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

Now is the time to understand more, so that we may fear less."  

 

Marie Curie 

 



 

 

RESUMO 

 

 

ALVES, Gabriela Batista. Caracterização química e quantificação das porfirinas 

produzidas por cepas do complexo Corynebacterium diphtheriae isoladas de casos de 

difteria e infecções invasivas e sua utilização como fotossensibilizador em terapia de 

fotoinativação. 2024. 144 f. Tese (Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 

Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium 

pseudotuberculosis são bactérias Gram-positivas do complexo Corynebacterium diphtheriae, 

conhecidas por possuírem potencial para produzir a toxina diftérica e outros fatores de 

virulência que contribuem para sua patogenicidade em diferentes contextos clínicos. Além da 

difteria, causada por C. diphtheriae e C. ulcerans, infecções sistêmicas, geralmente por cepas 

não-toxigênicas do complexo C. diphtheriae, são cada vez mais observadas, incluindo casos 

com resistência à antibioticoterapia. A elucidação dos mecanismos de virulência desses 

patógenos, além da toxina diftérica, é fundamental para o desenvolvimento de novos 

medicamentos e tecnologias de prevenção e tratamento. Porfirinas são moléculas macrocíclicas 

envolvidas no metabolismo do grupo heme. Células eucarióticas e bacterianas compartilham 

um precursor comum, o ácido aminolevulínico (ALA), que, ao ser adicionado ao meio de 

cultura bacteriano, aumenta o metabolismo do heme, provocando a secreção de porfirinas, úteis 

como fotossensibilizadores endógenos. A inativação fotodinâmica utilizando porfirinas 

endógenas surgiu como uma abordagem promissora para combater infecções bacterianas, uma 

vez que essas moléculas, ao interagirem com a luz, produzem espécies reativas de oxigênio que 

induzem a morte microbiana. Neste estudo, foi realizada a caracterização química e 

quantificação das porfirinas produzidas por C. diphtheriae, C. ulcerans e C. 

pseudotuberculosis, isoladas de casos de difteria e infecções invasivas, utilizando 

espectrometria de emissão e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) acoplada a 

detectores de fluorescência (FL), ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (EM). Foram 

identificadas três porfirinas: uroporfirina I, protoporfirina IX e coproporfirina III, com 

predominância desta última. A quantificação mostrou variações entre as amostras. Também foi 

investigada a influência do ALA, ferro e peróxido de hidrogênio no perfil das porfirinas de 

cepas de C. diphtheriae. A adição de ALA (2 mmol/L) aumentou a produção de porfirinas, 

enquanto a adição de ferro (2 μg/mL) e H₂O₂ em concentrações subinibitórias (subMIC) reduziu 

a produção. O perfil das porfirinas não foi alterado. O estudo demonstrou o potencial das 

porfirinas endógenas de C. diphtheriae como fotossensibilizadores para fotoinativação 

bacteriana em culturas planctônicas e biofilme. Os experimentos mostraram redução 

significativa das unidades formadoras de colônia/mL (UFC/mL) em todas as amostras após 

exposição à luz LED (402 nm). A eficiência da fotoinativação correlacionou-se diretamente 

com a quantidade de porfirinas produzidas. A suplementação de ALA aumentou a eficiência da 

fotoinativação, e células planctônicas mostraram-se ligeiramente mais susceptíveis à luz do que 

as células de biofilme. A formação de biofilme correlacionou-se positivamente com a produção 

de porfirinas, sugerindo uma relação entre o metabolismo do heme e a formação de biofilme. 

 

Palavras-chave: Corynebacterium diphtheriae. Porfirinas; terapia fotodinâmica; 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 Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências 

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 IX and coproporphyrin III, 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 μg/mL) and H₂O₂ 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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INTRODUÇÃO 

 

 

Corinebactérias e o Complexo Corynebacterium diphtheriae 

 

 

As corinebactérias pertencem ao filo Actinomycetota, sendo bactérias Gram-positivas 

com alto conteúdo de DNA G+C (1). Dentro deste filo, junto com os gêneros Mycobacterium, 

Nocardia e Rhodococcus, formam o grupo CMNR, com base em uma estrutura complexa de 

parede celular que contém ácidos micólicos, característica desses quatro gêneros (2,3). Até o 

momento, foram descritas 167 espécies taxonomicamente válidas de Corynebacterium (4). 

Mais da metade delas foi isolada de material humano e animal, o que indica a considerável 

importância médica e veterinária do gênero. Isso é especialmente verdadeiro para o grupo de 

corinebactérias potencialmente toxigênicas que formam o complexo Corynebacterium 

diphtheriae, inicialmente formado por Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium 

ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis. Essas espécies podem ser lisogenizadas por 

corinebacteriófagos 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 são potenciais 

portadoras do gene tox, que codifica a toxina diftérica, e podem, portanto, ser incluídas nesse 

grupo (2,6–8). As espécies do complexo C. diphtheriae tem potencial para infectar diferentes 

espécies hospedeiras e causar doenças zoonóticas, infecções em animais economicamente 

importantes e infecções em humanos como a difteria respiratória, a difteria cutânea e infecções 

invasivas como endocardite e osteomielite (9,10). 

 

 

Difteria 

 

 

A difteria é uma infecção potencialmente fatal causada principalmente por cepas 

toxigênicas de Corynebacterium diphtheriae e, ocasionalmente, por cepas toxigênicas de C. 

ulcerans (11). 
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A difteria respiratória atormentou a humanidade por milhares de anos. No início do 

século XIX era conhecida como o “anjo estrangulador de crianças” e foi a principal causa de 

mortalidade infantil, com taxas de mortalidade de aproximadamente 80% (5,9,12). 

Seus sintomas são febre leve e uma faringite exsudativa no início da infecção. A doença 

progride com a formação de uma pseudomembrana acinzentada nas amígdalas, faringe e 

laringe. A extensão da inflamação para a cavidade nasal e na laringe pode causar obstrução das 

vias aéreas, resultando em dispneia até sufocamento e morte (9–11,13). A difteria pode ser 

transmitida pelo contato direto entre um indivíduo doente ou assintomático e outro susceptível 

por meio das gotículas de secreções eliminadas na tosse, espirro ou na fala e o tempo de 

incubação varia entre 2 e 6 dias (14). Com a evolução da doença, o estado geral do paciente se 

agrava devido a absorção da toxina, responsável por efeitos sistêmicos. A ação da toxina no 

miocárdio pode resultar em insuficiência cardíaca aguda e os efeitos da ação sobre o sistema 

nervoso central estão associadas ao agravamento dos sintomas respiratórios (10,13,15). 

Além da forma respiratória há a forma cutânea da difteria que se apresenta sob a forma 

de úlcera arredondada, com exsudato fibrino purulento e bordas bem demarcadas e, embora 

profunda, não alcança o tecido celular subcutâneo. Seu portador constitui-se reservatório e 

disseminador do bacilo diftérico, daí sua importância na cadeia epidemiológica da doença 

(10,11,16,17).  

Em 1901 Emil von Behering desenvolveu um tratamento para difteria com base na 

administração de um soro antitoxina da difteria, produzido em cavalos e por isso foi agraciado 

com o Prêmio 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 

vacinação em massa iniciada nos países industrializados na década de 1920 (20). 

Embora tenha sido observada uma diminuição do número de casos da doença devido à 

vacinação, desde a década de 50, a difteria permanece endêmica em muitos países e surtos 

esporádicos da doença têm sido notificados. No final do século XX, a possibilidade de uma 

pandemia de difteria voltou a preocupar a população mundial. Na década de 90, a doença 

ressurgiu na Europa, atingindo principalmente a Federação Russa, os novos estados 

independentes e os países Bálticos, constituindo-se na maior epidemia de difteria nos últimos 

30 anos com 157.000 casos registrados e mais de 5000 mortes (21–24). Essa pandemia foi 

debelada pela vacinação em massa da população, principalmente em adultos com níveis de 

anticorpos baixos. No entanto, apesar dos esforços globais para aumentar a cobertura vacinal a 

difteria não foi erradicada até hoje. Na década passada ocorreram surtos de difteria em países 

da Ásia, como Bangladesh e Iémen, do Caribe, na Venezuela e Haiti e na África do Sul (11,25–
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28). A Figura 1 mostra evolução dos casos através dos anos e a respectiva cobertura vacinal 

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

Figura 1  - Número de casos e cobertura de vacinação mundial entre 2009 e 2022 de 

acordo com a Organização Mundial de Saúde  

Dados obtidos no site da Organização Mundial da Saúde (29) 

Fonte: A autora, 2024.  

Desde a década de 1990, o Brasil apresentou importante redução na incidência dos 

casos, mediante a ampliação das coberturas vacinais. Naquela década, a incidência chegou a 

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

vacinal com a DTP nesse período 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 

redução nas coberturas vacinais estando as mesmas abaixo da meta preconizada de 95% (31). 
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Figura 2 -  Número de casos e cobertura de vacinação no Brasil entre 2009 e 2022 de acordo 

com o DataSus.  

 
 

Dados retirados do sistema TabNet do DataSUS (32,33) 

Fonte: A autora, 2024 

 

No Brasil, em 2010, ocorreu um surto importante no Estado do Maranhão, que revelou 

mudanças em aspectos clínicos-epidemiológicos da difteria. Aspectos patognomônico da 

doença não 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 preocupação importante é o aumento do número 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 últimas 

3 décadas, C. ulcerans foi isolado com mais frequência que C. diphtheriae de casos de difteria 

ocorridos no Reino Unido (36). A emergência de C. ulcerans como o principal agente etiológico 

da difteria em alguns países ressalta a possibilidade de transmissão zoonótica da doença 

(35,37,38).  

Estima-se que devido a pandemia de SARS-CoV-2, que sobrecarregou os sistemas de 

saúde pública e comprometeu os programas de imunização, haja um aumento dos casos de 

difteria e infecções 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 patógenos reemergentes (39–41), trazendo a necessidade de pesquisas sobre os 

mecanismos de patogenicidade tanto de cepas toxigênicas quanto atoxigênicas.  

 

 

Corynebacterium diphtheriae 

 

 

A bactéria Corynebacterium diphtheriae foi descrita pela primeira vez em 1884 por 

Friedrich Löffler, que também demostrou que essa bactéria é o agente etiológico da difteria 

(42). É um bacilo Gram-positivo, aeróbio facultativo, imóvel, pleomórfico, que forma arranjos 

em paliçadas. Até recentemente, eram reconhecidos 4 biovares desta espécie: mitis, gravis, 

intermedius e belfanti (43,44). A capacidade de redução de nitrato, de fermentação de 

glicogênio e a lipofilia eram utilizadas para diferenciação destes biovares. O biovar belfanti 

diferenciava-se dos demais pela incapacidade de reduzir nitrato; o biovar intermedius é o único 

que apresenta colônias lipofílicas e o biovar mitis se diferencia do gravis pela incapacidade de 

fermentar glicogênio. 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 são capazes de produzir uma 

exotoxina, a toxina diftérica (TD), que possui quimiotropismo para células do miocárdio, rins, 

suprarrenais e sistema nervoso, inibindo a síntese proteica nas células do hospedeiro, 

ocasionando os principais sintomas da difteria clássica. 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 é uma preparação de toxóide inativado e proporciona proteção 

contra doenças mediadas por esta toxina, mas não previne a colonização ou infecção 

por cepas não toxigênicas. A infecção por C. diphtheriae não toxigênica se manifesta mais 

comumente como doença respiratória leve ou lesões cutâneas, mas emergiu como uma causa 

importante de doenças invasivas em indivíduos suscetíveis. A endocardite infecciosa é a 

apresentação mais comumente relatada (34,46–53). Casos de osteomielite (54), abcessos 

esplênicos (55), artrite séptica (56) e septicemia (52,57) causados por cepas de C. diphtheriae 

não toxinogênicas também já foram descritos.  
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Diante da versatilidade deste patógeno em causar diversos tipos de infecção, é essencial 

compreender os principais fatores de virulência que contribuem para sua capacidade patogênica 

em diferentes contextos clínicos. 

