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“Influéncia da Terapia Fotodinamica sobre a interagao Yersinia

enterocolitica-célula hospedeira”

Resumo

Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade terapéutica relativamente
nova aplicada tanto para doengas neoplasicas, quanto ndo neoplasicas, que requer
exposicao de células ou tecidos a um farmaco fotossensibilizante ndo téxico agindo
apods irradiagdo com luz visivel de comprimento de onda apropriado. Uma das
aplicagcbées da TFD é a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA). Esta é uma
técnica recentemente desenvolvida, que segue principios semelhantes ao da TFD,
capaz de destruir patégenos microbianos no tratamento de infec¢des localizadas. O
presente trabalho teve por objetivo analisar a interacdo entre Yersinia enterocolitica
apés TFDA tendo como fotossensibilizante Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada
(AIPcS,), com a linhagem celular J774. A cultura bacteriana Yersinia enterocolitica
foi incubada por 1 hora com AIPcS,, irradiada com laser (A.=660nm) e interagida com
macrofagos J774 por 24 e 48 horas, sendo analisadas através da microscopia optica
e de fluorescéncia a interiorizacdo e adesao bacteriana, e eletroforese para
acompanhar a alteragdo no DNA genbémico. De acordo com os resultados obtidos,
pode-se observar uma significativa redugdo do numero de bactérias Yersinia
enterocolitica quando estas foram interagidas com macréfagos J774 apds a terapia
fotodindmica antimicrobiana. Tal redugao nao foi observada nos demais grupos, os
quais apresentaram um elevado numero de bactérias. A analise do material
demonstrou que o DNA bacteriano apresenta-se integro apés a TFDA, ndo sendo
observado danos referentes a fragmentagdo do DNA.

Palavras chaves: Terapia Fotodindmica, Laser, Fotossensibilizante, Yersinia

enterocolitica.



“Photodynamic Therapy influence about the interaction host cell

Yersinia enterocolitica’”

Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a relatively new therapeutic modality for
neoplastic and non-neoplastic diseases that requires exposure of cells or tissues to a
non-toxic photosensitizing drug after irradiation with visible light of appropriate
wavelength. One of the PDT applications is the Antimicrobial Photodynamic Therapy
(APDT). This is a recently developed technique, which follows principles similar to
those of PDT, capable of destroy pathogens microbes in the treatment of localized
infections. The aim of the present work was to analyze the interaction between
Yersinia enterocolitica, after APDT with photosensitizing tetrasulfonated
phthalocyanine alluminum (AIPcS,), with J774 cell strains. The Yersinia enterocolitica
bacteria culture was incubated for 1 hour with AIPcS,, irradiated with laser
(A=660nm) and interacted with J774 macrophages for 24 and 48 hours, being
analyzed through of optical and Fluorescence Microscopy the internalize and
adhesion bacterial and eletrophoresis to register changes on the genomic DNA.
According to the results, could be observed a significant reduction of the Yersinia
enterocolitica bacteria number when these were interacted with J774 macrophages
after Antimicrobial Photodynamic Therapy. This significance was not observed in the
others groups, which presented a high number of bacteria. Analysis of the material
showed intact bacterial DNA after APDT. No DNA fragmentation was observed.

Keywords: Photodynamic Therapy, Lasers, Photosensitizer, Yersinia enterocolitica.
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1 INTRODUGAO

Terapia Fotodinamica (TFD) € um tratamento alternativo para o cancer, no
qual um agente fotossensibilizante é administrado seguido por exposi¢cédo a luz com
um comprimento de onda especifico. A interacdo entre o fotossensibilizante e o
oxigénio molecular produz o oxigénio singleto ('0,), bem como outras espécies

reativas de oxigénio (EROs). (1, 2)

Embora os efeitos bactericidas da terapia fotodindmica sejam conhecidos a
bastante tempo, apenas recentemente o interesse em seu uso pratico vem

aumentando. (3)

A TFD tem sido proposta como uma terapia antimicrobiana alternativa para
combater ascensdo mundial na resisténcia antibidtica de microorganismos

patogénicos. (4)

O aumento da ocorréncia da resisténcia microbiana aos antibidticos vém
conduzindo uma extensa procura aos metodos alternativos de destruicdo de

patdgenos e tratamentos de infecgdes. (5)

As bactérias Gram-negativas séo significativamente resistentes a maioria dos
fotossensibilizantes comumente utilizados na TFD de tumores, porém esta
resisténcia € superada pela modificagdo da parede ou pela selecdo de drogas
fotossensibilizantes apropriadas. (3, 6) Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram-
negativa, pleomorfa e anaerdbica facultativa. (7) Infecgbes clinicas humanas
resultam da ingestdo de comida ou agua contaminada com Yersinia enterocolitica ou
pela inoculagdo direta através de transfusdo sanguinea. No trato gastrointestinal,
Yersinia enterocolitica pode causar enterite aguda (especialmente em criangas),

enterocolite, linfadenite mesentérica e doengas terminais. (8)



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo analisar a interagao entre Yersinia
enterocolitica, apos a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA), com a linhagem
celular J774.

2.2 Objetivo Especifico

Verificar a perda de invasividade e sobrevivéncia de Yersinia enterocolitica
apos incubagdo com Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcSs) e tratamento
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA).



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Terapia Fotodinamica (TFD)

Desde o inicio do século, tém-se discutido o emprego de corantes como
farmacos. Determinados corantes tém sido empregados como agentes terapéuticos,
como € o caso do azul de metileno, que possui acdes bacteriostaticas, violeta de
genciana (cristal violeta), dentre muitos outros. Raab, em 1900, observou a morte de
microorganismos quando expostos a luz solar e ao ar, na presenca de certos
corantes. O que Raab reportou é o principio de uma nova modalidade clinica para o

tratamento do cancer e de outras moléstias, a Terapia Fotodinédmica (TFD). (9, 10)

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma modalidade terapéutica aplicada tanto
para doengas neoplasicas quanto ndo neoplasicas, (11) que requer exposi¢ao de
células ou tecidos a um farmaco fotossensibilizante n&o tdxico agindo
sistemicamente ou localmente, (12) apos irradiagdo com luz visivel de comprimento
de onda apropriado, geralmente na regido vermelho ou infravermelho proximo e
compativel com o espectro de absor¢édo do farmaco que na presenga de oxigénio ira
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), (13, 14, 15, 16, 17, 18, 19) como
oxigénio singleto e superdxido que s&o toxicos para a célula destruindo constituintes
celulares como proteinas, lipidios e acidos nucléicos, levando a morte celular.(5)
Com a irradiagédo, o fotossensibilizante absorve energia suficiente para deixar o
estado fundamental (Sqo) € alcangar o estado excitado, denominado estado singleto
(Snv). A molécula se encontra em um estado com excesso de energia e se ela nao
sofrer nenhuma reagao ou “degradagao”, ira encontrar alguma forma de perder esta
energia e retornar ao estado fundamental (Sgo) (20), geralmente emitindo luz ou
calor, ou ainda podendo realizar um cruzamento intersistema, passando a um estado
intermediario, denominado estado tripleto (Tn,), neste estado ocorre emissdo de
elétrons que reagem com o oxigénio formando EROs (Figura 1). Os EROs podem
ser gerados por dois tipos de reacdes(21), reacdes tipo | ou tipo Il. Em uma reacgéo
tipo | tipica, a transferéncia direta de elétron do fotossensibilizante para um substrato
ocorre pela geracéo de diferentes tipos de espécies reativas, apds sao interceptados

