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Resumo- Os efeitos da terapia fotodindmica com fotossensitizador de segunda geragdo tem sido
amplamente investigados em culturas de células neoplasicas, visando a aplicagédo clinica no tratamento de
neoplasias. Porém, os efeitos da terapia fotodindmica em culturas de protozoarios sao pouco estudados.
Neste trabalho, culturas de T. foetus foram submetidas a tratamento com o fotossensitizador de segunda
geragao aluminio ftalocianina tetrassulfonada (AIPcS,) e irradiadas com um laser semicondutor (InGaAlP), a
uma densidade de energia de 0,5 Jicm?. O tratamento fotodinamico com AIPcS, reduz o numero destes

protozoarios in vitro .

Introdugao

A tricomoniase bovina € uma enfermidade
infectocontagiosa, de transmissao venérea, cujo
agente etiolégico é o protozoario Tritrichomonas
foetus, encontrado na superficie da mucosa do
trato urogenital das fémeas ou nas membranas
prepucial e peniana de touros. Nas fémeas, as
manifestagbes clinicas incluem aborto, com
repeticdo de cios a intervalos irregulares,
vaginite, cervicite, endometrite e piometra. No
touro, pode desenvolver-se um corrimento
prepucial associado a pequenos noédulos na
membrana prepucial. Depois disso, nao existe
qualquer sintomatologia clinica, tornando-se
portador assintomatico e podendo disseminar a
infeccdo através da monta natural ou da
inseminacgao artificial [1].

O tratamento é baseado no uso de
derivados nitroimidazoles. Deve-se levar em
consideragdo os efeitos colaterais de estase
rumenal e anorexia com o uso do dimetridazole,
além de serem medicagbes carcinogénicas [2].

A vacinacgao terapéutica ou preventiva tem
produzido resultados inconsistentes. Apods
imunizagdo com T. foetus inativado, ha aumento
de anticorpos, principalmente 1gG1 e IgG2, em
Utero e muco cervico-vaginal de fémeas. A
vacinagdo pode diminuir a severidade e a
duragdo da infecgdo, mas nao protege contra
novos desafios [3]. O Brasil € o segundo maior
produtor mundial de bovinos, mas a baixa
eficiéncia reprodutiva compromete a
competitividade da produgao

nacional no mercado globalizado. Essa
enfermidade €&, provavelmente, a terceira causa
de aborto em bovinos (depois da brucelose e da
leptospirose). Apesar da importancia econdmica
atribuida a tricomoniase bovina, poucos foram os
estudos realizados nas Ultimas décadas,
deixando assim de ser erradicada e muito menos
submetida a um controle rigoroso. Desta forma, a
doenga continua a causar problemas para o
rebanho brasileiro [2].

A terapia fotodindmica (TFD) €& uma
modalidade nova de terapia através do uso
combinado de um corante (fotossensitizador) e
uma fonte de luz (geralmente o laser) [4].

Embora a TFD tenha sido originalmente
desenvolvida visando a terapia do cancer, é
evidente seu grande potencial terapéutico no que
concerne a outras moléstias como a psoriase,
micoses e destruicdo de infecgdes bacterianas
resistentes a tratamentos com antibidticos. A
terapia fotodindmica, com derivados de
ftalocianinas, tem sido eficiente na inativacdo de
virus, como o do herpes [5]. A utilizacdo da TFD
em protozoarios tem sido pouco investigada. O
objetivo deste trabalho é avaliar
quantitativamente o efeito citotdxico da Terapia
Fotodinamica, empregando a aluminio
ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS;), em culturas
de Tritrichomonas foetus .

Materiais e métodos
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Protozoarios: Tritrichomonas foetus linhagem K,
gentilmente cedidos pelo Dr. Fernando Costa e
Silva Filho — Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho — UFRJ, estdo sendo mantidos em meio
TYM Diamond’s [6] suplementado com 10% de
soro fetal bovino em estufa (Forma Scientific) a
37°C com 5% CO,, e subcultivadas a cada 48
horas. O numero de protozoarios foi padronizado
a 1x10° células.ml™.