O principal e mais conhecido fator de virulência de C. diphtheriae é a produção da 

toxina diftérica (TD), um polipeptídeo de aproximadamente 58 kDa e 535 aminoácidos (58–

60). A molécula contém quatro resíduos de cisteína e duas pontes dissulfídicas internas. A 

redução das pontes dissulfídicas gera o fragmento A (TD-A) livre, que corresponde ao domínio 

catalítico (do tipo ADP-ribosiltransferase) da toxina e o fragmento B (TD-B) que corresponde 

aos domínios de translocação e ligação ao receptor da TD (Figura 3). O efeito citotóxico da TD 

deve-se à inibição da síntese proteica através da ribosilação do fator de elongamento EF-2 pelo 

domínio DT-A (19).  

A TD pode ser produzida apenas por amostras que possuem o gene codificador (gene 

tox), carreado por fagos lisogênicos. A sua produção é diretamente afetada pela composição do 

meio de cultura e pelas condições de cultivo. A transcrição do gene tox é negativamente 

regulada por íons de ferro e uma proteína repressora DtxR (Diphtheria Toxin Repressor), que 

atua sobre a região promotora do gene da TD. Esta proteína 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 

 

Legenda: a TD é organizada em duas partes: domínios A e B. O 

domínio N-terminal (193 aminoácidos) representa o domínio A, 

catalítico (em vermelho) e o domínio C-terminal (342 aminoácidos) 

representa o domínio B e é funcionalmente dividido em um domínio de 

translocação (T) (em azul) e o domínio de ligação ao receptor (R) (em 

verde) (62) 
Fonte: Adaptado de Protein Data Bank - file 1F0L 
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Embora a toxina diftérica seja amplamente reconhecida como o principal fator de 

virulência da C. diphtheriae, a ocorrência de infecções invasivas causadas por amostras não 

toxinogênicas sugerem que outros fatores, além da TD, atuam no processo infeccioso. Dentre 

eles, já foram descritas a capacidade de aderência e sobrevivência no interior de células 

eucarióticas, independente da expressão do gene tox. 

A interação entre bactérias patogênicas e seus hospedeiros envolve uma série de 

mecanismos complexos que permitem a aderência, invasão e sobrevivência das bactérias dentro 

do ambiente hospedeiro. Esses processos são fundamentais para a patogênese, uma vez que 

determinam a capacidade do patógeno de colonizar tecidos, escapar das respostas imunológicas 

e estabelecer infecções (9). 

Os mecanismos de adesão de C. diphtheriae foram descritos como processos 

multifatoriais que funcionam de forma específica para cada cepa (9,63). Testes de 

hemaglutinação indicaram a capacidade do bacilo diftérico em aderir a membranas de células 

eucarióticas e a presença de fímbrias está associada a uma parte das amostras positivas para o 

teste (64,65). As fímbrias são 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 estão envolvidas em uma ampla gama de atividades celulares, incluindo aderência, 

motilidade, conjugação e virulência. 

Os estudos mostram em C. diphtheriae a presença de três estruturas fimbriais diferentes, 

identificadas como Spa (sortase-mediate pilus assembly): pilus SpaA, pilus SpaD e pilus SpaH. 

Até o momento já foi descrito o envolvimento dessas fímbrias na aderência de células epiteliais 

de laringe e no processo patogênico provocado no nematódeo Caenorhabditis elegans (64,66–

68). 

A investigação sobre as propriedades adesivas do bacilo diftérico também levou a 

identificação de uma proteína de natureza não fimbrial chamada de DIP0733. Ela está envolvida 

em processos de aderência com eritrócitos e células epiteliais de faringe humana (HEp-2) e é 

codificada pelo gene DIP0733. Estudos adicionais descreveram o seu papel na invasão e na 

indução de apoptose das células HEp-2 (69–71). 

A participação de carboidratos de superfície, proteína lectínica e glicolipídeos nas 

interações do C. diphtheriae com o hospedeiro também já foi descrita. Moléculas contendo 

resíduos de ácido siálico, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, galactose e manose com 

afinidade para lectina estão envolvidas em processos de aderência em superfícies abióticas e 

influenciam diretamente no grau de hidrofobicidade dessas amostras (63,72–76). 
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O grau de hidrofobicidade da superfície de C. diphtheriae favorece a aderência às 

superfícies abióticas e autoaglutinação, favorecendo a formação de biofilme. O biofilme pode 

ser definido como um conjunto de bactérias firmemente aderida a uma superfície, englobado 

por uma matriz extracelular composta por polissacarídeos, proteínas e ácidos nucléicos 

produzidos pelas próprias bactérias. O biofilme bacteriano consiste em uma forma séssil e 

adaptativa no ciclo biológico das bactérias, com características genotípicas e fenotípicas 

distintas que o distingue das formas bacterianas livres e circulantes, denominadas de formas 

planctônicas. Estas estruturas se desenvolvem dinamicamente através de processos que 

envolvem a aderência a uma superfície, maturação e o desprendimento para a dispersão dos 

seus organismos (77,78). A capacidade de formar biofilme permite que o patógeno se proteja 

em condições adversas, como a ação do sistema imunológico e a presença de antimicrobianos 

além de proporcionar a sobrevivência por longos períodos fora do hospedeiro, facilitando a 

transmissão e infecção. 

A formação de biofilme pelo C. diphtheriae já foi descrita inicialmente em superfície 

de cateter, estimulando a investigação acerca desta propriedade de virulência em outras cepas 

de bacilo diftérico isoladas de sítios diversos, especialmente aquelas isoladas de quadros 

invasivos (79). No estudo, a formação de microcolônias (uma marca da formação de biofilme) 

e aglomerações amorfas foram observadas por microscopia eletrônica de varredura tanto na 

superfície 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 clássica (80–83).  

Além da adesão, a capacidade de penetrar e sobreviver em células de linhagens humanas 

constitui um importante fator para a manutenção e proliferação do patógeno no ambiente e no 

hospedeiro, além de justificar a ocorrência de infecções invasivas. Pesquisas demonstraram a 

internalização e sobrevivência de C. diphtheriae em diversos tipos de linhagens, incluindo 

linhagens de células humanas epiteliais respiratórias do tipo HEp-2 (69,84) endoteliais (85) e 

monocíticas, o que contribui para manutenção do patógeno nas vias aéreas (9,86–88). 

Acerca das propriedades que permitem a sobrevivência da bactéria C. diphtheriae nas 

células hospedeiras há estudos que revelam a presença de genes de resistência à agentes 

estressantes, como as Espécies Reativas de Oxigênio (ERO). ERO é um grupo de moléculas ou 

átomos que apresentam elétrons desemparelhados, sendo altamente instáveis e por isso muito 

reativos. Destacam-se as espécies superóxido (O2
-), radical hidroxil (•OH) e outras espécies que 

apesar de não serem paramagnéticas, são fortes agentes oxidantes, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). As EROs podem ser produzidas durante a respiração celular, na presença 
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de alguns agentes químicos, como paraquate e íons metálicos e pelas células de defesa, 

promovendo um estresse oxidativo na célula-alvo, causando morte celular por apoptose e 

necrose (89,90).  

A resistência ao telurito é uma importante propriedade de resistência às EROS descrita 

para C. diphtheriae.  Estudos descrevem a participação dos genes responsáveis pela resistência 

ao telurito nos mecanismos de virulência 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 sobrevivência de C. diphtheriae na presença 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 gestão dos efeitos das espécies reativas 

de oxigênio que podem danificar componentes celulares. Estudos da disrupção do gene OxyR 

mostrou o comprometimento da capacidade de adesão e invasão da bactéria em células Hep-2 

e de sobrevivência em células de linhagens monocíticas (9,92,93). Além disso, em modelos 

animais, a disrupção do oxyR foi associada a uma diminuição no potencial de C. diphtheriae de 

causar artrite, indicando seu papel em infecções sistêmicas (92). Embora os mecanismos exatos 

pelos quais o sistema OxyR influencia esses processos não sejam totalmente compreendidos, 

sua participação 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 sanguínea atingindo tecidos e órgãos mais profundos. Como patógeno intracelular 

oportunista, C. diphtheriae pode causar infecções graves independentemente da toxina. A 

forma como as bactérias penetram nas células, quais os receptores responsáveis pela absorção 

das bactérias e como sobrevivem dentro da célula hospedeira continuam sendo mecanismos 

pouco claros. Estudos adicionais são necessários, visando avaliar outros fatores de virulência 

que justifiquem a capacidade das amostras atoxinogênicas ocasionarem processos infecciosos 

e o surgimento de infecções sem os sinais patognomônico. 
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Corynebacterium ulcerans 

 

 

Corynebacterium ulcerans é uma bactéria do filo Actinomycetota, gênero 

Corynebacterium que foi isolado pela primeira vez de um caso de infecção respiratória, 

semelhante à difteria, em 1927 por Gilbert e Stewart (94).  

Por muito tempo, as infecções humanas por este patógeno eram raras e principalmente 

restritas a populações em contato direto com o gado doméstico e a consumidores de leite cru e 

produtos lácteos não pasteurizados, uma vez que C. ulcerans é um agente etiológico de mastite 

em gado leiteiro (95,96). No entanto, durante as últimas décadas, a frequência e a gravidade das 

infecções humanas por C. ulcerans têm aumentado e, nos países da Europa Ocidental, C. 

ulcerans é reconhecido como um patógeno emergente, que está superando C. diphtheriae como 

a causa da difteria (11,37,97,98) 

Em humanos, C. ulcerans pode causar a difteria respiratória clássica, a difteria cutânea, 

bem como outras infecções como sinusite, peritonite e infecções sistêmicas (35,37). A 

gravidade das infecções humanas está ligada à presença da toxina diftérica em cepas toxigênicas 

da bactéria (2,99,100). 

A variedade de hospedeiros que podem servir de reservatório para a C. ulcerans é muito 

ampla e inclui bovinos, caprinos, suínos, cães, gatos, veados, esquilos, macacos e outros 

animais (35). O principal mecanismo de transmissão ocorre de animais infectados para 

humanos, com relatos crescentes de infecções em países industrializados. Estudos genéticos 

indicam a possibilidade de transmissão zoonótica direta, confirmada pela identificação de cepas 

idênticas em humanos e seus animais de estimação (35,101). 

Os principais fatores de virulência de Corynebacterium ulcerans incluem a toxina 

diftérica e a fosfolipase D (Pld), ambas essenciais para a patogenicidade da bactéria. A toxina 

diftérica, assim como em Corynebacterium diphtheriae, é o fator mais estudado, sendo 

responsável pela inibição da síntese proteica em células eucarióticas, causando os sintomas 

clássicos da difteria. A presença do gene tox é mediada por bacteriófagos 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 está presente no cromossomo de todas as cepas dessas 

espécies. A Pld catalisa a hidrólise de fosfatidilcolina e cliva ligações ésteres em 

esfingomielinas, que são componentes das membranas celulares dos mamíferos, degradando a 
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membrana celular, facilitando a disseminação da bactéria no organismo (35,102–105). Estudos 

da expressão gênica do gene pld mostram que sua expressão aumenta em macrófagos e 

neutrófilos, reduzindo a viabilidade dessas células e desempenhando também um papel 

importante para a evasão do sistema imunológico e progressão da doença (105–107).  

Outro fator de virulência importante é a presença de uma proteína chamada Rpb 

(ribossome-binding protein). Essa proteína possui um domínio inativador de ribossomos, 

similar à toxina Shiga, encontrada em Escherichia coli. Embora a semelhança de sequência 

entre a proteína de C. ulcerans e a cadeia A das toxinas Shiga-like 1 e 2 de E. coli seja de apenas 

24%, todos os aminoácidos necessários para a atividade catalítica de N-glicosidase estão 

presentes na proteína de C. ulcerans. Essa proteína potencialmente inativa os ribossomos 28S 

de eucariotos, inibindo a síntese proteica (35). Um estudo realizado com cepas mutantes para o 

gene Rpb em ensaios em sistemas de modelos de infecção 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 resistência transepitelial, facilitando a invasão bacteriana. 