por produtos do oxigénio que geram oxidagao, perdxido de hidrogénio (H205), radical



superéxido ou radical hidroxila. Em um tipo Il de reagdo, o fotossensibilizante
excitado reage diretamente com o oxigénio molecular podendo entdo reagir com
oxigénio tripleto normal para produzir o oxigénio singleto ('0;) quando o
fotossensibilizante retorna para seu estado fundamental, o estado singleto. Este
oxigénio singleto altamente reativo inicia mais adiante reagbes oxidativas em um
ambiente fechado, como a parede celular bacteriana, membrana lipidica, enzimas ou

acidos nucléicos. (22)
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Figura 1: Diagrama de Jablonski. Os estados singletos e tripletos estdo representados por S e T,

respectivamente. (20)

A eficiéncia da TFD é afetada por varios fatores incluindo propriedades
fotofisicas de sensibilizadores, comprimento de onda da luz de ativacgéao,
profundidade de penetragdo da luz em tecidos biologicos, resposta tecidual ao
oxigénio singleto. (23) Embora a TFD tenha sido originalmente desenvolvida visando
a terapia do cancer em suas diversas formas, tem ficado claro seu grande potencial
no que concerne a outras moléstias, (5) como a psoriase, onde se tem atingido
resultados bastante promissores, degeneragdo macular da retina, condigdes auto-
imunes, arteriosclerose e restenose, remogéo de verrugas na laringe, tratamento de
micoses fungoides e destruigdo de infestagdes bacterianas resistentes a tratamentos

tradicionais a base de antibioticos. (9, 24) A resisténcia a antibiéticos desenvolvida



por um crescente numero de microorganismos é reconhecida como um problema de
saude mundial. (24, 25) Com a elevacdo mundial das taxas de resisténcias a
antibidticos, pesquisadores estdo se empenhando em desenvolver novas estratégias

antibacterianas. (22)

Uma das aplicagdbes da TFD é a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
(TFDA). Esta € uma técnica que segue principios semelhantes ao da TFD, (25, 26)
capaz de destruir patogenos microbianos no tratamento de infecgdes localizadas.
Muitos fotossensibilizantes, como as porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e
ftalocianinas estdo sob investigagao para tratamento do cancer e outras doengas.
Corantes que sao propostos freqientemente como fotossensibilizantes
antimicrobianos como azul de toluidina, azul de metileno, entre outros, possuem
diferentes ligagdes moleculares mostrando ser fototoxicos para bacilos Gram-
negativos com irradiagdo de luz vermelha. (4, 27) Sabe-se que bactérias Gram-
positivas sdo muito mais sensiveis a inativacdo fotodinamica que as Gram-negativas
e que o fotossensibilizante ideal para destruir bactérias deve possuir uma carga

catibnica global e preferencialmente de multiplas cargas catiénicas. (18)

Experimentos demonstraram a contribuicdo do oxigénio na destruicado de
bactérias sendo que, na sua auséncia, os corantes fluorescentes ndo mostraram
nenhuma atividade contra espécies anaerobicas. Diferentes classes de compostos
quimicos com propriedades fotoativas tém sido testadas obtendo varios resultados
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Fotoinativagdo de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas sao baseadas no conceito que certos
fotossensibilizantes podem se acumular em uma quantidade significante na
membrana citoplasmatica, local critico para indugdo de um dano irreversivel na

bactéria apds iluminacéo. (4, 22, 27)

O uso de fotossensibilizante para erradicacdo microbiana ja era utilizado
antes do desenvolvimento da técnica quimioterapica. O efeito antimicrobiano da TFD
vem sendo fortemente reconhecido. As técnicas tém mostrado efeitos contra uma
gama de patdgenos e também contra bactérias resistentes a farmacos. A atividade
de fatores de viruléncia de bactérias Gram-negativas também foram reduzidos com
TFD. O uso da TFD para destruir microorganismos pode também ser limitado para

localizar infecgbes devido a problemas sistémicos de entrega de luz. Com o advento



da tecnologia de fibras 6pticas, infec¢des profundas devem tornar-se trataveis com a

abordagem fotodinamica. (27)

Varios tipos de fotossensibilizantes neutros e aniénicos exibem uma atividade
fototdxica pronunciada contra bactérias Gram-positivas considerando que elas nao
mostram uma atividade citotoxica contra bactérias Gram-negativas a menos que a
permeabilidade da membrana externa seja alterada pelo tratamento com agentes
quimicos ou bioldgicos, como EDTA (Acido etilenodiaminicotetraacético) ou &cido
policatiénico. (28) E provavel que o envelope celular mais complexo e mais espesso
de bactérias Gram-negativas quando comparado com as bactérias Gram-positivas
previna uma ligacao eficiente das moléculas de fotossensibilizante desativando as
espécies reativas citotoxicas fotogeradas pelas moléculas fotossensibilizadas. Ao
contrario, fotossensibilizantes carregados positivamente incluindo porfirinas e
ftalocianinas promovem uma inativagao eficiente de bactérias Gram-negativas sem

precisar modificar a estrutura natural do envelope celular. (24, 29, 30)
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Figura 2: Representacédo esquematica da TFDA. O fotossensibilizante na presenca de luz é excitado
e produz espécie de oxigénio téxico que danifica o DNA e/ou regides de membrana.
Fotossensibilizadores aniénicos sdo geralmente ativados apenas contra bactéria Gram-positiva pois
nao podem permear a membrana externa carregada negativamente da bactéria Gram-negativa.
Fotossensilizadores catidnicos e anibnicos ligados a polipeptidios catibnicos podem inativar
microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos. (31)



3.2 Laser

Radiagéo laser representa uma ferramenta de grande valia para diferentes
areas onde é aplicada. Muitas vezes preenchendo lacunas onde ferramentas e
técnicas convencionais ndo dao suporte. Com o surgimento de aplicagoes
biomédicas, o laser, se tornou tema de grande destaque gerando grande volume de
pesquisas cientificas e consolidando-se como ferramenta indispensavel em diversos

tratamentos por possibilitar uma melhor qualidade de vida aos pacientes envolvidos.

Equipamentos laser produzem radiacado altamente coerente e monocromatica
que pode ser eficientemente acoplada em fibras 6pticas usadas como guias 6pticos,
(10) permitindo acesso, minimamente invasivo, as regides intracorpdreas. Lasers
sdo basicamente classificados na area da saude como cirurgicos (alta poténcia),
geralmente utilizados para cortes de tecidos e processos onde € necessario
remogao de material, e ndo cirurgicos (baixa poténcia) para objetivos terapéuticos e
de diagnostico. (32, 33)

O protocolo de aplicagdo da radiagdo deve receber grande atengdo quanto a

seus parametros e viabilidade da aplicagao.

