saline (PBS) at pH 7.2 and immersed in
13 an ultrasonic bath (E15-H; Elmasonic, Singen, Germany). Sonication was carried out at
15 37 kHz with an output power of 240 W, at 37°C for 5 min. After sonication, the coverslips
18 were discarded, and the number of CFU/mL was determuined after plating an aliquot of
20 serial dilutions on agar plates.

23 All experiments were carried out m triplicate. Analysis of vanance (ANOVA) and
25 Student’s t-test were used to determine statistical significance employing the Graphpad

27 Prism 9 software. A value of p < 0.05 was considered significant.
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Figurs 1. Quantification of coproporphyrin III produced by C. diphtheriae strains culturad in the absence
and presence of ALA (2 mM). Quantification was performed by HPLC-DAD at the wavelength of 400 nm.
Standard deviation = +/- 0,60329 pg/mL. LOD = 0,27 pg/mL and LOQ = 0.82 pg

CPIII, coproporphyrin I11
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Figure 2. Biofilm cultured of C. diphtheriae strains cultivated in the absence and presence of ALA (2 mM}.
The addition of ALA to the culbures did not result in a notable change in the number of CAU/mL in the
biofilms formed. The ATCC27010 strain produced more bicfilm than the HCO4 and 2962 strains. Statistical
differences were evaluated through one-way ANOVA, with a confidence level of 95% (P < 0.05).

ns, not statistically significant.
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Figure 3. Photodynamic inactivation of planktonic cells and biofilm of C. diphtheriae strains cultivatad in the
absence and presence of ALA 2 mM (+ALA) and using light exposure times of 20 min, &0 min and 90 min.
The results were compared with cultures nok exposed to light (0 min). The results obtained in the cultures
without and with ALA supplementation were also compared. Statistical differences were evaluated through

ane-way ANOVA, with a confidence level of 35% (P < 0.05).
ns, not statistically significant.
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