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Resumo: A Terapia Fotodindmica (TFD) e uma técnica recente, ndo invasiva, utilizada a priori em doengas
cancerigenas, mas que esta sendo aplicada em outras enfermidades. A Quimioterapia Fotodinamica
Antimicrobiana (QTFDA), segue principios semelhantes a TFD, tendo aplicagdo limitada a infec¢des
localizadas, devido a dificuldades na entrega de luz no caso de infecgbes mais profundas. Yersinia
enterocolitica, uma bactéria gram-negativa, responsavel por varios quadros clinicos no homem, foi adotada
como modelo para o estudo da acdo da QTFDA sobre este tipo de bactéria utilizando com o
fotossensibilizador a cloro-aluminio ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS,) nas concentragbes de 15, 25 e 35
uM e irradiadas com diodo laser Thera-Laser DMC, meio ativo indio-Galio-Aluminio, 685nm, 4.5J/cm?, 30
mW. As bactérias submetidas a este tratamento foram incubadas com células Vero, por 24 horas para
avaliagado de sua patogenicidade. Os resultados obtidos demonstram que, as bactérias tratadas com 35uM
apos 24 horas de interagao com as células ndo conseguiram sobreviver e conseqlientemente infectar novas

células.
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Introducéo

Terapia Fotodinamica (TFD) é um novo
tratamento para cancer e certas doengas nao-
cancerigenas que geralmente sao caracterizadas
por um alto crescimento de células néao
desejaveis ou células anormais [1, 2].
Recentemente a TFD também vém sendo
utilizada para matar células bacterianas através
do uso de fotossensibilizadores alvos [3].

A ciéncia da Quimioterapia Fotodinamica
Antimicrobiana (QTFA) ainda esta no inicio mas
segue principios semelhantes ao da TFD,
envolvendo a morte de organismos por luz na
presenga de um agente fotossensibilizante [4]. O
uso de QTFA pode ser limitado a infecgéo
localizada devido aos problemas de entrega de

luz [5].
As ftalocianinas sao potentes
fotossensibilizadores para inativacao

fotodinamica de virus [6] e bactérias [7].

Infecdes clinicas humanas com Yersinia
enterocolitica resultam apds ingestdo de
microorganismos em comidas contaminadas ou

agua ou pela inoculagao direta através de
transfusdo sanguinea. No trato gastrointestinal, a
Yersinia enterocolitica pode causar enterite
aguda (especialmente em criangas), enterocolite
mesentérica e doengas terminais. Por viruléncia a
Yersinia enterocolitica manifesta sua presencga
através de wuma sindrome clinica [8]. O
mecanismo da patogenicidade da Yersinia ainda
nao esta bem compreendida [9].

Materiais e métodos

Cepa Bacteriana: A cepa bacteriana de
Yersinia  enterocolitica (ATCC 9610) foi
gentilmente cedida pelo Dr. Ilvano de Filippis
(Fundagao Oswaldo Cruz- Instituto Nacional de
Controle de Qualidade de Saude). Para a
manutengdo da cultura foi utilizado meio BHI
(Difco).

Linhagem celular: Células Vero foram
gentilmente cedidas pela Dr. Técia Maria Ulisses
de Carvalho (UFRJ — Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Estas células foram cultivadas de forma padrao
em garrafas de cultura de 25 cm® (Nunc) com
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Meio MEM (Gibco-Invitrogen) suplementadas
com 10% de soro fetal bovino (FBS) por 24 horas
a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.

Fotossensibilizador: A Aluminio Ftalocianina
Tetrasulfonada (AlIPcS,) foi gentilmente cedida. A
Aluminio  Ftalocianina  Tetrasulfonada  foi
dissolvida em PBS em uma concentragao
estoque de 1mM, esterilizada através de filtragem
com filtro Millipore (didmetro 0.22 pl; Millipore,
Bedford, MA, USA) e estocado no escuro a 4°C
até o momento da utilizagao.

Incubacao e irradiacdo: A cultura bacteriana
foi incubada por um periodo de 4 horas a 37°C.
Ao término deste periodo a cultura foi
centrifugada e ressuspensa nas seguintes
concentragdes 15, 25 e 35 uM, por uma hora ao
abrigo da luz. Apds este periodo as células foram
centrifugadas, lavadas em PBS e ressuspensas
em PBS e irradiadas com diodo laser Thera-
Laser, meio ativo Indio-Galio-Aluminio, DMC
685nm, 4.5J/cm?, 30 mW, tempo de
107segundos, area de 2cm?, distancia de 12 cm.

