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Resumo: Estudos para encontrar uma terapia alternativa antimicrobiana a qual bactérias ndo serdo
capazes de desenvolver resisténcia tém sido desenvolvidos. Uma dessas terapias poderia ser através da
combinacdo entre um corante ndo toxico (fotossensibilizante) e luz visivel, conhecida como terapia
fotodindmica (PDT). O objetivo desse estudo foi provocar morte bacteriana pela PDT. Para tal dispusemos
de 2 fotossensibilizantes: azul de metileno (0.01% peso/volume) e aluminio fitalocianina tetrasulfonada (35
uM) estudados de forma comparativa. O laser de baixa poténcia de Arseneto de Galio Aluminio (685 nm) foi
escolhido como o agente ativador dos fotossensibilizantes. A bactéria utilizada foi o Staphylococcus aureus..
Os resultados obtidos quanto a sobrevivéncia bacteriana foram: 53,78% para azul de metileno utilizado
isoladamente, 97,25% para fitalocianina utilizada isoladamente, 103,1% para laser, 53,44% para laser mais
azul de metileno e 23,42% para laser mais fitalocianina. Para isso tomamos com referéncia as colbnias
controle que totalizavam 100%. Os experimentos tém mostrado que a PDT tem boa funcionalidade como
alternativa para uma terapia antibiotica tépica.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, APDT, aluminio ftalocianina tetrasulfonada, azul de metileno.

Introducéo. segundo, e talvez mais importante, o0

A resisténcia bacteriana frente a
antibioticoterapia esta conduzindo cada vez mais a
elaboracdo de terapias antimicrobianas de
interesse mundial (WISE et al.,, 1998). Muitas
infeccdes sao dificeis de se tratar e pacientes
infectados por muito tempo requerem longa
permanéncia hospitalar.

Como terapia alternativa pode ser citada a
Terapia Fotodindmica (PDT), a qual envolve a
morte de microorganismos pela luz na presenca
de um agente fotossensibilizante. A excitacdo do
fotossensibilizador se d& pela absorcédo de luz em
um comprimento de onda apropriado e na
presenca de oxigénio, converte o]
fotossensibilizante para seu estado ativado, que
por sua vez reage ou com um substrato local
(reacdo tipo 1) para formar radicais citotoxicos, ou
com oxigénio molecular (reacdo tipo 1) para
produzir o oxigénio citotdxico singleto (MANYAK,
1990). Esse oxigénio reativo gerado resulta em
morte celular.

A terapia fotodindmica teria duas grandes
vantagens sobre antisépticos e antimicrobianos
convencionais:; primeiro, como nenhum dos dois
componentes do sistema (luz e fotosenssibilizante)
e inerentemente bactericida, 0 efeito
antimicrobiano seria limitado para regifes luz-
irradiadas em &reas fotossensibilizante-tratadas,
evitando um desequilibrio na microflora local com
excecdo daqueles que estdo sendo alvejados;

desenvolvimento de resisténcia para fotoquimica
induzindo morte & qual ¢é mediada
predominantemente por oxigénio singleto, seria
improvavel (WAINWRIGHT, 1998).

Neste estudo foi analisada a propriedade
antimicrobiana da Terapia Fotodindmica no
combate ao Staphylococcus aureus. Estudos
anteriores nos revelaram uma grande escala de
corantes que podem ser utilizados como agente
fotossensibilizante, mas apenas dois deles fizeram
parte desse estudo: azul de metileno e
fitalocianina (em especial a tetrasulfonada). O azul
de metileno foi o primeiro corante a ser utilizado na
terapia fotodindmica e € 0 que possui mais
referéncias na literatura. E um composto
relativamente barato e de facil aquisicdo. J& os
derivados da fitalocianina, sdo compostos mais
recentes que mostram um futuro promissor. Elas
sdo fotossensibilizantes de segunda geracéo
assim como as porfirinas. Sua intensa absorgdo na
faixa do vermelho Vvisivel, e sua longa
permanéncia no estado fatores atribuidos a elas
(SMETANA et al., 1994). O laser utilizado foi o
Arseneto de Galio Aluminio com comprimento de
onda de 685 nm. Este foi essencial para a escolha
dos fotossensibilizantes por produzirem indices
mais elevados de oxigénio singleto quando
exposto a luz.

Material e métodos
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Extrato bacteriano: O organismo utilizado nesta
investigacdo foi o Staphylococcus aureus (ATCC
14458). Para finalidades experimentais, algumas
colbnias foram inoculadas em 20 ml de meio BHI
(Brain Heart Infusion- Difco®), colocadas dentro
de uma estufa a 37° C para 0 crescimento das
colénias em over-night, chegando a um
crescimento log de 3,04 x 10° bact/ml de acordo
com a leitura espectrofotométrica.