A superexpressão da Rbp em C. ulcerans acelerou a destruição das monocamadas celulares 

epiteliais, enquanto a deleção do gene rbp resultou em uma menor citotoxicidade. Em 

experimentos com G. mellonella, a presença do gene rbp aumentou a mortalidade das larvas. 

Nas células Vero, a infecção por cepas de C. ulcerans com superexpressão de Rbp levou a um 

aumento de cerca de 40% na liberação de lactato desidrogenase (LDH), indicando morte celular 

(102) 

Além disso outros fatores virulência já foram descritos para C. ulcerans como a 

neuraminidase NanH e a protease EndoE, que possuem potencial para modificar glicoproteínas 

do hospedeiro, interferindo nos mecanismos de defesa e facilitando a invasão tecidual e as 

pilinas Spa, que auxiliam na adesão e invasão das células hospedeiras. Esses fatores, em 

conjunto, contribuem para a adesão, invasão e sobrevivência de C. ulcerans nas células 

hospedeiras (35,108) . 

 

 

Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

 

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva, intracelular 

facultativa e patogênica que infecta vários hospedeiros diferentes, gerando sérias perdas 

econômicas na pecuária (109). A espécie C. pseudotuberculosis foi isolada de linfonodos de 
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gado pela primeira vez em 1888 por Edmond Nocard, veterinário e bacteriologista francês. Em 

seguida, Hugó Preisz coletou essa bactéria em abcessos de ovelha, e foi então designada Bacilo 

Preisz-Nocard. Apenas mais tarde foi identificada como sendo um membro do gênero 

Corynebacterium e nomeada Corynebacterium pseudotuberculosis (110,111). 

Atualmente, reconhece-se que C. pseudotuberculosis é composta por dois biovares, ovis 

e equi. O biovar ovis infecta ovinos e caprinos causando a linfadenite caseosa, é nitrato negativo 

e resistente à estreptomicina. O biovar equi é responsável pela formação de abscessos, bem 

como linfangite ulcerativa em equinos e doença de pele edematosa em búfalos, é nitrato positivo 

e sensível à estreptomicina (109,112,113). 

Embora infecções por C. pseudotuberculosis em humanos seja um evento raro, casos de 

linfadenite, relacionados a infecções ocupacionais, já foram reportados em trabalhadores rurais 

que possuem contato frequente com o rebanho ou trabalhadores de abatedouros (114). Na 

Austrália, por exemplo, foram descritos dez casos de infecção humana por C. 

pseudotuberculosis, confirmando sua presença em áreas de criação de ovelhas e carneiros (114). 

Em humanos, os sinais e sintomas da infecção por C. pseudotuberculosis são semelhantes ao 

da linfadenite caseosa e a transmissão ocorre geralmente por contato com animais doentes ou 

ingestão de carne ou leite contaminados (115).  

O principal fator de virulência de C. pseudotuberculosis é a toxina diftérica e a 

fosfolipase D (109). Além da TD e Pld, outro importante fator de virulência são os lipídeos 

tóxicos da parede celular. Esses lipídeos são semelhantes ao ácido micólico presente em 

Mycobacterium tuberculosis e foram descritos como fundamentais para a patogênese da 

doença. Sua presença confere resistência à digestão enzimática celular, além de possuir efeito 

citotóxico, permitindo a permanência do patógeno em macrófagos (109). A toxicidade do 

material lipídico extraído foi demostrada pela indução de necrose hemorrágica após injeção 

intradérmica em cobaias (116,117). Experimentos com macrófagos peritoneais de camundongo 

também demostraram alta susceptibilidade à ação necrosante desses lipídeos (118,119). 

 

 

Fototerapia  

 

 

No final do século XIX a fototerapia alcançou um grande avanço quando o dinamarquês 

Niels Ryberg (1860-1904) descobriu que a tuberculose cutânea poderia ser tratada com luz 

ultravioleta. Essa descoberta rendeu o Prêmio 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 

resistência aos antibióticos por muitos micro-organismos, a fototerapia recupera seu prestígio 

e o número de estudos para o desenvolvimento de novas metodologias de fotoinativação cresce 

a cada dia (120,121). A Figura 4 mostra o número de publicações na área nos últimos 20 anos. 

 

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

and “bacteria” nos últimos 20 anos.  

 

Fonte: a autora, 2024. A partir da consulta no site do PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ - acesso em 

02/05/2024) 

É grande o número de estudos que demonstram a inativação de micro-organismos após 

a iluminação com luz visível (122–128) e até agora já foi descrito para cerca de 40 espécies 

bacterianas diferentes além de fungos e vírus (129). Os primeiros resultados “in vivo” bem-

sucedidos foram publicados para o tratamento de acne vulgar (130–132) e infeções de feridas 

(133,134) e em seguida aplicações da fototerapia no tratamento de infecções no estômago por 

H. pylori (129,135,136), além de outras aplicações como desinfecção do ar, superfícies em 

geral, lentes de contato e até conservação e desinfecção de alimentos (129). 

A fototerapia depende de três fatores: luz, uma molécula fotossensível 

(fotossensibilizador), e oxigênio. Resumidamente a luz excita o fotossensibilizador que 

transfere energia para o oxigênio gerando as espécies reativas de oxigênio (EROs) que oxidam 

os componentes celulares da bactéria levando-a a morte. 
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A luz é uma forma de radiação eletromagnética que consiste em campos elétricos e 

magnéticos oscilantes (variam com o tempo) que atravessam o vácuo a 3 x 108 m/s (velocidade 

da luz). A luz visível, as ondas de rádio, as micro-ondas e os raios x são tipos de radiação 

eletromagnética (137). Comprimentos de onda diferentes correspondem a regiões diferentes do 

espectro eletromagnético (figura 4).  

Figura 5 - Regiões do espectro eletromagnético 

 

Legenda: A região que chamamos “luz visível” ocupa um 

intervalo muito pequeno de comprimentos de onda. As 

regiões estão fora de escala.  

Fonte: Atkins, 2012 (137) 

Nossos olhos detectam a radiação eletromagnética de comprimento de onda entre 700 

nm (luz vermelha) e 400 nm (luz violeta). Nesse intervalo a radiação é chamada de luz visível 

e a frequência da luz determina sua cor. A luz visível é inócua para as células humanas e por 

isso representa uma enorme vantagem no que diz respeito a aplicação médica.  

Em geral há dois tipos de fototerapia, a que usa uma molécula fotossensibilizadora 

exógena, que é adicionada ao meio com a bactéria antes da exposição à luz e um segundo tipo 

que utiliza moléculas fotossensibilizadoras endógenas, produzidas pelo próprio metabolismo 

bacteriano. Neste último tipo de fototerapia as porfirinas ganham destaque como moléculas 

fotossensíveis endógenas. 

 

 



32 

 

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 são 

um grande grupo de pigmentos fluorescentes, cristalinos, intensamente coloridos, de origem 

natural ou sintética. Essas moléculas compreendem uma classe de moléculas orgânicas 

heterocíclicas que são fundamentais para a manutenção da vida (138,139). 

As porfirinas têm sua estrutura básica composta de quatro unidades de pirrol ligadas por 

pontes metino (=CH―) formando um sistema  deslocalizado envolvendo o anel macrocíclico 

central com 16 átomos. Devido à sua natureza aromática, as porfirinas geralmente participam 

de reações de substituição eletrofílica nas posições meso, que são as mais densas em elétrons 

e, como tal, são as mais reativas (138). 

A denominação das porfirinas está baseada nas posições dos grupos substituintes no 

anel porfirínico mostrado na Figura 6.  

 

Figura 6 - Estrutura geral das porfirinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os carbonos nas posições 5,10,15, e 20 

são denominados “carbonos em posição meso”.  

Nas posições 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18 são 

conhecidos como “carbonos nas posições -

pirrólicas”. 

Fonte: Rajora, 2017 (140) 

 

Porfirinas com substituintes do tipo alifático no anel são denominadas alquilporfirinas; 

se os substituintes forem aromáticos são classificadas como arilporfirinas. Porfirinas com 
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quatros substituintes iguais nas posições meso do anel recebem o prefixo “tetrakis”. As 

porfirinas base livre não possuem metais complexados no centro do anel macrocíclico, onde 

existem dois átomos de hidrogênio ligados a nitrogênios amínicos. Dessa forma, atuam como 

ligantes dianiônicos. A cavidade do anel porfirínico possui um raio de aproximadamente 70 

pm. As metaloporfirinas são formadas quando há a troca dos dois átomos de hidrogênio do anel 

central da porfirina base livre por um cátion metálico (Figura 7). Essas moléculas tetrapirrólicas 

estão presentes em vários domínios da vida compondo moléculas importantes como a clorofila, 

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

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

Estrutura Geral 

Porfirina base livre 

 

Porfirina metalada 

 

Exemplos 

Protoporfirina IX 

 

Grupo heme 

 

Coproporfirina III 

 

Clorofila a 

 

Fonte: Coordenadas obtidas no PubChem (141) e figuras geradas no PyMol (142) pela autora, 2024. 
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As bandas de absorção no espectro eletrônico são devidas às transições entre os níveis 

eletrônicos  HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e * LUMO (Lowest Occupied 

Molecular Orbital) do anel macrocíclico (143). 

As porfirinas regulares, com simetria D4h (metaladas ou protonadas nos anéis pirrólicos) 

apresentam espectros eletrônicos de emissão e absorção característicos, com propriedades 

únicas, determinados pelo sistema  deslocalizado do anel central. Essa classe de porfirinas 

apresenta em seu espectro eletrônico uma banda muito intensa (ɛ ~ 105 L mol-1.cm-1), entre 380 

e 420 nm, denominada banda Soret ou banda B, e na região do visível, entre 500 e 600 nm, 

mais 2 bandas (ɛ ~103 L mol-1.cm-1), denominadas bandas Q (143). 

As porfirinas base livre, cuja simetria é D2h, possuem uma interessante diferença no 

aspecto do espectro, apresentando 4 bandas Q ao invés de 2. (Figura 6). Essa mudança se deve 

à quebra da simetria D4h do anel devido à presença dos dois átomos de hidrogênio. A adição de 

ácido, por exemplo, ácido clorídrico, promove a protonação dos outros dois nitrogênios, e o 

espectro volta ao padrão visto para as porfirinas com simetria D4h (143). A Figura 8 mostra o 

espectro de absorção da coproporfirina III. 

Figura 8 - Espectro de absorção da coproporfirina III em HCl (1 mol/L) 

 

Nota: Coproporfirina III protonada, com simetria D4h , com banda de absorção 

intensa na região 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 D2h possuem o orbital molecular ocupado de maior energia 

(HOMO) com simetria au e o orbital molecular não ocupado de menor energia (LUMO) com 

simetria b2g. Nessas porfirinas as bandas Q tem uma maior contribuição da transição au → b2g, 

já a banda B devido às transições dos orbitais moleculares (au e b1u) e aos orbitais moleculares 

não ocupados de menor energia (b2g e b3g) (143,144). 

No caso das porfirinas com simetria D4h o orbital molecular ocupado de maior energia 

(HOMO) tem simetria a1u e o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) é 

duplamente degenerado e tem simetria eg. Segundo o modelo dos orbitais de fronteira proposto 

Gouterman em seu importante trabalho “Spectra of porphyrins”, ilustrado na figura 9, as 

transições (a1u→ egx), (a1u→ egy), (a2u→ egx) e (a2u→ egy) participam das bandas Q e Soret (143). 