O correto ajuste dos parametros do laser, tais como energia do pulso,
frequéncia, poténcia Optica de saida, tempo de irradiagdo e comprimento de onda
sdo decisivos para o efeito bioldgico do feixe de luz laser determinando sua
absor¢cdo e interagdo com o tecido. (34) Um simples erro em qualquer dos
parametros citados pode resultar em discrepancias do efeito desejado, podendo

gerar traumas irreversiveis ao paciente.

Tratamentos utilizando luz e compostos ativados por luz ja sédo referenciados
a muito tempo, onde eram usados para o tratamento de uma grande variedade de
desordens e moléstias. (17) Uma das aplicagdes que vém se destacando é o uso da
luz laser associada a corantes fotossensiveis, técnica esta conhecida como Terapia
Fotodindmica. No passado, a ativacao de corantes fotossensiveis era realizada por
uma variedade de fontes de luz como laseres de corantes bombeados por laser de
argbnio, Nd:YAG (Neodymium-Yttrium-Aluminium-Garnet), vapor de ouro ou vapor
de cobre. Mas todos estes sistemas lasers sdo de uso complexo e de alto custo.
Hoje, sistema baseados em lasers de diodo estdo substituindo os sistemas antigos

devido a sua facilidade de manuseio, portabilidade e baixo custo. (35)



3.3 Fotossensibilizantes

O fotossensibilizante deve ser nao toxico, seletivamente retido em tecido
tumoral em altas concentragdes, soluvel em agua, metabolizado em um tempo

razoavel pelo corpo e rapidamente pela pele, para evitar reag¢des fotossensiveis. (10)

Os fotossensibilizantes em TFD podem ser classificados pela estrutura
quimica e se dividir em grandes familias. A primeira familia pesquisada é baseada
em hematoporfirinas (Hp) e seus derivados. Apds purificagdo e manipulagdo os
derivados de hematoporfirinas (HpD) sao transformados em varios produtos
comerciais chamados Photofrin®, Photosan, Photocan, etc. As porfirinas pertencem
a primeira geracao de fotossensibilizantes. (17) As ftalocianinas pertencem a
segunda geracgao de fotossensibilizantes usados em TFD e podem ser facilmente
conjugadas com uma variedade de diferentes grupos que alteram a sua carga
molecular e a sua solubilidade. Estas caracteristicas afetam a captagcdo do
fotossensibilizante pelas células tumorais. (12) A cinética de captacao e a retengéo
celular sao diferentes para ftalocianinas hidrofilicas e hidrofébicas. (15) A maioria
dos corantes é hidrofébico sendo necessario agentes de entrega para uso clinico,
como uma preparagao lipossomal. A afinidade destes corantes para uma variedade
de metais parece aumentar a sua eficacia. Aluminio, zinco, e silicio oferecem uma
melhor atividade fotodindmica. Grande parte da atividade para fotossensibilizantes
clinicos da familia de corantes, vem das ftalocianinas e seus derivados, as

naftocianinas. (17)

Tem-se que as ftalocianinas sdo melhores fotossensibilizantes para TFD que
outros, como as porfirinas, naftalocianinas, etc. Elas exibem vantajosas propriedades
fotofisicas para a TFD, como fotoestabilidade, bom efeito de penetragao tecidual
devido sua estabilidade quimica, atividade fotodindmica, (36) alta absorcéo
molecular na regido vermelha do espectro do visivel, (37) além de um longo tempo
de vida do estado tripleto fotoexcitado para produzir eficientemente oxigénio singleto
molecular Ox('Ag). (30) Estas, constituem uma grande classe de combinagdes com
altos coeficientes de excitagao na regido espectral do vermelho (630-750 nm), e tém-
se descoberto excelentes propriedades de localizacdo de tumor e alta eficiéncia

fotossensibilizante. (38)



O uso de ftalocianinas para esterilizagdo de contaminantes infecciosos em
células vermelhas do sangue tem tido maior interesse devido a sua intensa absorgao

da luz vermelha onde a absorgéo da hemoglobina € minima. (30)

3.4 Yersinia Enterocolitica

A primeira referéncia reconhecida para Yersinia enterocolitica, um cocobacilo
Gram-negativo, foi feita nos Estados Unidos em 1934 por Mclver e Pike.
Bioquimicamente, o isolado n&o se parecia com outros bacilos ja conhecidos, como
Pseudomonas mallei ou até mesmo P. pseudomallei. Porém, os autores concluiram
que a possibilidade de terem descoberto uma nova espécie era menos provavel que
o organismo descrito ser uma forma atipica ou uma variante de alguma espécie ja
conhecida. Em 1939, Schleifstein e Coleman, trabalhando no Departamento de
Saude do estado de Nova lorque, chamaram atengao para o isolado descrito por
Mclver e Pike e para quatro outros isolados que se assemelhavam ao Actinobacillus
lignieri e especialmente Y. (Pasteurella) pseudotuberculosis. Porém as
caracteristicas microbiolégicas dos cinco isolados foram suficientemente diferentes
dessas ultimas duas espécies e também por trés dos quatro isolados serem de
conteudos entéricos. Schleifstein e Coleman propuseram o nome Bacteria
enterocolitica, para este “microorganismo nao identificado”. (8) Historicamente,
Yersinia enterocolitica € um patégeno anaerdbico facultativo do trato gastrointestinal
que, sob certas condigcdes do hospedeiro, apresenta uma forte tendéncia para

expanséo extra-intestinal. (7, 39)

Infecgbes clinicas em humanos com Yersinia enterocolitica é resultado da
ingestdo de microorganismos encontrados em comidas contaminadas, agua ou por

inoculagao direta através de transfusao de sangue. (8, 39, 40, 41)

No trato gastrointestinal, Yersinia enterocolitica pode causar enterites aguda
(especialmente em criangas), enterocolites, linfadenites mesentéricas e ileites
terminais. Por viruléncia Yersinia enterocolitica pode manifestar sua presenca
através de sindrome clinica, porém, deve existir um conjunto de caracteristicas que
capacite sua entrada com sucesso para infectar um hospedeiro humano, estes

microorganismos devem primeiramente adaptar os antigenos de superficie ao
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aumento de temperatura (37°C). (8, 40) A infeccao por Yersinia enterocolitica pode
ser operacionalmente dividida em duas fases: (i) invasao, adesao e translocacao
através do epitélio intestinal do ileo terminal, com multiplicagcdo na Placa de Peyer
(PP), e (ii) disseminagao para tecidos profundos com o estabelecimento da infecgao
sistémica. (42) A colonizacdo do trato intestinal € o primeiro evento de sucesso do
patdogeno entérico. Para alcancgar este estado, a bactéria deve atravessar o luUmem
intestinal, ligando-se e penetrando a camada de muco sobre a mucosa das células
epiteliais e finalmente aderindo-se as bordas da membrana das células intestinais.
(40, 8) Quando o trato gastrointestinal & infectado, enterites aguda com febre e
inflamacao, ocasionalmente sangramento, diarréia € a ocorréncia mais frequente,
especialmente em criangas, em adultos jovens, ileite terminal aguda e linfadenites
mesentéricas semelhante a apendicite parecendo ser uma sindrome clinica mais
comum. Em casos mais prolongados de envolvimento de Yersinia no trato
gastrointestinal pode ocorrer uma fatal necrose enterocolitica, tdo bem como um

“pseudo-tumor” na forma de uma adenite mesenterica, até mesmo em criangas.