Laser e fotossensibilizantes: um laser de baixa
poténcia de Arseneto de Galio Aluminio (GaAlAs)
foi o escolhido para este estudo, nos seguintes
parametros: 30 mW de poténcia, 4,5 Jicm® de
densidade de energia, 685 nm de comprimento de
onda, 5 minutos de irradiacdo, a uma distancia de
4 cm em uma area de 2 cm”

Os agentes fotossensibilizantes empregados
foram: azul de metileno (Synth) numa proporcéo
de 0.01% peso/volume (CHAN; LAI, 2003) e a
aluminio ftalocianina tetrasulfonada (AlPcS,;) numa
concentracdo de 35uM conforme observado, em

experimentos  prévios, como sendo uma
concentracéo eficaz.
Fotossensibilizacdo e irradiagdo: Aliquotas

foram distribuidas em pogos de uma placa

contendo 24 pogos na seguinte disposicdo para

formas os respectivos grupos:

» Grupo 1 (controle)*: 1000 pul
bacteriana;

» Grupo 2*: 965 pl bactéria + 50 ul de Triton X

100 — 1% + 35 uM AlPcS4;

» Grupo 3*: 500 pl bactéria + 500 pl azul de
metileno;

» Grupo 4**;: 1000 pl de bactéria;

» Grupo 5**: 965 ul bactéria + 50 ul de Triton X

100 — 1% + 35 uM AlPcS4;

» Grupo 6**: 500 pl bactéria + 500 pl azul de
metileno.

*Grupos que nao foram irradiados com laser;

**Grupos que receberam irradiacéo laser.

A cultura bacteriana ap6s cultivo over-night
para atingir a fase log de crescimento, foi repicada
em aliquotas em uma placa de 24 pocos
distribuidos em triplicata para cada grupo em
posicdes intercaladas. Nos pocos onde seriam
colocados os fotossensibilizantes, antes foi
adicionado 50 ul de Triton X 100- 1%
(SAIJONMAA-KOULUMIES; LLOYD, 2002) para
tratar a membrana externa das bactérias e assim
facilitar a penetracdo do fotossensibilizante,
deixando incubar a 37° C no escuro por 1 hora.
ApOs a incubacdo com os fotossensibilizantes, o
conteddo de cada poco foi transferido para
eppendorfs individuais e centrifugado a 14000 rpm
por 5 minutos para remo¢do do agente
fotossensibilizante ndo captado. Em seguida
descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu o
sedimento em 1 ml de PBS (salina 0,9 % estéril).
O contetdo de cada eppendorf foi entdo
recolocado nos seus respectivos pocos para

de cultura

proceder a irradiacéo. Esta foi realizada no escuro
com o laser diodo GaAlAs nos parametros ja
mencionados. Apoés a irradiagcao, foram retiradas
aliqguotas de 100 ul de cada poco e diluidas 2
vezes em PBS. Depois dessa diluicdo seriada foi
colocado 100 pl na placa de Petri e distribuido
uniformemente com o auxilio da alga de Drigalski.
Ao final as placas de Petri foram colocadas dentro
de uma estufa a 37° C por 24 horas para assim
efetuar a leitura dos resultados.

Método de leitura dos resultados: transcorridas
24 horas as placas de Petri foram fotografadas
com maquina digital DSC-W5 (Sony Cybershot),
sendo transferidas para um  computador
convencional para proceder com a contagem das
colbnias formadas através do programa UTHSCSA
ImageTool Verséo 3.0 .

Resultados:

Fracdes de sobrevivéncia bacteriana foram
expressas como fracdes de CFU, portanto foram
obtidos valores CFU para: coldnias controle,
colénias contendo apenas azul de metileno,
colénias contendo apenas AlPcS,, colbnias
irradiadas com laser, colbénias contendo azul de
metileno e irradiadas com laser e colbnias
contendo AIPcS, irradiadas com laser, apés
completadas as 24 horas pds experimento.

Considerando que as colbnias controle sdo um
total de 100% (cerca de 3138 colbnias em média),
os valores de sobrevivéncia bacteriana foram
indicados num processo comparativo com as
colénias controle. O azul de metileno, na
concentracao usada, mostrou ser um
fotossensibilizante que apresenta uma certa
atividade  antimicrobiana  quando  utilizado
isoladamente, apresentando 54,01% de
sobrevivéncia de bactérias (cerca de 1695
colénias em média). JA a ALPcS,; manteve um
namero de CFU similar ao do controle, n&o
apresentando assim atividade antimicrobiana
quando usado isoladamente, com valor de 98,4%
de sobrevivéncia bacteriana (cerca de 3088
colénias em média), como mostrado na Figura 1.
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Figura 1- Efeitos propostos pelos
fotossensibilizantes ftalocianina e azul de metileno
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sobre colénias de Staphylococcus aureus em
comparacao com as coldnias controle.

Ao contar as coldnias irradiadas apenas com
laser, foi observado que o mesmo ndo apresentou
propriedade antimicrobiana, pelo contrario, ele
apresentou atividade bio-estimulatéria, e sua
contagem chegou a um valor 3,1% acima do valor
obtido no controle (cerca de 3237 colbnias em
média), como mostrado na Figura 2.