As modificações nas estruturas das porfirinas, como os tipos de ligantes e suas posições 

provocam alterações na estrutura eletrônica acarretando modificações específicas em seus 

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

Figura 9 - Modelo dos quatro orbitais de 

fronteira proposto por Gouterman para 

porfirinas com simetria D4h e D2h. 

 

Fonte: A autora, 2024. Adaptado do artigo “Spectra 

of porphyrins” de M. Gouterman, 1961 (143). 

As porfirinas também apresentam um espectro de emissão típico, com duas bandas de 

emissão na região de 600-650 nm, conforme ilustrado na figura 10, e como a detecção de 

fluorescência tem sensibilidade de 1 a 3 ordens de magnitude maior em comparação com o UV-

Vis, é o método de detecção de porfirinas utilizado com mais frequência (145,146). 
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Figura 10  - Espectro de emissão da Uroporfirina I em HCl 5% 

 

Fonte: a autora, 2024 

Após a absorção de luz, normalmente na faixa de 400 nm, as porfirinas excitadas tendem 

a voltar ao seu estado fundamental através da liberação da energia na forma de luz ou calor. As 

moléculas diamagnéticas, em temperatura ambiente, encontram-se preferencialmente no estado 

fundamental singlete (S0). Com a absorção de energia ocorrem transições eletrônicas para níveis 

mais energéticos de mesma multiplicidade e para níveis vibracionais mais altos (147). 

 A transição para o estado singlete S0 pode ocorrer de duas maneiras: por transição 

térmica S1→S0, em que o elétron passa de um estado para o outro trocando energia com a 

vizinhança (solvente, por exemplo) através de choques inelásticos, ou por transição radiativa 

S1→S0, em que ocorre a emissão de luz, a fluorescência. Essa transição pode ocorrer para um 

nível vibracional diferente do estado fundamental, originando várias bandas no espectro, 

funcionando como uma assinatura da molécula. Além disso, podem ocorrer transições 

proibidas, entre estados com diferentes multiplicidades. Pela regra de seleção, as transições 

entre estados com diferentes multiplicidades são proibidas. Contudo elas acabam ocorrendo 

(por exemplo uma transição singleto→tripleto) pois pode haver uma mistura entre estados 

provocada pelo caráter dos orbitais moleculares formados nas ligações da molécula 

(138,147,148). A figura 11 ilustra os tipos e as transições possíveis. 
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Figura 11 - Representação esquemática das possíveis transições eletrônicas 

após excitação por h (luz) e diagrama de Jablonski simplificado. 

Transições radiativas (h) 

• S1 → S0 + h (~10 -8 a 10-9s) 

• T1→ S0 + h’ (ms a s), evento 

bem mais longo – fosforescência. 

Transições não radiativas 

• Sn → S1 (~10-12 s) 

• S1 → T1 

• S1 → S0 

• T1 → S0 

 

Legenda: Representação esquemática das possíveis transições eletrônicas após excitação por 

h (1); decaimento não radiativo Sn→S1 (2); emissão de fluorescência S1→S0 (3); decaimento 

não radiativo S1→S0 (4); e T1→S0 (8); cruzamento intersistemas S1→T1 (5); emissão de 

fosforescência T1→S0 (7). 

Fonte: a autora, 2024 

No final do século passado as porfirinas ganharam destaque com seu uso como 

fotossensibilizador em terapia de fotoinativação. As características químicas que permitem o 

uso dessas moléculas nessas terapias biomédicas estão diretamente relacionadas com sua 

estrutura macrocíclica aromática, seus elétrons  deslocalizados e as transições eletrônicas que 

ocorrem após a absorção de luz, descritas anteriormente. 

Como mostrado na Figura 12, ao absorver energia, um elétron de valência é promovido 

do seu estado fundamental (S0) para um estado singleto excitado (S1) e após há o retorno do 

elétron ao estado fundamental, por meio de relaxamento vibracional não radiativo, emissão de 

fluorescência ou por transição eletrônica para um estado tripleto (T1). Do estado tripleto elas 

podem retornar ao estado fundamental através da emissão de um fóton, ocasionando o 

fenômeno da fosforescência ou na presença de oxigênio a porfirina pode transferir o excesso de 

energia para uma molécula de oxigênio, gerando as espécies reativas de oxigênio (EROs). As 

EROs podem ser geradas através de dois tipos de reação. A primeira, chamada de reação do 

tipo 1, em que o oxigênio molecular (O2) recebe energia formando o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), o ânion superóxido (O2
-) e o radical hidroxilo (OH-). A segunda, chamada de reação do 

tipo 2, a energia do decaimento do estado tripleto da porfirina é transferida para um oxigênio 

molecular no estado tripleto, presente no meio, levando a geração um oxigênio singlete, que é 

um estado excitado do oxigênio muito reativo que irá oxidar rapidamente as espécies químicas 

que estiverem ao redor tendo um efeito citotóxico (140,149,150). 
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Figura 12 - Diagrama de Jablonski e o mecanismo de funcionamento da fototerapia. 

 

Fonte: a autora, 2024 (149) 

O oxigênio singlete é sem dúvida o principal causador dos efeitos citotóxicos da 

fototerapia, é muito reativo e tem uma vida útil de cerca de 4 μs. Por isso é muito importante 

que na terapia fotodinâmica o oxigênio singlete seja gerado perto das células alvo para causar 

os efeitos citotóxicos esperados (140,151). 

 

 

Porfirinas e o metabolismo do grupo heme 

 

 

As porfirinas são metabólitos intermediários na biossíntese de moléculas vitais: as 

hemeproteínas. Essas moléculas possuem um grupamento químico denominado grupo heme, 

que de forma geral consiste em um anel porfirínico com um átomo de ferro (ou outro metal) 

coordenado no centro do anel (Figura 13). O grupo heme é essencial para a função dessas 

proteínas que estão envolvidas na geração de energia pela cadeia de transporte de elétrons 

(citocromo P450), na desintoxicação das respostas imunológicas (catalase), no transporte e 

armazenamento de oxigênio (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 porfirínico, está representado na cor 

magenta. 

Fonte: Coordenadas obtidas do PDB sob o ID 4B7G e figura gerada no 

PyMOL(142,153). 

 

 

A síntese do grupo heme em células eucarióticas e em bactérias têm um precursor inicial 

comum: o ácido 5-aminolevulínico (ALA). A produção de porfirinas é rigidamente regulada a 

partir do ALA e um excesso de ALA adicionado exogenamente leva ao acúmulo e à secreção 

de porfirinas, permitindo seu uso como fotossensibilizador endógeno (152,154,155). Durante 

muito tempo foi aceito que a via metabólica de síntese do grupo heme era muito bem conservada 

entre eucariotos e procariotos que usavam os mesmos intermediários metabólicos até a etapa 

final da inserção do ferro na protoporfirina IX e formação do protoheme. Entretanto, nos 

últimos anos, estudos demonstraram que nos filos Bacillota e Actinomycetota a etapa final desta 

via metabólica ocorre de forma diferente (152). 

A biossíntese do grupo heme (Figura 14) começa com a síntese do ALA a partir da 

glutamil-tRNA e partir daí tem-se uma sequência de 4 reações, bem conservadas entre as 

espécies bacterianas, até a síntese do coproporfirinogênio III. A síntese do grupo heme pode 

continuar através de duas vias distintas, a via clássica e a via não canônica. Na primeira via o 
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coproporfirinogênio III é convertido a protoporfirinogênio IX, pela ação da coproporfirinogênio 

oxidase e posteriormente a protoporfirina IX onde então o ferro é adicionado para a formação 

do grupo heme. Na via não canônica o coproporfirinogênio III é convertido a coproporfirina III 

também por uma enzima coproporfirogênio oxidase e então o ferro é adicionado, formando a 

copro-heme e posterior conversão ao grupo heme pela ferro-coproporfirina III descarboxilase 

(152,154,156). 

Figura 14 - Via metabólica de síntese do grupo heme.  

Legenda: A via de síntese do heme da maioria das bactérias começa com glutamil-tRNAGlu para formar o 

precursor universal ALA. O coproporfirinogênio III é formado por meio de uma série de etapas enzimáticas 

conservadas. A via clássica (azul) forma o heme por meio do intermediário protoporfirinogênio IX; a maioria dos 

organismos, incluindo bactérias Gram-negativas e eucariotos, usa essa via. A via não canônica (verde), realizada 

pela maioria das bactérias Gram-positivas, produz heme por meio do intermediário coproporfirina III. 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 síntese do grupo heme seja a não canônica, 

com a inserção do ferro na coproporfirina III e formação do copro-heme III. No entanto, esta 

via metabólica das corinebactérias ainda não foi elucidada (152,157). 

Os primeiros trabalhos que descrevem a produção de porfirinas por microrganismos 

datam da década de 20 feitos a partir da observação da produção de um pigmento de cor 

Protoporfirnogênio 

oxidase 
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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 influência 

da concentração de ferro no meio de cultura na produção destes pigmentos vermelhos por C. 

diphtheriae além da caracterização química da natureza desses pigmentos como sendo 

porfirinas (58,160). A produção de porfirina por C. diphtheriae também foi relacionada à 

fluorescência visualizada em meio king B, sendo este um dos métodos de detecção da presença 

da bactéria (161). 

Estudos sobre a utilização de sideróforos por C. diphtheriae como fator de virulência 

indicaram uma forte relação entre a concentração de sideróforos e porfirinas produzidas pela 

bactéria, sendo um forte indício do seu papel como cofator de enzimas ferro-dependentes (162). 

Além disso, a produção de porfirinas também já foi associada ao aumento da produção de 

biofilme e modulação de resposta inflamatórias no hospedeiro em amostras de patógenos 

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 virulência que justificam a capacidade das amostras 

atoxinogênicas de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis ocasionarem processos 

infecciosos, bem como de amostras toxigênicas causarem a difteria sem os sinais 

patognomônico, são ainda necessários. Além disso, são também importantes estudos 

objetivando elucidar o metabolismo bacteriano e suas relações com o hospedeiro, permitindo o 

desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento dessas infecções.  

Sabe-se muito pouco sobre a produção de porfirinas por corinebactérias e o metabolismo 

do grupo heme desses patógenos. A identificação de fatores de virulência e a elucidação da 

forma como colaboram para a ocorrência das corinebacterioses contribuirá para a elaboração 

de estratégias de monitoramento, prevenção e controle das infecções tanto por cepas produtoras, 

quanto por cepas não produtoras de TD.  

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral estudar o metabolismo do grupo 

heme e a produção de porfirinas por cepas de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. 

pseudotuberculosis e investigar a possível utilização dessas moléculas como fotossensibilizador 

em terapias de fotoinativação.  

 

 

1.2. Objetivos específicos 

 

 

Para atender o objetivo geral deste trabalho, foram delineados os seguintes objetivos 

específicos: 

1. Caracterizar química 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 influência da suplementação de ácido aminulevulínico (ALA) na produção 

de porfirinas por C. diphtheriae. 
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4. Avaliar a influência da concentração do ferro na produção de porfirinas por C. 

diphtheriae. 

5. Avaliar a influência da concentração de peróxido de hidrogênio na produção de 

porfirinas por C. diphtheriae. 

6. Pesquisar in silico os genes envolvidos na biossíntese da coproporfirina III por C. 

diphtheriae. 