Gastroenterites causada por Yersinia enterocolitica € uma doenga que requer
a expressao coordenada de diversos genes bacterianos para patogenicidade.
Recentemente, tem ficado claro que genes virulentos podem ser regulados como
parte da regulagdo flagelar indicando que esta regulagdo contribui para
patogenicidade da Yersinia enterocolitica. (43) O diagnostico clinico de
gastroenterite em criangas € acompanhado por febre, vomito e diarréia, geralmente
sangramento e dor abdominal. Enquanto a incidéncia é desconhecida, criangas com
Yersinia enterocolitica podem exibir uma infec¢do bacteriana concomitante, (8) tal
como um padrao sintomatico ndo especifico, comum em varias infecgdoes entéricas.
(7) Yersinia pode chegar a causar septicemia, alterando o estado de saude do
hospedeiro e pode ocorrer em hospedeiros normais e imunocomprometidos. O
diagndstico clinico para septcemia por Yersinia enterocolitica pode incluir formagéo
de abscessos no figado e bago, pneumonia, artrite séptica, osteomielites, meningite
e panoftalmites, (8) sindrome de Reiter e anemia Hemolitica. (7) O diagndstico
microbiolégico das infeccbes de Yersinia enterocolitica € melhor alcangado pelo
isolamento de bactérias de espécimes clinicos representativos do processo

infeccioso. Porém, isolamento e identificagao bioquimica sao fungcdes impostas pelas
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condicdes de cultivo e caracteristicas das coldnias de Yersinia enterocolitica em uma

variedade de rotinas comumente usadas. (8)

Infecgbes intestinais por Yersinia enterocolitica em humanos sdo seguidas por
sequelas que incluem artrites reativas e outras doencas autoimunes. O
desenvolvimento de artrites € mais frequentemente determinado por susceptibilidade
genética. Infeccbes clinicas de Yersinia enterocolitica sao seguidas pelo
desenvolvimento de anticorpos incluindo anticorpos contra musculos lisos, tecidos
conjuntivo, epitélio renal e a membrana de células epiteliais da tirdide. Os
mecanismos pelo qual patdégenos artritogénicos interagem com o sistema
imunolégico humano para produzir artrite inflamatéria ndao sado entendidas
completamente. Estes patégenos tém a capacidade de modular seletivamente a
resposta imune do hospedeiro humano infectado e estimulacéo linfocitéide policlonal

€ um dos mecanismos imunomodulatérios usados por eles. (44)

Num total sdo onze espécies de Yersinia conhecidas, trés delas patogénicas,
Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis e Yersinia Enterocolitica, (39, 42) sendo
a ultima a mais prevalecente em humanos. Estas trés espécies exibem diferentes
graus de viruléncia, mas tem em comum a capacidade para se multiplicar em tecidos
linfaticos e derrotar a defesa imunolégica primaria do hospedeiro. (45) As oito
espécies restantes (Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. aldovae, Y.
rohdei, Y. hercovieri, Y. mollaretti e Y. ruckeri), ndo tém sido estudadas
extensivamente, e devido a auséncia de marcadores classicos de viruléncia de
Yersinia, ela tem sido geralmente considerada espécies nao patogénicas e
presentes no ambiente. Porém, um numero crescente dessas espécies nao
patogénicas tem sido isolado de humanos doentes, levantando a questdo da
possibilidade de patogenicidade. E interessante notar que das onze espécies
conhecidas de Yersinia, apenas quatro (Y. enterocolitica, Y. intermedia, Y.

frederiksenii e Y. kristensenii) sao isoladas de fontes de agua e esgoto no Brasil.

A bactéria pode invadir células epiteliais, ligando-se as bordas da membrana
intestinal, onde ela penetra as células M e ganha acesso para se multiplicar em
placas de Peyer (PP). Bactérias levadas até as células M sao geralmente
fagocitadas e destruidas por macréfagos das placas de Peyer, porém, Yersinia
enterocolitica patogénica tem varios componentes de superficie que possibilitam

uma resisténcia a fagocitose e evasao da morte. A proliferagdo bacteriana resulta
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em uma reacao inflamatéria, que leva a formacdo de micro abscessos locais e
ulceracdo do epitélio. Finalmente, a bactéria se espalha pelos linfonodos

mesentéricos e entra na corrente sanguinea. (46)

Antigancs fgh I |3,

ok ,/l\‘ mﬁmwmmmmﬁmwmmmmm gt

-Macrafago IgA [=T.)
Lialﬁ-citns B iT
Pl

Celula Linfécitos B @ @
dendritica @ @

L 3 Linfo- Ducto - i
@ [ S }_’[anénim]_b Circulacao

Figura 3: Atividade imunitaria do intestino delgado. As células M das placas de Peyer capturam
antigenos da luz intestinal e os transferem para os linfécitos, macréfagos e células dendriticas

adjacentes. (47)

Yersinia enterocolitica pode gerar enterotoxinas responsaveis pela
contaminacgao de alimentos, podendo ser isolada do solo, da agua, de uma variedade
de comestiveis e de seres humanos e animais que sao seus hospedeiros, podendo

ser encontrada em roedores, ovelhas, gado, cavalos, coelhos, cachorros e gatos. (7)

A patogenicidade da Yersinia € multifatorial na qual DNA cromossdémico e
genes plasmidiais atuam em conjunto na producdo de infecgdo e patogenicidade.
Todas as espécies de Yersinia patogénica abrigam uma viruléncia plasmidial
relacionada que codifica diversos determinantes virulentos regulados de modo
térmico. Estudos recentes mostraram que cepas patogénicas de Yersinia
enterocolitica podem invadir células eucaribticas in vitro considerando que cepas nao