Fotossensitizador: ~ foi utilizada a aluminio
ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS;) (Porphyrin
Products, INC.). A droga foi dissolvida em PBS a
uma concentracdo de 1mM, estocada a 4° C.
Para o experimento, o corante foi preparado a
uma concentragdo de 10uM, a partir da solugao-
-estoque e seus espectros de absorg¢ao tragados
em espectrofotdbmetro (UV-VIS Varian Cary 50),
sendo a leitura realizada em cubeta de quartzo
tipo 111-QS  10mm (HeIIma®, Sul Americana
LTDA).

Incubacdo dos protozoarios com AIPcS 4
diluicbes séricas de cultura de T.foefus (1x 10°
células.ml'1) foram alicotadas (500ul) em 12 tubos
Eppendorf. Em seguida, procedeu-se ao
tratamento: 6 tubos sem tratamento e 6 tubos
com AIPcS,. As células foram, entdo, incubadas
por 60 minutos, no escuro, em estufa a 37°C
com 5% de CO,. Apds esse periodo, as células
foram centrifugadas a 3000rpm, por 10 minutos a
4°C. Retirou-se o sobrenadante e com ele, o
fotossensitizador ndo captado. 500yl de meio
TYM suplementado com 10% de soro fetal bovino
foram adicionados em cada tubo Eppendorf.

Irradiagdo: o conteudo de cada Eppendorf foi
transferido para cada pogo (area = 1,80m2) de
uma placa de 24 pocgos: 3 pogos para controle
(sem tratamento); 3 pogos para AIPcS,; 3 pogos
para laser; 3 pogos para Terapia Fotodinamica. A
placa foi submetida a irradiagdo, no escuro, com
um laser semicondutor (Thera Lase — DMC), com
meio ativo de InGaAIP (A= 685nm; P = 26mW,
D.E =05 J/cmz; t =35s). Apos a irradiagéao, as
células foram incubadas em estufa a 37°C com
5% de CO,, por 24 e 48 horas.

Contagem dos protozoarios apoés irradiacdo: As
células foram contadas em camara de Neubauer
24 e 48 horas ap06s irradiagao.

Resultados

Contagem dos protozoarios 24 hora s apos a
incubagéo.

O efeito citotdxico da terapia fotodinamica
foi investigado pelo tratamento de T.foetus com
AlIPcS,, seguido de irradiagdo com laser. O
controle, protozoarios nao tratados, e aqueles
que receberam somente AIPcS; ou laser e

aqueles submetidos a TFD, foram contadas apds
24 horas de incubagdo. Os resultados
demonstram que houve queda no numero de
protozoarios apos administragdo da AIPcS; e
ap6és a TFD e aumento no numero de
protozoarios apos irradiagdo com o laser (grafico

1).
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Grafico 1: Porcentagem de protozoarios viaveis
com a administragdo de AIPcS,, laser, TFD, apos
24 horas de incubacgao.

Contagem dos protozoarios apés 48 horas de
incubagéo.

O controle, protozoarios ndo tratados, e
aqueles que receberam somente AlIPcS, ou laser
e aqueles submetidas a TFD, foram contados
apdés 48 horas de incubagdo. Os resultados
demonstram que houve uma queda significativa
do numero de protozoarios controle e daqueles
irradiados com laser, um pequeno aumento no
nimero de protozoarios com AIPcS; e um
aumento significativo no numero de protozoarios
submetidos a TFD (grafico 2).
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Grafico 2: Resultados comparativos do numero
de células (x 106) com a administracdo de
AlIPcS,, laser, TFD, apés 24 e 48 horas de
incubagao.
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Discussao

A acado citotéxica da terapia fotodinamica
em protozoarios tem sido pouco estudada. Os
resultados obtidos em nosso experimento
demostram uma acentuada diminuigdo do
nuamero de T. foetus ( ~ 82%) apés TFD. Outros
autores também relatam a agao citotoxica da TFD
em protozoarios.