7. Estudar a utilização das porfirinas utilizadas por C. diphtheriae como 

fotossensibilizador em terapias de fotoinativação. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Origem, identificação e estocagem das cepas bacterianas 

 

 

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 Laboratório de Difteria e Corinebactérias de Importância Clínica (LDCIC) do Departamento 

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

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

como suspensões de estoque congeladas a -20 oC e -80 oC, 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 características das cepas de C. diphtheriae selecionadas para este 

estudo 

Cepa Espécie Origem 
Presença do gene 

tox 

ATCC 27010 C.diphtheriae Cepa tipo (Difteria) - 

ATCC 27012 C.diphtheriae ATCC 27010 (tox+) + 

HC01* C.diphtheriae Endocardite (sangue) - 

HC02* C.diphtheriae Endocardite (sangue) - 

HC03* C.diphtheriae Endocardite (sangue) - 

HC04 C.diphtheriae Endocardite (sangue) - 

TR241 C.diphtheriae Difteria clássica 

(oronasofaringe) 

+ 

TR402 C.diphtheriae Pneumonia (pulmão) - 

2962 C. diphtheriae Difteria cutânea - 

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. Caracterização química e quantificação das porfirinas  

 

 

2.2.1. Condições de cultivo e preparo das suspensões bacterianas  

 

 

As amostras foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de meio TSB por 48 h 

a 37 oC. A partir da medida da densidade óptica a 590 nm (DO590) foi preparada uma suspensão 

bacteriana em 3 mL de TSB com a DO590 de 0,3 que foi totalmente transferida para 50 mL de 

meio TSB. Os frascos foram incubados por 48 horas a 37 oC em ambiente escuro. Após a 

incubação, a DO590 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 condições de cultivo, foi realizado um teste do 

efeito da adição de ácido aminulevulínico (ALA) ao cultivo e por isso para duas amostras 

(ATCC 27010 e HC04) foi feito o cultivo em meio TSB sem suplementação de ALA e o cultivo 

com suplementação de ALA (Sigma-Aldrich, EUA) na concentração de 2 mmol/L (126). Os 

testes foram feitos em triplicata para cada condição avaliada e os resultados do perfil e 

quantidade de porfirinas foram comparados. 

Em função dos resultados deste teste, que serão apresentados posteriormente, todos os 

cultivos para a análise qualitativa e quantitativa das porfirinas produzidas por C. diphtheriae 

foram feitas com a suplementação de ALA na concentração descrita acima.  

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

porfirinas. 

 

 

2.2.2.  Extração das porfirinas 

 

 

Para extração das porfirinas, utilizou-se o protocolo descrito previamente (166) com as 

modificações descritas a seguir. Após o cultivo bacteriano, foi adicionado 20 mL de solução de 

ácido acético (Sigma-Aldrich, EUA) e acetato de etila (Sigma-Aldrich, EUA) (1:4), pH 3,6. A 

mistura foi incubada sob agitação a 4 oC por 24 horas no escuro. Em seguida a mistura foi 

centrifugada e a fase aquosa foi descartada. Adicionou-se à fase orgânica 20 mL de solução de 
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acetato de sódio, 1%, pH 3,6 e após breve e vigorosa agitação a mistura foi centrifugada e a 

fase aquosa descartada. Adicionou-se 5 mL de solução de ácido clorídrico 5% e após vigorosa 

agitação a fase orgânica foi descartada. 

Os extratos obtidos foram submetidos à espectroscopia de absorção, espectroscopia de 

emissão e à cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) acoplada aos detectores de 

fluorescência, absorção UV e espectrometria de massas. 

 

 

2.2.3.  Preparo das soluções padrões 

 

 

Os padrões de porfirina usados nas análises químicas incluíram: uroporfirina I (UPI) 

(Sigma-Aldrich, EUA), coproporfirina III (CPIII) (Santa Cruz Biotechnology, EUA) e 

protoporfirina IX (PPIX) (Sigma-Aldrich, EUA). Todos os padrões foram dissolvidos em HCl 

a 5%. 

 

 

2.2.4.  Espectroscopia de absorção 

 

 

Os espectros de absorção nas regiões do ultravioleta e visível, entre 200 nm e 700 nm, 

foram obtidos num espectrofotômetro modelo Biomate 3S, (Thermo Scientific, EUA), com 

largura de banda espectral de 5 nm e utilizando-se cubetas de quartzo com caminho óptico igual 

a 1,00 cm.  

Os espectros de absorção obtidos para cada amostra foram comparados com os dos 

padrões de porfirinas utilizados. 

 

 

2.2.5.  Espectroscopia de emissão 

 

 

Os espectros de emissão foram obtidos num espectrofluorímetro Agilent Cary Eclipse 

(Agilent Technologies, EUA), equipado com lâmpada de xenônio de 80 Hz. A resolução do 
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instrumento é de 1,5 nm, operando em 399 nm para a excitação da amostra e 591 nm para a 

emissão. A largura do feixe de emissão foi ajustada a 20 nm e a do feixe de excitação para 1,5 

nm (166). Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho óptico igual a 1,00 cm. 

Os espectros de emissão obtidos para cada amostra foram comparados com os dos 

padrões de porfirinas utilizados. 

 

 

2.2.6.  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao detector de fluorescência 

(CLAE-FLD) 

 

 

Os extratos foram submetidos a CLAE-FLD utilizando-se o cromatógrafo líquido de 

alta eficiência modelo 1200 Infinity Series (Agilent Technologies, USA). O equipamento é 

formado pelos seguintes módulos: Degaseificador (1260 HIP degasser G4225A), bomba de 

quatro canais (1260 quat. pump G1311B), amostrador automático (1260 ALS G1329B), 

compartimento de coluna (1260 TCC G1316A), detector de ultravioleta multi-comprimento 

(1260 MWD VL G1365B) e detector de fluorescência (1260 FLD G1321B). A análise foi feita 

segundo a metodologia descrita por Taylor, 2000 com as devidas adaptações descritas abaixo 

(166). 

Foi utilizada uma coluna ACE C-18 5 Aq com 250 x 4,6 mm de dimensão, partícula de 

5 μm (lote V14-8119/ACE-126-2546). Os comprimentos de excitação e emissão utilizados no 

detector de fluorescência foram 395/630 nm, respectivamente, e o fator de ganho do PMT 

(photomultiplier tube) foi ajustado para 13. Já no detector de ultravioleta multicanais foram 

acompanhados os 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 amônio 1 mol/L (B), iniciando com 

20:80 (A:B); em 3 minutos a proporção se alterou para 50:50 e, em 7 minutos para 100:0, 

mantendo-se isocrático até 10 minutos; entre 10 e 17 minutos voltou-se à condição 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 máximo da célula de 1 mL/min. 

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se os tempos 

de retenção dos sinais obtidos nos cromatogramas dos extratos de porfirina e dos padrões 

usados. 
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2.2.7.  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de absorção ultravioleta 

(CLAE-UV) 

 

 

Os extratos foram submetidos à CLAE-UV utilizando-se o cromatógrafo líquido de alta 

eficiência modelo 1200 Infinity Series do fabricante Agilent Technologies. O equipamento é 

formado pelos seguintes módulos: Degaseificador (1260 HIP degasser G4225A), bomba de 

dois canais (1260 bin pump G1312B), amostrador automático (1260 ALS G1329B), 

compartimento de coluna (1260 TCC G1316A), detector de ultravioleta por arranjo de diôdos 

(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 dimensão e partícula 

de 5 μm 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 os 

espectros UV entre 190 nm e 640 nm dos sinais obtidos. As condições de corrida foram as 

mesmas utilizadas para a análise de CLAE-FLD descrita no item 2.2.6.  

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se os tempos 

de retenção dos sinais obtidos nos cromatogramas e os espectros de absorção dos extratos de 

porfirina e dos padrões usados. 

 

 

2.2.8.  Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência com detector de massas (CLAE-EM) 

 

 

Os extratos foram submetidos à CLAE-EM utilizando-se o cromatógrafo líquido de alta 

eficiência modelo Altus (Perkin Elmer, EUA). O equipamento é composto do módulo do 

amostrador automático A-30, bomba A-30 e detector Altus quadrupolo.  

Foi utilizada uma coluna C18 Altus UPLC BEH (lote 0255350981/N2972002) com 

partícula de 1,7 μm e dimensões de 2,1 mm x 150 mm. A temperatura da coluna durante a 

análise foi de 30 oC e a fase móvel era composta de Acetonitrila (A) e solução de ácido fórmico 

a 1% em água MilliQ (B). Inicialmente a proporção era de 95 % de B e 5 % de A, com fluxo 

constante de 0,3 mL/min; em 30 minutos a proporção se inverte para 0 % de B e 100 % de A, 
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voltando a condição inicial em 32 min. Entre as amostras houve um tempo de 3 minutos para o 

acondicionamento da coluna. As condições do detector de massas por eletrospray foram 

detecção dos íons [M+H]+ = 563 (Protoporfirina IX), [M+H]+ = 655 (coproporfirina III) e 

[M+H]+ =  830 (uroporfirina I) e MS scan no modo positivo, voltagem do capilar 3,5 kV, 

temperatura da fonte de 150 oC e de dessolvatação em 450 oC. O gás de arraste foi o nitrogênio 

com fluxo de 800 L/hora e do cone 400 L/hora. 

A identidade das porfirinas presentes nas amostras foi obtida comparando-se os tempos 

de retenção dos sinais obtidos no cromatograma e as proporções de massa (m/z) obtidas nos 

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

 

 

2.2.9.  Análise quantitativa da produção da coproporfirina III entre as amostras e diferentes 

condições de cultivos. 

 

 

Em função dos resultados obtidos na caracterização química das porfirinas (que será 

apresentado e discutido posteriormente) decidiu-se por realizar a quantificação da 

coproporfirina III entre as amostras utilizadas neste estudo e as diferentes condições de cultivos 

pesquisadas. A quantificação foi realizada utilizando o protocolo descrito a seguir. 

A partir de uma solução de estoque de 1000 μg/mL de coproporfirina III em HCl a 5%, 

foram preparadas duas curvas de calibração diferentes: curva A, de 2 a 10 µg/mL e curva B, de 

10 a 50 µg/mL. Ambas as curvas foram realizadas em triplicata. As áreas dos picos 

cromatográficos (com base nos cromatogramas de CLAE-UV) foram obtidas e integradas com 

o software ChemStation (versão 10.1, Agilent Technologies). A tabela de área dos picos foi 

exportada para o Microsoft Excel para quantificação. A análise estatística foi realizada pelo 

software Action Stat e usando o estudo de linearidade (Método dos Mínimos Quadrados 

Ordinários) e o Limite de Detecção (LOD) e o Limite de Quantificação (LOQ) foram 

calculados. 
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2.3. Influência da concentração de ferro na produção de porfirinas 

 

 

Para avaliar a influência do ferro sobre a produção de porfirinas, as cepas ATCC 27010 

e HC04 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de TSB por 48 horas a 37 oC. Para 

cada amostra foram preparadas duas suspensões bacteriana em 3 mL de TSB com a DO590 de 

0,3. Uma delas foi semeada em 50 mL TSB e outra em 50 mL de TSB acrescido de FeSO4 a 

0,2 μg/mL (167). As suspensões foram mantidas por 48 horas a 37 oC. Após este período as 

porfirinas foram extraídas e submetidas à análise por espectroscopia de absorção UV, 

espectroscopia de emissão e CLAE acoplada aos detectores de absorção UV, fluorescência e 

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

 

 

2.4. Influência do peróxido de hidrogênio no metabolismo de porfirinas 

 

 

2.4.1.  Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de peróxido de hidrogênio 

 

 

Para o estudo envolvendo os efeitos do peróxido de hidrogênio (H2O2) no metabolismo 

das porfirinas foi necessário determinar primeiramente a Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), isto é, a menor concentração do agente capaz de inibir o crescimento populacional da 

bactéria, para cada amostra utilizada. Utilizou-se o método das diluições sucessivas, partindo 

de uma solução estoque a 10 mmol/L de H2O2 (Sigma-Aldrich, EUA).  