patogénicas ndo podem. (42)
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O contagio através de transfusdo de sangue teve seus riscos reduzidos
dramaticamente pela implementacdo da selegdo cuidadosa de doadores e testes
sensiveis. A seguranga dos produtos de células sanguineas nédo € apenas desafiado
por infecgbes virais emergentes, mas também por infecgbes de bactérias comuns,
devido a concentragao de células vermelhas (CCV) nao ser habitualmente testada
por contaminagao bacteriana. A prevaléncia de transmissdo bacteriana através de
transfusdo de CCV tem sido reportado pela rede French Hemovigilance chegando a
16% de incidéncias em transfusédo imediata. Além disso, relatérios da British Serious
Hazards of Transmission e a US Food and Drugs Administration (FDA) indicam que
contaminacao bacteriana de CCV, principalmente com Yersinia enterocolitica e
Pseudomonas ssp., € a maior causa de morbidade e mortalidade. Tecnologias para
inativagdo de patégenos baseada no uso da luz ultravioleta (UV), como desenvolvida
para plaquetas, sdo muito promissoras. Porém, esta tecnologia nao é aplicada para
CCV, como as tecnologias baseadas no uso de luz sdo impedidas pelo fato de que a
hemoglobina absorve fortemente na regido entre 300 e 600nm. Entdo, a tecnologia
de inativagdo patogénica para CCV pode usar luz independente de combinagdes
quimicas ou combinagdes fotodinAmicas que podem ser ativados com luz de
comprimentos de onda superiores a 600nm. A acao fotodindmica depende do uso
de luz associado com a absor¢gdo das moléculas, em ativacdo com luz de
comprimento de onda apropriado, produzindo oxigénio singleto, causando dano
oxidativo para as células de interesse. O dano resultante ocorre na proximidade do
fotossensibilizante e pode levar a inativagdo do microorganismo. Diversos
fotossensibilizantes tém sido investigados por sua capacidade de inativar patdogenos
em CCV; porém, a maioria causou um dano inaceitavel nas células vermelhas.
Recentemente, mostrou-se que Terapia Fotodinamica (TFD) de CCV com a porfirina
carregada positivamente, cloro porfirina mono-fenil-tri-(N-metil-4-piridil)(Tri-P(4),
resultou em uma redugdo do modelo viral, virus estomatite vesicular (VSV), e
apenas limitou o dano as células vermelhas no armazenamento subsequente.
Finalmente, foi avaliado o efeito da dosagem para TFD, necessario para inativagao

patogénica 6tima, em quantidade de células vermelhas in vitro. (48)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem celular

As células utilizadas nos experimentos sao originarias de camundongo Balb-
C, gentilmente cedidas pela Dra. Maria Angélica Gargione Cardoso — UNIVAP —

Universidade do Vale do Paraiba.

Partindo-se inicialmente de uma ampola de congelamento contendo células
estocadas em nitrogénio liquido, foi preparada uma garrafa de 25cm?, contendo 1mL
de cultura de células (~10°élulas/mL), mais 2mL de meio de cultura DMEM
enriquecido com 5% de soro fetal bovino (Gibco BRL®). A garrafa foi entdo incubada
em estufa com controle automatico de temperatura (37°C) e pressdo de CO; (5%)

(Forma Scientific).

O crescimento celular foi devidamente acompanhado por meio de observagao
em microscopio invertido Olympus CK40 e subcultivadas através de tripsinizagao,

quando a densidade de células formava uma monocamada confluente.

4.2 Cepa bacteriana

Foi utilizada cepa bacteriana da linhagem Yersinia enterocolitica (CT) ATCC
9610, gentilmente cedidas pelo Dr. Ivano de Filipps — da Fundagdo Oswaldo Cruz —
Fiocruz — Instituto Nacional de Controle de Qualidade de Saude — INCQS - RJ.

4.3 Meio de cultura

Meio DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Media (GibcoBRL®) — E um meio
como fonte de energia optmizada para produgao de proteinas, metabolismo de acido
nucléico que limita a toxicidade da amodnia produzida. Preparado conforme

instru¢des do fabricante e conservado a 4°C na geladeira.
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4.4 Meio de cultura para cepa Yersinia enterocolitica

Para o preparo de 1| desta solugdo foram diluidas 32 gramas de meio
BHI(Brain and Heart Infusion, Gibco) em 1000ml de agua destilada e deixado sob
agitacdo até que formasse uma mistura homogénea. Posteriormente autoclavada

para esterilizagcao e estocada em garrafas de vidro de 500mL na geladeira a 4°C.

4.5 Tampao Fosfato 0,1M

Para o preparo da solugao “A” foi adicionado 2,76g de NaH,PO4. H,O (Fisher
Scientific) em 100mL de agua destilada e deixada sob agitacdo até que formasse
uma mistura homogénea, o0 mesmo ocorreu com a solugédo “B”, onde foi adicionado
5,36g de Na,HPO,.7H,0 (Fisher Scientific) em 100mL de agua destilada.

A solugdo tampao € mistura entre as duas solugdes “A” e “B” (33ml de

solucdo A + 67ml de solucéo B) (pH 7,1).

4.6 Salina Tampao Fosfato

Para o preparo de 1l desta solugcéo (PBS - pH 7,2) foi misturado 100ml de
tampao fosfato 0,1M em 900ml de agua destilada. Sob agitacdo adicionou-se 9g de
NaCl (Merck®).

4.7 Tampao PHEM

Para o preparo desta solugdo 20,72g de Pipes (Sigma®), 6,50g de Hepes
(Sigma®), 3,8g de EDTA (Merck®) e 0,54g de MgCl, (Merck®) foram dissolvidos em
1000mL de agua destiladas (pH6,8).
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4.8 Triton X-100

Solugao contendo t-octilfenoxipoli-etoxietanol utilizada para permeabilizar a
membrana externa das bactérias e assim faciltar a penetracdo do
fotossensibilizante, diluido em PBS para obtengdo da concentragdo desejada de
1%.(Sigma®)

4.9 Tripsina

Para o preparo desta solugdo foram dissolvidos 0,1g de Tripsina (Gibco
BRL®) e 0,05g de EDTA (Merck®) em 100ml de PBS.

4.10 Paraformaldeido

Para o preparo da solugdo tamponada de paraformaldeido (10%) foram
aquecidos 80 ml de tampao fosfato (0,2M — pH 7,1) até 65°C, no inicio do
aquecimento foi adicionado 10g de paraformaldeido (Sigma®), agitando-se
continuamente, adicionou-se gotas de hidroxido de sddio 2M sob agitacdo até o
clareamento da solugdo. Apds o resfriamento, adicionou-se mais tampao fosfato

0,2M até completar 100ml.

4.11 DAPI

O marcador fluorescente DAPI (4°,6°- diamidino, 2 phenylindole — Molecular
Probes®) foi diluido em DMSO estéril a uma concentracdo estoque de 3mM. A

solucao foi devidamente armazenada em freezer a -20°C ao abrigo de luz.
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4.12 N-propil-galato

O n-propil-galato foi preparado a uma concentracdo de 0,02M. Foram
dissolvidos 4,24g de n-propil-galato (Sigma®) em 10ml de PBS aquecido a 37°C.

Apos a dissolugéo foram adicionados 90ml de glicerina (Sigma®).

4.13 Fotossensibilizante

O fotossensibilizante utilizado foi aluminio ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS,)
(Porphyrin Products®, INC.), na concentracdo de 35uM obtida através da diluicao
estoque de AIPcS, de 1mM em PBS.

4.14 GIEMSA

O corante utilizado foi o0 GIEMSA (Merck®) na concentracdo de 1:10 diluido

em etanol 100%.

4.15 Cultivo de Yersinia enterocolitica

Partindo-se inicialmente de uma cultura estoque, foram preparadas, através
de repique, culturas estoques em tubos de vidro 18x18mm (Pyrex®), contendo 500pl
de solucéo bacteriana e 10ml de caldo BHI estéril. A cultura foi entdo incubada em

estufa (Fanem) a 37°C por um periodo de 24 horas.