Quando partimos para a contagem das
colénias que apresentavam azul de metileno e
AlPcS, respectivamente e irradiadas com laser,
foram observados valores de sobrevivéncia
bacteriana menores quando comparados ao
controle, mostrando os seguintes valores de
sobrevivéncia bacteriana: 43,75% para azul de
metileno mais laser (cerca de 1373 colbnias em
média) e 23,67% de sobrevivéncia bacteriana para
AlPcS; mais laser (cerca de 744 colénias em
média), Figura 2.
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Figura 2- Efeitos propostos pelo laser (L), laser +
azul de metileno (L+AM) e laser + ftalocianina
(L+AIPcS,;) sobre Staphylococcus aureus em
comparacao com as coldnias controle (C).

Ao comparar os valores de bactérias que
foram tratadas apenas com fotossensibilizante e
aquelas que, além de conterem o mesmo, também
foram irradiadas, obteve-se os valores apontados
na Figura 3.
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Figura 3- Efeitos comparativos entre azul de
metileno (AM) e laser + azul de metileno (L+AM) e

entre ftalocianina (AlPcS,) e laser + ftalocianina
(L+AIPcS,) na sobrevivéncia bacteriana.

Observando os valores da Figura 3, chegou-se
a conclusao que o azul de metileno mais laser teve
uma pequena variacao, obtendo um valor de 81%
de sobrevivéncia bacteriana, ja AlPcS; possuiu
uma variagdo bem consideravel, com um valor
24,06% (cerca de 742 colénias em média) de
sobrevivéncia, tendo como base a utilizacdo
isolada de cada fotossensibilizante como sendo
100%.

Discussao.

Estudos anteriores demonstraram que a PDT
contra Staphylococcus aureus pode possuir uma
variacao consideravel gquando do
fotossensibilizante usado. E foi estabelecido que,
para organismos gram-positivos, tanto
fotossensibilizantes  carregados  positivamente
como os carregados negativamente sdo efetivos
para mediar a PDT (SOUKOS et al., 1998).

Os resultados do presente estudo tém
demonstrado uma significativa diferenca quanto ao
tipo de agente fotossensibilizante utlizado na
PDT. De acordo com outros autores, o azul de
metileno ndo é efetivo contra bactérias até que
uma certa concentracdo inicial eficaz tenha sido
descoberta (MILLSON et al., 1996). Isso vale
também para a ftalocianina, pois trabalhos prévios
nao mostraram resultados significativos quando da
utilizacdo de concentra¢cBes diferentes da que foi
usada nesse estudo.

Uma maior ou menor morte bacteriana €
determinada pelas caracteristicas de sua
superficie quanto a penetragdo do agente
fotossensibilizante e também pelas caracteristicas
hidrofébicas do mesmo (DAS et al., 2001).

Um importante objetivo na investigacdo do
processo de fotossensibilizacdo na PDT é a
elucidacdo do mecanismo de acdo do agente
fotossensibilizante selecionado, para determinar
qual o tipo de reacdo ocorrida (tipo | ou tipo II).
Neste estudo, a morte bacteriana foi mediada
predominantemente pelo oxigénio singleto,
portanto pela reacdo do tipo Il, pois o oxigénio
reativo previamente formado ndo reage com
nenhum substrato local, sendo tal caracteristica
exclusiva da reacéo tipo .

Estudos anteriores nos revelaram uma grande
escala de corantes que podem ser usados como
agente fotossensibilizante: ftalocianias, porfirinas,
azul de metileno, azul de toluidina, etc
(BERTOLONI et al., 2000) e todos mostraram ter
atividade contra bactérias gram positivas e contra
gram negativas frente a irradiagdo (MERCHAT et
al.,1996). Esta eficAcia de morte bacteriana
promovida por todos estes fotossensibilizantes tem
sido confirmada como sendo significativamente
diferente entre bactérias gram positivas e gram
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negativas, com maior eficacia contra as bactérias
gram positivas (MERCHAT et al.,, 2001). O meio
fisiolégico para diferenciar bactéria gram positiva
de gram negativa é que a segunda tem uma
membrana externa (bicamada lipidica) fora da
camada de pepitideoglicano.

Existem evidéncias sugerindo que
fotossensibilizantes que penetram no interior da
bactéria pode ser mais efetivo que aquele que age
na superficie bacteriana (HAMBLIN et al.,2002).
Isto ndo quer dizer que o0s agentes
fotossensibilizantes que agem na superficie
bacteriana ndo s&o eficazes, como muitos
trabalhos anteriores ja& mostraram (BHATTI ET
AL., 1998).

Conclusao

Os experimentos tém mostrado que a PDT tem
boa funcionalidade como alternativa para uma
terapia antibidtica tdpica, mas somente uma
experimentacdo clinica controlada e minuciosa
pode provar a eficacia da PDT para inativacao de
bactérias In vivo . Indicadores para essa nova
fitalocianina mostram que ela teria uma boa
eficacia para controlar a colonizagdo bacteriana
em funcionarios e pacientes hospitalares,
esterilizando feridas e desinfectando a pele e
lesbes da mesma, se for realcada a sua eficacia
antimicrobiana contra bactérias In vivo, em
comparacdo com sua eficdcia contra bactérias
eucariontes In vitro. J& com o azul de metileno é
necessario ter cautela, pois se ele apresentou
toxidade junto Staphylococcus aureus, também
pode causar danos a células orgéanicas.
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