As cepas ATCC 27010 e HC04 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de 

meio TSB por 48 horas a 37 oC. A partir da medida da DO590 foi preparada uma suspensão 

bacteriana em 3 mL de TSB com a DO590 de 0,3, que foi semeada em TSB contendo H2O2 nas 

concentrações 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 oC. Foi considerada a 

CIM a menor concentração sem crescimento bacteriano visível (168). 
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2.4.2.  Efeito do peróxido de hidrogênio na produção de porfirinas 

 

 

Para avaliar a influência do H2O2 sobre a produção de porfirinas, as cepas ATCC 27010 

e HC04 foram cultivadas em tubos de vidro contendo 3 mL de TSB por 48 h a 37 oC. Uma 

suspensão bacteriana com DO590 de 0,3 foi preparada em 3 mL de TSB e então semeada em 50 

mL TSB acrescido de H2O2 na concentração de 1/8 da CIM de cada amostra e incubada por 48 

horas a 37 oC. Após o este período as porfirinas foram extraídas e submetidas à análise por 

espectroscopia de absorção UV, espectroscopia de emissão e CLAE acoplada aos detectores de 

absorção UV, fluorescência e espectrometria de massa seguindo as mesmas metodologias já 

descritas nos itens anteriores. 

 

 

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

 

A fim de identificar por qual das duas vias (clássica ou não canônica) ocorre a síntese 

do grupo heme em C. diphtheriae, foi realizada uma busca in silico pela via metabólica 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>, disponível também no portal do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI). Foram compilados os dados referentes às enzimas 

coproporfirinogênio oxidase (hemG), coproporfirina ferroquelatase (hemH) e coproheme 

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

 

 

2.6. Estudo da utilização das porfirinas endógenas produzidas por C. diphtheriae como 

fotossensibilizador em terapias de fotoinativação 

 

 

Para este estudo foram utilizadas as amostras ATCC 27010, HC04 e 2962. Foi testada 

a utilização das porfirinas endógenas em culturas de células planctônicas e biofilme, com e sem 

a adição de ALA, quando colocadas sob luz azul (402 nm) em diferentes tempos de exposição. 
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2.7.  Fotoinativação de células planctônicas 

 

 

A fotoinativação de culturas planctônicas foi realizada utilizando o protocolo descrito 

previamente (126) com as alterações descritas a seguir. Para cada amostra estudada foi 

preparado um inóculo em TSB com DO590 de 0,3 e deste inóculo foram semeados 500 μL em 

uma placa de 24 poços e incubados por 48 horas a 37oC. Para cada amostra foi preparada uma 

placa sem a suplementação de ALA e outra com a suplementação de ALA na concentração de 

2 mmol/mL. Em seguida os poços foram irradiados de acordo com o procedimento descrito 

adiante. 

O número de unidades formadoras de colônia por mL (UFC/mL) foi determinado após 

o plaqueamento de uma alíquota de diluições sucessivas em placas de Trypticase Soy Agar 

(TSA; Difco Laboratories) e o resultado comparado com placas controles que não foram 

submetidas à exposição à luz. 

 

 

2.8. Formação e fotoinativação do biofilme em Thermanox 

 

 

A fotoinativação das culturas de biofilme foi realizada de acordo com o estudo anterior, 

com as alterações descritas abaixo (126,169). 

Para cada amostra estudada foi preparado um inóculo em TSB com DO590 de 0,3 e deste 

inóculo foram semeados 500 μL em poços de uma placa de 24 poços contendo uma lamínula 

de Thermanox (ThermoFischer Scientific, USA) e incubados por 48 horas a 37 oC. Para cada 

amostra foi preparada uma placa sem a suplementação de ALA e outra com a suplementação 

de ALA na concentração de 2 mmol/mL. Em seguida os poços foram irradiados de acordo com 

o procedimento descrito adiante.   

Após a exposição à luz, cada lamínula de Thermanox foi transferida para um tubo 

plástico estéril de 15 mL contendo 5 ml de solução salina tamponada com fosfato (PBS) com 

pH 7,2. Os tubos foram imersos em um banho ultrassônico (E15-H; Elmasonic, Singen, 

Alemanha).  A sonicação foi realizada a 37 kHz com uma potência de saída de 240 W, a 37 °C, 

por 5 minutos. As lamínulas foram, então, descartadas e o número de UFC/mL foi determinado 
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após o plaqueamento de uma alíquota de diluições sucessivas em placas de TSA.  O resultado 

foi comparado com os poços controles que não foram submetidos à exposição à luz. 

 

 

2.9. Fonte de luz e protocolo de exposição à luz 

 

 

As placas de 24 poços foram iluminadas de cima a uma distância de 10 cm durante os 

tempos de 30 minutos (30’), 60 minutos (60’) e 90 minutos (90’). A matriz de luz utilizada 

consistia em duas lâmpadas de LED 402 nm/7W com uma taxa de fluência de 155 mW/cm2.  

 

2.10.Análise estatística 

 

Todos os experimentos de fotoinativação foram realizados em triplicada. A análise de 

variância (ANOVA) e o teste t de Student foram utilizados para determinar significância 

estatística 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. Caracterização química das porfirinas produzidas por C. diphtheriae, C. ulcerans e 

C. pseudotuberculosis 

 

 

Os espectros de emissão e absorção obtidos dos extratos de porfirinas de todas as 

amostras estudadas foram característicos de porfirinas. Os espectros de emissão apresentaram 

dois picos de emissão, um na região de 600 nm e outro na região de 650 nm, já os espectros de 

absorção apresentaram uma banda de absorção intensa na região de 400 nm (banda Soret) e 

outras bandas mais fracas entre 500 e 600 nm (bandas Q). A Tabela 2 mostra os picos de 

emissão e absorção (banda Soret) obtidos nos padrões e nos extratos de porfirinas das amostras 

utilizadas neste estudo. As Figuras 15 e 16 ilustram os espectros de emissão e absorção, 

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

Tabela 2 - Picos de emissão e absorção obtidos nas análises de espectroscopia dos 

padrões de porfirinas e dos extratos de porfirinas das amostras cultivadas em TSB 

com suplementação de ALA (2 mmol/L). 

Padrão/Amostras 
Picos de emissão 

(nm) 

Picos de absorção (nm) 

(banda Soret) 

Padrão de coproporfirina III 596 649 401 

Padrão de protoporfirina IX 605 652 406 

Padrão de uroporfirina I 600 649 407 

ATCC 27010 595 650 403 

ATCC 27012 595 650 403 

HC01 594 651 402 

HC02 594 651 402 

HC02 594 651 403 

HC03 594 651 402 

HC04 596 648 402 

HC06 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 padrões e o extrato de porfirinas estão em HCl 5%. Resolução do espectrofluorímetro 

utilizado é de 1.5 nm e a do espectrômetro de absorção é de 5 nm. 

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 15 - Espectros de emissão dos padrões de coproporfirina III, 

protoporfirina IX, uroporfirina I e do extrato obtido da amostra HC04 cultivada 

em TSB com suplementação de ALA (2 mmol/L). 

 
Fonte: A autora, 2024. 

 

Figura 16  - Espectros de absorção dos padrões de coproporfirina III, 

protoporfirina IX, uroporfirina I e do extrato de porfirinas obtido da amostra 

HC04 cultivada em TSB com suplementação de ALA (2 mmol/L). 

 

 

Nota: Os padrões e o extrato de porfirinas estão em HCl 5%. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

Os espectros de absorção e emissão obtidos sugerem a predominância de coproporfirina 

III. No entanto, essas análises não permitem descartar a presença de outras porfirinas nos 

extratos das amostras, uma vez que os picos de emissão e absorção das porfirinas investigadas 
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são bastante próximos. Isso pode ter resultado na ocultação de picos correspondentes a outras 

porfirinas, caso estas estejam presentes em quantidades menores. 

A análise dos extratos por CLAE-FLD e CLAE-UV permitiu a separação e identificação 

das demais porfirinas. A coproporfirina III foi detectada em todas as amostras estudadas, já a 

protoporfirina IX em apenas 2 das 11 amostras. A uroporfirina I não foi detectada apenas na 

amostra 2962.  A Tabela 3 mostra os tempos de retenção dos sinais obtidos para os padrões e 

amostras utilizadas neste estudo. 

Tabela 3  - Tempos de retenção (min) dos sinais obtidos dos padrões e dos extratos de porfirinas 

das amostras estudadas, cultivadas em TSB com suplementação de ALA (2 mmol/L), nos 

cromatogramas da CLAE-FLD e CLAE-UV  

Padrões/ 

Amostras 

UPI (min) CPIII (min) PPIX (min) 

FLD UV FLD UV FLD UV 

Padrão 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 

HC01 6.96 5.77 10.81 9.11 ND ND 

HC02 6.94 5.73 10.79 9.09 ND ND 

HC03 6.98 5.76 10.81 9.11 14.05 ND 

HC04 6.99 5.79 10.82 9.11 ND ND 

HC06 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 não detectado; UPI – uroporfirina I; CPIII – coproporfirina III; PPIX – protoporfirina IX; 

min – minutos. 

Fonte: A autora, 2024. 
 

 

As Figuras 17 e 18 mostram os cromatogramas dos extratos da amostra HC03 obtidos 

na CLAE-FLD e CLAE-UV respectivamente. Estes cromatogramas foram selecionados para 

ilustrar o perfil típico do cromatograma observado nas demais amostras analisadas, que 

exibiram resultados equivalentes para os sinais pesquisados, conforme apresentado na Tabela 

3. 
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Figura 17  - Cromatograma obtido na CLAE-FLD dos padrões e do extrato de 

porfirinas da amostra HC03 cultivada em TSB com suplementação de ALA (2 

mmol/L). 
 

Legenda: A – uroporfirina (UPI) I; B – coproporfirina III (CPIII); C – protoporfirina IX 

(PPIX); D – amostra HC03; LU – unidade de luminescência; min – minutos 

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 18 - Cromatograma obtido na CLAE-UV dos padrões e do extrato de 

porfirinas da amostra HC03 cultivada em TSB com suplementação de ALA (2 

mmol/L). 

Legenda: A – uroporfirina (UPI) I; B – coproporfirina III (CPIII); C – protoporfirina IX (PPIX); 

D – amostra HC03; AU – unidade de absorbância. 

Fonte: A autora, 2024. 

Os cromatogramas obtidos na CLAE-UV dos extratos de todas as cepas mostraram 

outros sinais com espectros de absorção típicos de porfirinas (Figura 19). Este achado sugere a 

presença 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 

HC03, cultivada em TSB com suplementação de ALA (2 mmol/L), e espectro de absorção 

de sinal (no detalhe) a 8,24 minutos. 

 

Legenda: Espectro de absorção do sinal a 8,24 minutos no detalhe 

Fonte: A autora, 2024. 

 

A análise dos extratos por CLAE-EM detectou o íon referente à m/z para coproporfirina 

III ([M+H]+ = 655,5) e o íon “filho” duplamente carregado ([M+2H]2+ = 328,5) no 

Cromatograma de Íons Totais (TIC) e no monitoramento de íons específicos para todas as cepas 

estudadas. A protoporfirina IX e a uroporfirina I não foram detectadas no TIC de nenhuma 

cepa. Entretanto, no monitoramento de íons específicos, a presença de seus íons foi detectada, 

conforme mostrado na Tabela 4. Os cromatogramas relacionados à CLAE-EM da cepa de C. 

diphtheriae HC04 são mostrados na Figura 20. Os cromatogramas foram selecionados para 

ilustrar o perfil típico do cromatograma observado em todas as demais amostras analisadas, que 

exibiram resultados equivalentes para os sinais pesquisados, conforme apresentado na Tabela 

4. 
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Tabela 4   - Tempos de retenção dos sinais (min) dos padrões de porfirinas e dos 

extratos de porfirinas das amostras, cultivadas em TSB com suplementação de ALA (2 

mmol/L), obtidos na CLAE-EM 

Padrão/Amostras Uroporfirina I 

 [M+H]+ = 830 

Coproporfirina III  

[M+H]+ = 655 

Protoporfirina IX  

[M+H]+ = 563 

Padrão 10.83 15.74 28.47 

ATCC 27010 ND 15.71 28.46 

ATCC 27012 ND 15.71 28.52 

HC01 ND 15.75 28.50 

HC02 ND 15.70 28.51 

HC03 ND 15.70 28.49 

HC04 10.82 15.72 28.50 

HC06 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 – não detectado;  

Fonte: A autora, 2024  

Figura 20  - Cromatogramas do extrato de porfirinas da amostra HC04 

cultivada em TSB com suplementação de ALA (2 mmol/L) obtidos em 

CLAE-EM.  