4.16 Curva de crescimento de Yersinia enterocolitica

Repicou-se a cultura bacteriana em aliquota de 100ul em tubo de vidro

contendo meio BHI estéril. Deste repique foram aliquotados 100ul e colocados em
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pocos de uma placa de 96 pocgos para leitura no leitor de elisa Spectracount
(Packard, USA), configurado com um filtro de 570 nm. As leituras foram realizadas

por um periodo de 12 horas num intervalo de 30 minutos para cada leitura.

4.17 Incubacgao e irradiacao de Yersinia enterocolitica com AIPcS,

A cultura bacteriana, apos atingir a fase log de crescimento, foi incubada com
35uM de AIPcS,4 + 1% de Triton X-100, a 37°C, no escuro, por periodo de 1 hora.

Apos o periodo de incubagao com o farmaco, o conteudo de cada poco foi
transferido para eppendorffs individuais e centrifugado a 14.000 xg por 5 minutos
para a retirada do corante n&o captado. Em seguida descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento em 1ml de PBS. O conteudo de cada eppendorff
contendo as células foi entdo recolocado nos seus respectivos pocos de placa de 24
pocos (Nunc). A irradiacdo foi realizada no escuro com laser semicondutor

configurado conforme parametros descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros do laser

Parametros Valores
Poténcia 30 mW
Densidade de Energia (DE) 4,5 Jlcm?
Comprimento de onda (1) 660 nm
Tempo 7°53"
Area 3,1 cm?

Barreiras opacas de cor preta foram colocadas entre os pocgos a fim de se

evitar a luz espalhada durante a irradiacdo. Uma barreira com orificio do diametro do
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poco foi sobreposta a placa irradiada também com o mesmo objetivo anteriormente

descrito.

4.18 Interagdo de Yersinia enterocolitica- Linhagem celular J774 apés

Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com AIPcS,

Os macrofagos da linhagem celular J774 plagueados a uma concentragéo de
5x10* células/ml em pocos alternados de uma placa de 24 pocos (Nunc) foram
incubados com 100ul da concentragdo da solugéo bacteriana submetida a TFDA.
Apds 1 hora de interacdo das células com a bactéria, foi retirado o meio e foi feita
uma lavagem com meio DMEM contendo 1% de antibidtico (Solugao estabilizada
penicilina streptomicina — SIGMA) para retirada das bactérias nao interiorizadas. Re-

incubou-se durante 24 e 48 horas a 37°C, numa atmosfera de 5% de CO..

4.19 Coloragao GIEMSA

Apos o processo de TFDA realizado em Yersinia enterocolitica e a sua
posterior interacdo com a linhagem celular J774, foram realizadas a coloragao de
GIEMSA para a contagem das bactérias interiorizadas. As células foram lavadas
com PBS e fixadas por 10 minutos com Paraformaldeido a 3% (diluido em 0,1M de
tampéao fosfato, pH 7,2), lavadas com PBS e entdo coradas por 30 minutos com
GIEMSA diluido em agua a uma concentragao de 1:10, lavadas com agua destilada
e desidratada com etanol 100% por 15 minutos. Apds a coloragao, as laminulas
contendo as células foram montadas sobre Iaminas contendo Balsamo do Canada.
Foram feitas fotomicrografias do material em microscépio Leica modelo DM-LB2 com
objetiva de 100x de aumento acoplado a uma camera CCD Leica modelo DFC280

com fator de ampliagcao de 17,5x.
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4.20 Microscopia de Fluorescéncia

O DAPI (47, 6"-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride — Molecular Probes)
€ um marcador amplamente utilizado para técnicas fluorescentes corando nucleos

especificamente, com pouca ou nula marcagao de citoplasma (Molecular Probes).

Apos o processo de TFDA em Yersinia enterocolitica e a sua posterior
interagdo com a linhagem celular J774, foi realizada marcagao para a observagao
dos resultados através da microscopia de fluorescéncia. As células foram lavadas
com PBS, fixadas por 10 minutos com Paraformaldeido a 3% (diluido em 0,1M de
tampao fosfato, pH 7,2), lavadas com PBS e entdo marcadas por 10 minutos com
DAPI a uma concentracdo de 300nM. Apds a marcagao, as laminulas contendo as
células foram lavadas com tampao PHEM e montadas sobre laminas contendo n-
propil-galato e vedadas com esmalte. Foram feitas fotomicrografias do material em
microscopio de epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema fotografico Leica
MPS-30.

4.21 Extracao de DNA bacteriano

Para a extracdo do material genético, descartou-se o meio da cultura e
adicionou-se PBS. Centrifugou-se a suspensdo a 1000xg por 5 minutos. Desprezou-
se o sobrenadante, conservando o pellet. Lisou-se as células ressuspendendo-as
em 30001 de tampao TE/Triton. Incubou-se as suspensao celular por 10 minutos.
Agitou-se o tubo ressuspendendo as células. Centrifugou-se as células lisadas a
13000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para
tubos eppendorff e adicionou-se 1,5(11 de RNase (10mg/ml) com incubagao por
1hora a 37°C. Ao término deste periodo foi adicionada a solucéo 12,51 de SDS 10%
e 2[1l de Proteinase K (207g/ml) e incubada por 1hora a 50°C. A seguir foram
adicionados NaCl 5M e alcool isopropilico a -20°C, a amostra foi incubada por 10
minutos. Apds incubagdo a amostra foi centrifugada a 13.000xg por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o DNA sedimentado ressuspenso em 20011 de tampao
TE.
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4.24 Eletroforese em Gel de Agarose

Para analise do DNA de Yersinia enterocolitica, foram adicionados 4ul de

tampédo de amostra 6 vezes concentrado a 15ul de amostra de DNA para cada

amostra analisada.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose na
concentracédo de 0,8% contendo TAE 1X e 2,5mg/ml de brometo de etideo. As
amostras de DNA foram visualizadas por exposi¢ao a radiagao ultra-violeta (UV) no
transluminador (Transluminador UV 302nm — T26 — BioAgency) e os resultados

foram registrados por fotodocumentador (Gel Logic 100 Imaging System, Kodak®).
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5 RESULTADOS

5.1 Curva de crescimento de Yersinia enterocolitica registrada em

periodo de 12horas com intervalos de tempo de 30 minutos entre leituras.

A curva de crescimento demonstra que por volta da 32 hora, a cultura
bacteriana Yersinia enterocolitica passa da fase lag para a fase logaritmica (ou
exponencial) tendendo para a fase estacionaria a partir da 72 hora, como demonstra

o grafico a seguir:

Curva de Crescimento Bacteriano
0385 ——— 77— 7717111

0,30 | -
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Grafico 1: Curva de crescimento bacteriano, com indicag¢ao nas regides de mudancga de fase.
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5.2 Contagem do numero de bactérias apos interagdo de Yersinia
enterocolitica com a linhagem celular J774 apés os periodos de incubagao

através da coloragcao de GIEMSA.