A TFD, com o fotosensitizador ftalocianina
Pc4, inativa Trypanosoma cruzi, na forma
tripomastigota, em culturas de células vermelhas
(RBCC) e plasma sanguineo [7].

Estudos demonstraram que Leishmania
amazonensis transfectadas com genes que
codificam enzimas catalizadoras da biossintese
do grupo heme, suplementadas com &cido delta-
aminolevulinico (ALA), produziam uroporfirina I. A
infeccao, in vitro, de células tumorais monociticas
(J774) pelas L. amazonensis transgénicas,
seguidas pela irradiacdo UV, resultou em lise
destas células. O autor sugere o uso desses
protozoarios como fonte de porfirinas exégenas
para terapia fotodindmica, no tratamento de
cancer e outras doengas malignas [8].

Espécies reativas de oxigénio tém um
papel crucial no processo de morte celular [4].

Pesquisas demonstraram que H,O, produz
morte celular em L. donovani, com ativacdo de
proteinas semelhantes as caspases e perda de
volume celular [9].

Apds tratamento, de culturas de T. foetus
com H,0, observou-se inibicdo da motilidade e
aumento da incidéncia de morte celular, ambas
dependentes da concentragdo de HyO,,
sugerindo a importancia do grau de estresse
oxidativo para a sobrevivéncia da célula [10].

Em nosso experimento, observamos que
apo6s 48 horas da aplicagéo da TFD em T. foetus,
houve um aumento do numero destas células.
Este fato pode ser explicado pelo ciclo de vida
deste protozoario, que leva em torno de 4 horas.
Considerando-se que 18% dos protozoarios
mostraram n&o serem afetados pela TFD apds 24
horas, acredita-se que estas células dividiram-se
contribuindo para o aumento de seu numero. O
mesmo foi observado apds tratamento de
T.foetus com H,O,  seguido de teste
imunocitoquimico, que  marcou proteinas
semelhantes as caspases-3, utilizando o
anticorpo CM1. Apés 8 horas do tratamento,
houve um aumento do numero de células
negativas para esta marcagéo [10].

A incubacéo, no escuro, de T. foetus com
a AlIPcS4, na concentragdo de 10uM, resultou em
diminuicdo do numero destes protozoarios
(~46%). Em outro estudo, foi observado uma
baixa toxicidade da AlPcS; em células HelLa e

CHO-K1 no escuro[11]. Fatores podem ter
influenciado no resultado aqui obtido: o tipo
celular e a forma como o fotossensitizador liga-se
a bicamada lipidica deste protozoario [12]. E
necessario mais estudos sobre a toxicidade da
AlIPcS, em T. foetus, pois este fotossensitizador
pode ser usado como proposta de tratamento
para a tricomoniase, com ou sem a exposigao de
luz.

A radiacdo laser pode estimular a
proliferagdo celular e a diferenciagdo celular,
mecanismo este dependente da densidade de
energia aplicada [13]. Neste experimento, a
densidade de energia usada (0,5J/cm2)
apresentou um efeito bioestimulador, observado
pelo aumento do nimero de T. foetus (~ 6%) em
relagdo ao grupo-controle. Porém, um efeito
bioinibidor foi observado em células CHO, apoés
acgao do laser He-Ne (632.8 nm) na regido de 300
a 600 mJ/cm2 [14].

Conclusao

Os resultados sugerem que a terapia
fotodindmica ¢é efetiva para a redugdo de
T.foetus, in vitro. Novas pesquisas devem ser
realizadas a fim de elucidar os mecanismos de
morte celular deste protozoarios submetidos a
TFD. A toxicidade e seletividade dos
fotossensitizadores e os parametros de laser
empregados na terapia fotodindmica aplicada em
protozoarios deverao também ser analisados.
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