 

Legenda: (A) [M+H]+ = 830; (B) [M+H]+ = 655; (C) [M+H]+ = 563; PPIX, 

protoporfirina IX; CPIII, coproporfirina III; UPI, uroporfirina I. 

Fonte: A autora, 2024. 
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3.2. Quantificação de coproporfirina III produzida por C. diphtheriae, C. ulcerans e C. 

pseudotuberculosis 

 

 

A análise qualitativa por espectrometria de absorção e de emissão das porfirinas mostrou 

a predominância da coproporfirina III em todas as cepas e por esse motivo, foi realizada a 

quantificação da coproporfirina III através da construção de curvas de calibração e utilização 

da CLAE-UV. 

Foram feitas duas curvas de calibração, uma de 2 μg/mL até 10 μg/mL (curva A) e outra 

de 10 μg/mL até 50 μg/mL (curva B).  A linearidade obtida nas curvas de calibração foi alta, 

demonstrada por coeficientes de determinação (R2) superiores a 0,99 para as duas curvas, 

conforme mostrado na Figura 21.  O limite de detecção (LOD) foi determinado em 0,27 μg e o 

limite de quantificação em 0,82 μg. O desvio padrão da curva de calibração A foi de +/- 0,60329 

μg/mL e para a curva B foi de +/- 0,34159 μg/mL. 

Figura 21 - Curvas de calibração A e B com seus respectivos coeficientes de 

linearidade obtidas na CLAE-UV. 

Legenda: CPIII – coproporfirina III 

Nota: Curva A – 2 μg/mL até 10 μg/mL e curva B de 10 μg/mL até 50 μg/mL. 

Fonte: A autora, 2024. 

A quantificação da coproporfirina III revelou quantidades bem diferentes entre as 

amostras estudadas, como mostrado na Figura 22. 
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Figura 22  - Quantificação da coproporfirina III produzida pelas amostras 

estudadas cultivadas em TSB com suplementação de ALA 2 mmol/L. 

 

Legenda: CPIII, coproporfirina III; desvio padrão da curva de calibração utilizada = +/- 

0,60329 μg/mL 

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

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.3. Influência do ácido aminolevulínico (ALA), FeSO4 e peróxido de hidrogênio na 

produção de porfirinas 

 

 

Para a avaliação da influência do ALA, FeSO4 e H2O2 foram feitas as análises 

qualitativas do perfil de porfirinas produzidas pelas amostras ATCC 27010 e HC04 por 

espectrometria de absorção, espectrometria de emissão e CLAE-MS, e a quantificação da 

coproporfirina III por CLAE-UV.  

A espectroscopia de absorção e emissão mostrou espectros próprios de porfirinas para 

as duas amostras e todas as condições estudadas (Figuras 23 e 24), com picos de absorção e 

emissão característicos da coproporfirina III. 

A Tabela 5 mostra os picos de absorção e emissão dos padrões e dos extratos de 

porfirinas das amostras nas diferentes condições de cultivo estudadas e, considerando as 

resoluções dos instrumentos utilizados, observou-se que o comprimento de onda da banda Soret 

e dos picos de emissão obtidos não se alteraram nas diferentes condições de cultivo. Isso sugere 

que o perfil de porfirinas produzidos permaneceu o mesmo. 
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Tabela 5 - Picos de absorção e emissão obtidos nas análises de 

espectroscopia de emissão e absorção dos padrões e dos extratos de 

porfirinas das amostras nas diferentes condições de cultivo 

Padrão/Amostra Picos de emissão (nm) Picos de absorção (nm) 

(Banda Soret) 

Coproporfirina III 596 649 401 

Protoporfirina IX 605 652 406 

Uroporfirina I 600 649 407 

27010 594 649 402 

27010 com ALA 594 647 402 

27010 com FeSO4 594 648 402 

27010 com H2O2 595 648 402 

HC04 594 646 403 

HC04 com ALA 595 647 403 

HC04 com FeSO4 595 646 403 

HC04 com H2O2 595 647 403 

Nota: Os padrões e o extrato de porfirinas estão em HCl 5%. Resolução do 

espectrofluorímetro utilizado é de 1.5 nm e a do espectrômetro de absorção é de 5 nm. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

Figura 23  - Espectros de absorção obtidos dos extratos de porfirinas das amostras ATCC 

27010 e HC04 nas condições de cultivos estudadas 

 

Nota: Os extratos estavam diluídos em HCl 5%. 

Legenda: u.a – unidade de absorbância 

Fonte: A autora, 2024. 
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Figura 24 - Espectros de absorção obtidos dos extratos de porfirinas das amostras ATCC 27010 

e HC04 nas condições de cultivos estudadas 
 

 

Legenda: u.a. – unidade arbitrária 

Fonte: A autora, 2024. 

A análise dos extratos por CLAE-EM detectou o íon referente à m/z para coproporfirina 

III ([M+H]+ = 655,5) e o íon “filho” duplamente carregado ([M+2H]2+ = 328,5) no 

Cromatograma de Íons Totais (TIC) e no monitoramento de íons específicos para todas as 

condições de cultivo estudadas. A protoporfirina IX e a uroporfirina I não foram detectadas no 

TIC de nenhuma cepa. Entretanto, no monitoramento de íons específicos, a presença de seus 

íons foi detectada na amostra HC04 em todas as condições de cultivo indicando a manutenção 

do perfil de porfirinas produzido para esta amostra. Para a amostra ATCC 27010, nas condições 

de adição de ferro e peróxido de hidrogênio, não foi possível detectar o íon referente à 

uroporfirina I. A Tabela 06 mostra para cada amostra e condições os tempos de retenção dos 

sinais obtidos. 
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Tabela 6  - Tempos de retenção em minutos dos sinais dos padrões de porfirinas e extratos de 

porfirinas das amostras nas diferentes condições de cultivos obtidos na CLAE-EM 

Padrão/Amostras 

Uroporfirina I 

[M + H]+ = 830 

Coproporfirina III 

[M + H]+ = 655 

Protoporfirina IX 

[M + H]+ = 563 

TR TR TR 

Padrão 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 H2O2 ND 15.78 28.44 

HC04 10.85 15.71 28.42 

HC04 com ALA 10.85 15.70 28.42 

HC04 com FeSO4 10,85 15.70 28.42 

HC04 com H2O2 10.85 15.76 28.42 
Legenda: TR – tempo de retenção; ND – não detectado 

Fonte: A autora, 2024. 

A ausência de sinal para uroporfirina I na análise por CLAE-EM para a amostra ATCC 

27010 com a adição de ferro e peróxido de hidrogênio sugere que há a diminuição da quantidade 

desta porfirina nestas condições de cultivo.  

A quantificação da coproporfirina III feita por CLAE-UV mostra que a adição de ALA 

aumenta a quantidade de coproporfirina III para as duas amostras estudadas. Já adição de FeSO4 

e H2O2 diminuiu a quantidade de CPIII nas duas amostras estudadas (Figura 25). 

 

Figura 25 - Quantificação da coproporfirina III produzida pelas amostras nas diferentes 

condições de cultivo 

 

Legenda: CPIII – coproporfirina III 

Nota: Quantificação feita utilizando a técnica de CLAE-UV 

Fonte: A autora, 2024. 
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3.4. Estudo da utilização das porfirinas endógenas utilizadas por C. diphtheriae como 

fotossensibilizador em terapias de fotoinativação 

 

 

A contagem das UFC/mL após a exposição das amostras à luz de led azul encontra-se 

na Figura 26. Todas as amostras estudadas responderam em algum grau à exposição à luz. O 

tempo de exposição à luz necessário para causar diminuição no número de UFC/mL está 

diretamente relacionado com a quantidade de coproporfirina III produzida pelas amostras. A 

amostra ATCC 27010, que produz mais CPIII mostrou uma redução na UFC/mL com apenas 

30 minutos de exposição em culturas sem e com a adição de ALA. Por outro lado, a amostra 

2962, que produz menos CPIII, mostra uma redução no número de UFC/mL somente após 60 

minutos de exposição à luz na cultura com a adição de ALA e após 90 minutos de exposição 

na cultura sem a adição de ALA. Após 90 minutos de exposição à luz, as culturas com a adição 

de ALA apresentaram uma redução no número de UFC/mL de 1-3 log a mais que nas culturas 

sem ALA.  

A adição de ALA à cultura resultou em uma redução no tempo de exposição à luz 

necessário para causar uma diminuição significativa no número de UFC/mL tanto na cepa 

HC04 quanto na cepa 2962. Essa redução foi observada tanto nos experimentos de células 

planctônicas quanto nos de biofilme, com o tempo de exposição à 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 fração de sobrevivência em culturas de células planctônicas e biofilme, 

com e sem a adição de ALA, após 90 minutos de exposição à luz. Observou-se que a adição de 

ALA diminui a fração de sobrevivência indicando um aumento na eficiência da fotoinativação 

em todas as cepas e condições estudadas. 

A comparação da fração de sobrevivência entre as células planctônicas e as células 

sésseis (em biofilme) revela que, com exceção da cepa ATCC 27010 na cultura sem ALA, todas 

apresentaram um aumento na sobrevivência do biofilme.  
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Figura 26 - Fotoinativação de células planctônicas e biofilme em culturas com e sem 

suplementação de ALA. 

Legenda: TFD – terapia fotodinâmica; +ALA (adição de ALA ao cultivo) 

Fonte: A autora, 2024. 
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Tabela 7   - Fração de sobrevivência (N/N0) de culturas bacterianas 

fotossensibilizadas por suas porfirinas endógenas após 90 minutos de 

iluminação. 

Amostra/Tipo de célula 
Fração de sobrevivência (N/N0) 

Sem ALA Com ALA 

ATCC 27010 células planctônicas 2.32 x 10-02 1.16 x 10-03 

ATCC 27010 células sésseis 6.85 x 10-03 1.23 x 10-03 

HC04 células planctônicas 1.04 x 10-01 2.17 x 10-03 

HC04 células sésseis 1.47 x 10-01 2.94 x 10-03 

2962 células planctônicas 2.55 x 10-01 7.14 x 10-04 

2962 células sésseis 3.89 x 10-01 1.05 x 10-02 
Legenda: N0 – UFC/mL antes da exposição à luz; N – UFC/mL depois de 90 minutos de 

exposição à luz. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

3.5. Pesquisa in sílico pelos genes envolvidos na biossíntese da coproporfirina III 

 

 

A fim de investigar por qual das duas vias (clássica ou não canônica) ocorre a síntese 

do grupo heme em C. diphtheriae, foi realizada uma busca in silico pela via metabólica do 

grupo heme para a cepa tipo ATCC 27010 (NCTC 11397) no banco de dados KEGG. A Figura 

27 mostra parte da via metabólica de síntese do grupo heme para a amostra ATCC 27010 e a 

anotação dos genes hemG, hemH e hem Q disponibilizada no banco de dados da KEGG. 

Após análise da via metabólica do grupo heme para a amostra tipo ATCC 27010 

observou-se uma duplicidade de anotação para gene hemG, que aparece como responsável pela 

codificação protoporfirinogênio oxidase e coproporfirinogênio oxidase. No mapa da via 

metabólica, sugere-se o nome hemY para anotação da coproporfirinogênio oxidase, mas esse 

gene não aparece no banco de dados da KEGG e do NCBI. A busca no banco de dados do NCBI 

mostra o gene hemG anotado para a protoporfirinogênio oxidase e não há qualquer anotação 

para a coproporfirinogênio oxidase, considerando somente a via clássica. O mesmo ocorre com 

o gene hemH, que aparece no banco de dados da KEGG como codificador da proto e 

coproporfirina ferroquelatase e no NCBI como responsável pela protoporfirina ferroquelatase, 

não havendo anotação para a coproporfirina ferroquelase.  