A coloragdo de GIEMSA realizada nas amostras de Yersinia
enterocolitica incubadas com linhagem celular J774, 24 e 48 horas ap6s TFDA, nos
grupos analisados foram divididos em controle (Yersinia enterocolitica + linhagem
celular J774), fotossensibilizante (Yersinia enterocolitica + AIPcS4 + linhagem celular
J774), laser (Yersinia enterocolitica + laser + linhagem celular J774) e TFDA
(Yersinia enterocolitica + AIPcS, + laser + linhagem celular J774), utilizando como
parametros a interiorizagdo e a adesao das bactérias a membrana celular, para
posterior contagem. Para a contagem das bactérias foi utilizado microscépio Leica
modelo DM-LB2 acoplado a uma camera CCD Leica modelo DFC280 com fator de
ampliagdo de 17,5x, e recurso integrante do Software-Leica QWin Plus V.3.1.0, pelo
qual a partir de uma imagem congelada na tela é quantificado o niumero de bactérias

interiorizadas ou aderidas existentes no campo (Figura 4). Foram consideradas dez

o

« — Interiorizada

imagens para cada grupo estudado (n=10).

Aderlda
‘ !terlorlzada

Figura 4: Imagem representativa do processo de contagem do numero de bactérias.

10 ym
 —
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De acordo com os resultados obtidos pode-se observar no Grafico 2
(24 horas) um elevado numero de bactérias interiorizadas nos grupos controle, laser
e fotossensibilizante quando comparado com o grupo de TFDA que mostrou uma
diferenca estatistica extremamente significante (p<0,001) através do teste Tukey
Kramer. Pode-se observar ainda que no periodo de 24 horas ha um pequeno
numero de bactérias aderidas devido a lavagem com meio DMEM contendo 1% de
antibidtico realizada apds 1 hora de interacdo para retirada das bactérias nao

interiorizadas.

No Grafico 3 (48 horas) observa-se uma grande quantidade de bactérias
interiorizadas nos grupos controle, laser, fotossensibilizante, sendo que o grupo laser
apresentou um aumento ligeiramente maior que o grupo controle pois este

apresenta efeito bioestimulante.

Observa-se no grupo fotossensibilizante uma diferenca estatistica significante

(p<0,01) quando comparado com os grupos controle e laser.

O grupo TFDA demonstra uma diferenga estatistica extremamente significante

(p<0.001) quando comparado com os demais grupos.

Quando comparado os graficos de 24 e 48 horas observa-se que no periodo
de 24 horas houve um aumento do numero de bactérias interiorizadas nos grupos
controle, laser e fotossensibilizante, este resultado é devido as bactérias aderidas no
periodo de 24 horas serem interiorizadas aumentando assim o numero de bactérias

interiorizadas no periodo de 48 horas.
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Contagem 24 horas
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Grafico 2: Média de bactérias para o tempo de 24 horas. Interiorizadas e aderidas na membrana das
células. Pelo teste Tukey Kramer foi encontrado diferenca estatisticamente significante quando
comparado TFDA com os demais grupos (p<0,001).
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Grafico 3: Média de bactérias para o tempo de 48 horas. Interiorizadas e aderidas na membrana das
células. Pelo teste Tukey Kramer foi encontrado diferenca estatisticamente significante quando
comparado TFDA com os demais grupos (p<0,001) e também encontrado diferenca estatisticamente
significante quando comparado AlPcS, com o grupo Controle.
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5.3 Analise da interacdo de Yersinia enterocolitica com a linhagem
celular J774 apés TFDA com diferentes tempos de incubagao pela técnica de

Microscopia de Fluorescéncia.

A microscopia de fluorescéncia realizada nas amostras de Yersinia
enterocolitica nao submetidas a TFDA interagidas com a linhagem celular J774
foram marcadas para analise em microscopia de Epifluorescéncia com marcador
fluorescente DAPI (47,6~ diamidino, 2'phenylindole — Molecular Probes) (49). Desta
forma, podemos observar a influéncia da TFDA no processo fagocitico de Yersinia
enterocolitica na célula hospedeira, a linhagem celular J774. Os resultados
mostraram que nos grupos controle (Yersinia enterocolitica + linhagem celular J774),
fotossensibilizante (Yersinia enterocolitica + AIPcS, + linhagem celular J774) e laser
(Yersinia enterocolitica + laser + linhagem celular J774), nos tempos de 24 e 48
horas, houve um grande numero de bactérias interiorizadas em linhagem celular
J774, bem como um grande numero de macrofagos infectados como visualizado nas
figuras 4 (A,BeC)e 5 (A, Be C).

No grupo TFDA (Yersinia enterocolitica + AIPcS, + laser + linhagem celular
J774), apés 24 e 48 horas de interacdo, verifica-se a auséncia de células
bacterianas interiorizadas quando comparada com o0s grupos controle,
fotossensibilizante e laser, nos mesmos periodos de interacdo, como observado nas
figuras 4 D e 5 D.
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Figura 5: Fotomicrografias da interagao Yersinia enterocolitica — linhagem celular J774 com marcador
fluorescente DAPI dos grupos estudados para o tempo de 24 horas. A) Grupo controle (Yersinia
enterocolitica + linhagem celular J774); B) Grupo Fotossensibilizante (Yersinia enterocolitica + AIPcS,
+ linhagem celular J774); C) Grupo Laser (Yersinia enterocolitica + laser + linhagem celular J774) e
D) Grupo TFDA (Yersinia enterocolitica + AIPcS, + laser + linhagem celular J774). 1000x
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Figura 6: Fotomicrografias da interacao Yersinia enterocolitica — linhagem celular J774 com marcador
fluorescente DAPI dos grupos estudados para o tempo de 48 horas. A) Grupo controle (Yersinia
enterocolitica + linhagem celular J774); B) Grupo Fotossensibilizante (Yersinia enterocolitica + AIPcS,
+ linhagem celular J774); C) Grupo Laser (Yersinia enterocolitica + laser + linhagem celular J774) e
D) Grupo TFDA (Yersinia enterocolitica + AIPcS, + laser + linhagem celular J774). 1000x

5.4 Extragdao de DNA bacteriano

Objetivando analisar o efeito da Terapia Fotodindmica sobre o DNA
bacteriano, foi realizada a extracdo do mesmo, como descrito anteriormente. A
analise do material demonstrou que o DNA bacteriano apés a TFD apresenta-se
integro, ndo sendo observado danos referentes a fragmentagdo do DNA, como

demonstra a figura 5, na qual observa-se o DNA genémico (seta).
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Figura 7: Eletroforese de gel de agarose com brometo de etideo para extragdo do DNA total de
Yersinia enterocolitica obtido por: (C) Bactéria, (F) Bactéria + Fotossensibilizante, (L) Bactéria +
Laser, (TFD) Bactéria + Fotossensibilizante + Laser. Incubadas por 24 horas em meio BHI a 37° C.
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6 DISCUSSAO

O acelerado aumento da resisténcia antimicrobiana entre as bactérias
patogénicas vem sendo considerado um dos principais motivos para encontrar
terapias antimicrobianas alternativas. (25, 50) O tratamento de infecg¢des
microbianas por TFD parece apresentar um método alternativo valioso para a

erradicagao de bactérias. (24)

Diversos estudos correlacionados a TFD em agentes microbianos utilizando
fontes de luz laser vém sendo desenvolvidos, bem como os estudos de Wood et al.,
em 2006 (51) que observou o efeito da TFD utilizando-se Erythrosine e o Fotofrin em
bactérias Gram-positivas orais Streptococcus mutans, o de Spesia et al. em 2005
(28) que comparou a eficiéncia da fotoinativagdo ocasionadas por porfirinas
catibnicas em bactéria Gram-negativas Escherichia coli e Wong et. al. em 2005 (27)
que avaliou o efeito da Terapia Fotodinamica com azul de toluidina em bactérias

Gram-negativa Vibrio vulnificus, ambas Gram-negativas.