Avaliacdo de unidades formadoras de col6nia:
Para contagem de unidades formadoras de
colénia foram utilizados os seguintes grupos
controle (somente bactéria), bactéria+ftalocianina
nas concentragdes citadas, bactéria+ QTFDA nas
concentragBes citadas. A cultura foi diluida 107
em PBS e desta 100 pyL foram semeados, com
auxilio de alga de Drigalsky, em placas com agar
TSA. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Apds este periodo os resultados foram
registrados com maquina Cybershot 4.1
Megapixel (Sony).

Interacdo das células Vero com a bactéria
Yersinia Enterocolitica: As células Vero foram
cultivadas (5x104 células/mL) em placas de 24
pocos (Nunc, Denmark), contendo laminulas
estéreis, com Meio MEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), e incubadas "over-
night" para adesao a 37°C em uma atmosfera de
5% de CO,. Apds a irradiagao 100uL de cultura
bacteriana foi adicionada a cultura de células
Vero e incubadas por um periodo de 24 horas a
37°C em atmosfera de 5% de CO..

Microscopia de Fluorescéncia: Apds interacao
Yersinia enterocolitica x células Vero, as células
foram fixadas em 4% paraformaldeido em 0,1M
tampao PHEM, por 10 minutos. As células foram
lavadas com tampdo PHEM, para remogédo do
excesso de fixador. Adicionou-se o corante DAPI
(0,3uM) para marcagao do nucleo celular, por 10
minutos. Apds a marcagdo com DAPI, as
laminulas foram lavadas com tampédo PHEM e
montadas em l|adminas com N-propil galato e
vedadas com esmalte. Para observagao dos
resultados utilizou-se Microscépio de
Epifluorescéncia (Leica DMLB).
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Resultados

Unidades formadoras de colbnia:

Figura 1: A) Analise do crescimento bacteriano.
Cultura de Yersinia enterocolitica ndo submetida
a QTFDA. B) Analise do crescimento bacteriano.
Cultura de Yersinia enterocolitica submetidas a
QTFDA na concentragao de 15 pM. C) Andlise do
crescimento bacteriano. Cultura de Yersinia
enterocolitica submetidas a QTFDA na
concentracdo de 25 pM. D) Anadlise do
crescimento bacteriano. Cultura de Yersinia
enterocolitica submetidas a QTFDA na
concentragao de 35 uM.

Microscopia de Fluorescéncia

Foto 1: Analise da interacdo célula Vero x
Yersinia apés 24 horas de incubacao. A - Cultura
de célula Vero incubada com Yersinia. Observa-
se a presencga de bactérias nos vacuolos (seta).
B - Interagdo célula x bactéria apdés QTFDA
(AlPcS; 15uM) onde e possivel observar a
presenca de uma bactéria no vacuolo (seta). C -
Interacdo apés QTFDA (AlPcS, 25uM), observa-
se uma bactéria no vacuolo (seta). D - Interagéo
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ap6s QTFDA (AlPcS, 35uM) nenhuma bactéria e
observada, auséncia de vacuolos.

Discusséo

De acordo com os dados da literatura a
utiizacdo da QTFDA como alternativa no
tratamento de infecgdes bacterianas tem sido
muito explorada [4]. Os resultados obtidos neste
estudo, possibilitaram observar que o tratamento
de Yersinia enterocolitica com ftalocianina,
associada a irradiagéo, diminui a patogenicidade
desta bactéria gram-negativa, como observado
nas figuras 2B e C. Com o aumento da
concentracdo do corante 35uM, as bactérias
perdem a capacidade de multiplicagéo no interior
do vacuolo e consequiente rompimento da célula
hospedeira e reinfeccao de novas células.

Concluséao

A QTFDA e um tratamento alternativa, no
caso de bactérias que apresentam resisténcia a
antibioticos, porem restringe-se a infecgdes
superficiais, havendo a necessidade de mais
estudos, relacionados a aplicacdo da técnica em
outros tipos de infecgao.
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