Devido a este fato, foi estudado neste trabalho a TFDA sobre Yersinia
enterocolitica visto que esta € uma bactéria bastante patogénica, apresentando
resisténcia a imunidade, mediada por fagocitos e componentes do complemento,
que representam a primeira linha de defesa contra muitos tipos de microorganismos
invasores. Cepas virulentas de Yersinia enterocolitica e Yersinia pseudotuberculosis
replicam-se dentro de tecidos reticuloendoteliais e sdo predominatemente
extracelulares, embora algumas bactérias possam ser englobadas por fagocitos e
persistir dentro dessas células. (46) Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular
J774, ja que estas células sdo fundamentais a resisténcia as infecgbes por

patdgenos intracelulares, desempenhando varios papéis de efetor microbicida. (46)

Estudos anteriores revelaram um grande numero de corantes que podem ser
usados como agentes fotossensibilizantes como ftalocianinas, porfirinas, entre
outros (52, 26), e que possuem potente efeito citotdxico contra bactérias Gram-
positivas (53). Por outro lado, as bactérias Gram-negativas sao significativamente
resistentes a muitos fotossensibilizantes utilizados na TFD de tumores (4). As
bactérias Gram-negativas possuem duas membranas, a membrana citoplasmatica e

a membrana externa. A presencga de lipopolissacarideo (LPS) torna a membrana
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externa carregada negativamente tornando-a impermeavel a compostos anidnicos.
Cerca de uma década atras foi determinado que o fotossensibilizante aniénico pode
ser efetivo se usado em combinagdo com agentes permeabilizantes de membrana
como nonapeptideo polymix e o EDTA. (31) Estes agentes aumentam a
permeabilidade aos sensibilizantes (porfirinas, ftalocianinas) tornando as células
fotosensiveis. (52, 50) Neste trabalho foi utilizado Triton X-100, um detergente

permeabilizante para facilitar a penetracédo do fotossensibilizante.

Esta eficacia de morte bacteriana promovida por estes fotossensibilizantes
tem sido confirmada como sendo significativamente diferente entre as duas espécies
de bactérias. (54)

Através da analise da curva de crescimento de Yersinia enterocolitica, foi
possivel observar que a fase logaritmica inicia-se apdés 3 horas do repique sob
incubagcdo a 37°C, sendo este o periodo ideal para o tratamento com o
fotossensibilizante AIPcS4, uma vez que as células encontram-se em seu periodo

o6timo de crescimento.

A anadlise da interacdo de Yersinia enterocolitica, apés a TFDA, com a
linhagem celular J774 demonstrou acentuada redugcdo no numero de bactérias
interagidas com as células como demonstrado nos graficos (2 e 4) e (3 e 5), quando
comparado aos outros grupos. No grupo controle, encontramos um grande numero
de bactérias interiorizadas apds 24 horas de interacdo, sendo que nas células nao
infectadas ocorreu a adesao de bactérias, provavelmente liberadas apods a lise dos
macrofagos infectados, uma vez que as bactérias nao interiorizadas na primeira hora

foram removidas pela lavagem com meio contendo 1% de antibi6tico.

Em relagdo ao grupo fotossensbilizante-bactéria, observamos apés 48 horas
uma diminuigao significativa das bactérias interiorizadas, sugerindo um efeito téxico
da AIPcS, sobre as células procariontes, como demonstradas por Muller 2006. (55)
A ftalocianina sem acg&o da luz laser estaria ocasionado alteragdes na membrana, as
quais favoreceriam a fagocitose efetiva destas células, entretanto os resultados aqui
apresentados sinalizam para a necessidade de maiores estudos para uma melhor
compreensao das alteracbes na expressado de proteinas de superficie bacteriana,

antes e apos a interagdo com AIPcS,.
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Para confirmagao dos dados de interagao, foi realizada a marcagcéo com Dapi,
como mencionado um corante especifico para material genético. Os dados obtidos
foram apresentados nas figuras 3 e 4, podendo ser visualizado um elevado numero

de bactérias interiorizadas nos grupos controle, fotossensibilizante e laser.

Para avaliar o efeito da TFDA sobre o material genético de Yersinia
enterocolitica apés a TFDA sem interagao com as células, foi realizado a extragao de
DNA através da técnica de Eletroforese com gel de Agarose. Os resultados obtidos
através desta técnica demonstraram que o DNA das bactérias apresentava-se
intactos, demonstrando que n&o ocorreram danos aparentes ao DNA bacteriano
conforme resultados obtidos por Estrada et al. 2006. Porém, sao necessarios testes
especificos para detalhar algum possivel dano ao material genético apdés a TFDA na

cepa bacteriana estudada. (56)

O tratamento fotodindmico contra microorganismos é considerado ser afetado
pelo mecanismo da formacao do oxigénio singleto que reage com varias moléculas
celulares alvo, incluindo membranas lipidicas, enzimas citoplasmaticos e acidos
nucléicos. (57) Os dados sugerem alteragbes ndo no material genético, mas na
alteracdo de proteinas de superficie, que favorecem o sucesso bacteriano na

progressao da infec¢ao, na qual a célula alvo do sistema imune é o macréfago.

O presente estudo esta em concordancia com estudos anteriores e confirma
que o dano estrutural da membrana das bactérias Gram-negativas é induzido pela
producao de oxigénio singleto na fotosensitizagdo quando o fotossensibilizante
reage com a membrana interna. O dano é o indicador principal da fotoinativagao
bacteriana. A inativacdo depende da capacidade de penetracdo do
fotossensiblizante nas células bacterianas e 0 comprimento de onda da iluminacéo e

nao de sua resisténcia a antibidticos. (54)

Desde que PDT possa ser usada para fotoesterilizagdo de agua ou derivados
do sangue e para o tratamento de infecgbes microbianas localizadas, é
extremamente importante averiguar se as células com DNA danificado podem

sobreviver ao fototratamento. (52)
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7 CONCLUSAO

Apos a TFD, a interagao entre Yersinia enterocolitica com a linhagem celular

J774, foi possivel concluir que:

- Em relacdo a capacidade invasiva de Yersinia enterocolitica, houve uma
acentuada reduc&o no numero de bactérias no interior dos macréfagos da linhagem

celular J774 apo6s a TFDA com AIPcSg4, nos periodos de 24 e 48 horas. Esta

reducdo esta diretamente relacionada a sobrevivéncia das bactérias a atividade
fotodinamica.

- A ftalocianina no periodo de incubagao de 48 horas mostrou uma diferenga
significativa resultando na redug&o no numero de bactérias interiorizadas e aderidas

a membrana celular.
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