A enzima coproheme descarboxilase, também chamada de heme sintetase peróxido de 

hidrogênio dependente, aparece descrita e anotada corretamente nos dois bancos de dados 

pesquisados. 

 



69 

 

Figura 27 - Via metabólica de síntese do grupo heme para a amostra C. diphtheriae ATCC 

27010 (NCTC 11397) e as anotações dos genes hemG, hemH e hemQ da KEGG.  
 

Nota: Em vermelho destaca-se os genes hemG, envolvido na formação da protoporfirina IX (via clássica) e 

coproporfirina III (via não canônica), em azul o gene hemH envolvido na adição do ferro na protoporfirina IX (via 

clássica) e coproporfirina III (via não canônica) e em laranja o gene hemQ responsável pela codificação da 

coprohemedescarboxilase (170). 

Acesso ao KEGG em 25/09/2024 (https://www.kegg.jp/pathway/map=cdip00860&keyword=porphyrin) 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

https://www.kegg.jp/pathway/map=cdip00860&keyword=porphyrin
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4. DISCUSSÃO 

 

 

As espécies do complexo Corynebacterium diphtheriae ainda persistem em todo o 

mundo como agentes causadores da difteria clássica, cutânea e de processos infecciosos 

invasivos (9–11,13,24,79,171). A ocorrência de surtos esporádicos atingindo indivíduos 

previamente imunizados ressalta a necessidade do desenvolvimento de vacinas contendo novas 

seleções de antígenos bacterianos, além do toxoide diftérico. Outra preocupação é o surgimento 

de cepas resistentes à antibioticoterapia relatadas em casos de difteria clássica e infecções 

invasivas, que exigem novas estratégias de tratamento dessa infecção bacteriana. Portanto, 

conhecer o metabolismo deste patógeno é fundamental para o desenvolvimento de vacinas e 

fármacos eficientes (9,172,173). 

Neste contexto, a via metabólica de síntese 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 III e protoporfirina IX) e investigar a influência da adição de ALA, ferro e 

peróxido de hidrogênio na produção dessas porfirinas de forma a trazer mais informações sobre 

o funcionamento desta complexa via metabólica. 

Os principais métodos para a análise de porfirinas são a espectrometria de absorção UV-

visível e a espectrometria de emissão, que devido à sua alta sensibilidade e capacidade de 

detecção, são amplamente utilizados para identificação e quantificação de porfirinas. No 

entanto, a análise de porfirinas provenientes de materiais biológicos apresenta diversos 

desafios, como a complexidade da matriz biológica, os componentes do meio de cultura e restos 

celulares que contém uma série de interferentes endógenos. A utilização da CLAE na análise 

de porfirinas oriundas de materiais biológicos se tornou uma técnica muito utilizada e descrita 

na literatura, pois permite a separação das porfirinas e associadas à espectrometria UV-vis, 

fluorescência e massas tornam-se um eficiente método detecção e quantificação dessas 

moléculas (143,166,174,175) . 

Os resultados da análise química dos extratos de porfirinas das amostras utilizadas neste 

estudo mostraram a presença da coproporfirina III na análise por CLAE com todos os detectores 

utilizados. No entanto, a protoporfirina IX só foi detectada via CLAE-EM. Na análise da 

protoporfirina IX via CLAE, algumas complicações significativas podem surgir e precisam ser 

consideradas. Primeiro, a protoporfirina IX é mais hidrofóbica, que as demais porfirinas 

utilizadas neste estudo, o que pode resultar em uma forte interação com as fases estacionárias 
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das colunas C18, levando a tempos de retenção mais longos e, por vezes, a uma separação 

inadequada de isômeros próximo ou simplesmente a não eluição da porfirina da 

coluna(174,176) . Por isso, a escolha do solvente é crítica, já que solventes com uma alta 

proporção de água tendem a diminuir a solubilidade da protoporfirina IX, enquanto a adição 

de solventes orgânicos pode melhorar sua eluição.  

Outro complicador é a tendência de formação de agregados pela protoporfirina IX, que 

está relacionada à sua natureza altamente hidrofóbica e de formar empilhamentos via interações 

- entre as moléculas dos anéis tetrapirrólicos. Esses empilhamentos resultam em agregados 

estáveis em solução, particularmente em solventes aquosos, onde a solubilidade da 

protoporfirina IX já é reduzida. Como resultado, esses agregados podem comprometer a 

separação e quantificação cromatográfica, levando a erros de quantificação e perda de resolução 

(174–177).  

Na metodologia de CLAE-UV e CLAE-FLD utilizada neste estudo a eluição dos 

analitos foi feita por gradiente com metanol e solução aquosa de acetato de amônio e na 

metodologia de CLAE-MS a eluição foi feita também por gradiente, mas com acetronitrila e 

água Milli Q acidificada com ácido fórmico. A não detecção da protoporfirina IX na CLAE-

UV pode ter sido consequência da formação destes agregados e não por sua ausência na 

amostra, uma vez que foi detectada via CLAE-MS.  

A detecção da coproporfirina III nos cromatogramas de íons totais de todas as amostras 

estudadas e os picos de absorção e emissão obtidos nos espectros de emissão e absorção 

apontam para a predominância da coproporfirina III nos extratos das porfirina extraídas das 

amostras do complexo C. diphtheriae utilizadas neste estudo, reforçando a hipótese da 

utilização da via não canônica de síntese do grupo heme. 

Durante muito tempo presumiu-se que a via metabólica do grupo heme era única entre 

as espécies. Na última década ficou claro que, embora exista um núcleo inicial comum e 

conservado, as etapas finais de formação do grupo heme podem ocorrer de duas formas. A via 

mais antiga, chamada de via clássica, presente em parte das bactérias Gram-negativas e 

eucariotos, descarboxilam o coproporfirinogênio III em protoporfirinogênio IX, em seguida o 

oxidam para protoporfirina IX para subsequente inserção do átomo de ferro e formação do 

grupo protoheme. Já na segunda via, chamada de via não canônica, presente em 

Actinomicetóides e Bacillotas, o coproporfirinogênio III é oxidado à coproporfirina III e então 

o ferro é inserido para a formação do coproheme; por fim, ocorre a descarboxilação do 

coproheme pela enzima coproheme descarboxilase formando o grupo protoheme (152,157).  
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As vias de síntese do grupo heme em procariotos já foram identificadas, no entanto há 

desafios significativos nas anotações funcionais desses genes (156). A maior parte do que se 

sabe hoje sobre a coproporfirinogênio oxidase vem de estudos sobre as enzimas de Bacillus 

subtilis e Staphylococcus aureus (152) e os resultados sugerem que uma única enzima pode 

usar como substrato o coproporfirinogênio e o protoporfirinogênio, atuando como copro ou 

protoporfirinogênio oxidase, respectivamente, mas com afinidade maior pelo substrato para a 

síntese de coproporfirina III (152,156,178).  

O resultado do estudo da via metabólica 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 combinação híbrida de genes das duas vias (canônica e não canônica), 

dificultando a identificação clara dos genes envolvidos na via metabólica. A ausência de estudos 

in vitro que visem caracterizar quimicamente e funcionalmente as enzimas envolvidas na 

biossíntese do grupo heme para as espécies do complexo C. diphtheriae torna as anotações 

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 Itália e outro da Áustria (179–186), e o gene que 

codifica esta enzima aparece anotado corretamente como apresentado nos resultados. 

A análise química das porfirinas extraídas das amostras do complexo C. diphtheriae 

corroboram a hipótese de dupla função da coproporfirinogênio oxidase uma vez que foi possível 

detectar via CLAE-EM a protoporfirina IX e a coproporfirina III.   

A análise qualitativa dos extratos de porfirinas mostra uma homogeneidade no padrão 

das porfirinas produzidas nas amostras pesquisadas, incluindo as amostras de C. ulcerans e de 

C. pseudotuberculosis. Os espectros de absorção típicos de porfirinas obtidos na CLAE-UV em 

outros sinais, além dos referentes às porfirinas pesquisadas nesse trabalho, sugerem a presença 

de outras porfirinas e necessita de mais investigações. Já a quantificação da coproporfirina III 

mostrou diferenças importantes entre as amostras e aponta para uma propriedade dependente 

da cepa, não sendo possível correlacionar com a sua origem, capacidade de fermentação de 

sacarose ou produção de toxina diftérica. 

O estudo da influência da adição de ácido aminolevulínico (ALA) ao cultivo, na 

concentração utilizada, mostrou que sua adição provoca o aumento da quantidade de 

coproporfirina III em cerca de 2 vezes, resultado esperado, já que o ALA é o principal precursor 

desta via metabólica. Não foi observada mudança no padrão de porfirinas produzidas com a 

adição de ALA nas amostras estudadas.  
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A influência da suplementação de ALA no perfil de porfirinas produzidas por bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas já foi descrita em estudos de fotoinativação de 

microrganismos. Para as espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foi observado que a síntese de porfirinas atingiu 

seu pico em concentrações de 1-2 mM de ALA (126,165,187). Também foi descrito que o tipo 

de porfirinas produzidas varia de acordo com a duração da exposição ao ALA. Tempos curtos 

de incubação tendem a acumular mais porfirinas lipofílicas, como a protoporfirina IX, enquanto 

períodos mais longos resultam em uma maioria de porfirinas hidrofílicas, como coproporfirina 

III e uroporfirina I (126,150). Estudos futuros, com diferentes tempos de cultivo e com 

concentrações de ALA variadas, são necessários para detalhar a influência desta suplementação 

no perfil das porfirinas produzidas pelas espécies do complexo C. diphtheriae. 

A natureza reativa do grupo heme o torna um cofator muito versátil e por isso os 

patógenos bacterianos dedicam uma extensa maquinaria à sua síntese e aquisição do meio. No 

entanto, essa reatividade também resulta em toxicidade em concentrações excessivas e por isso 

as bactérias precisam identificar e escapar dessa ameaça. Sabe-se que o ferro é um importante 

sinalizador da presença de heme no meio e que suas concentrações regulam a via metabólica 

das porfirinas a fim de manter a estabilidade nas concentrações deste importante grupo 

prostético (188). 

Em C. diphtheriae e C. pseudotuberculosis foi descrito que o ferro regula diretamente a 

expressão de genes envolvidos no metabolismo do heme, como o gene hmuO, que codifica a 

enzima heme oxigenase, enzima responsável pela degradação do heme, liberando ferro para uso 

metabólico. Em condições de alta disponibilidade de ferro, o repressor DtxR é ativado, 

reprimindo genes envolvidos na biossíntese de heme, como o hemA, que codifica a enzima 

glutamil-tRNA redutase, presente no início da via metabólica do grupo heme, para a síntese do 

ALA a partir da glicina e succinil-CoA. Isso ocorre porque a bactéria prioriza a captação de 

ferro do ambiente, utilizando heme exógeno quando disponível, ao invés de sintetizá-lo 

internamente (115,188).  

A investigação dos efeitos da adição FeSO4 na concentração de 0,2 μg/mL ao cultivo 

provocou uma diminuição na quantidade de coproporfirina III nas duas amostras estudadas. Um 

estudo prévio de influência da concentração de ferro na produção de porfirina por C. 

diphtheriae (189) mostra que o aumento da concentração de íons ferro II no meio de cultura 

diminui a concentração de coproporfirina III para culturas de 7 dias. A adição de ferro também 

diminui a concentração da uroporfirina I, uma vez que não foi detectada para a amostra ATCC 

27010 nessas condições.  
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A menor quantidade de coproporfirina III produzida pelas cepas nas culturas com adição 

de ferro, aponta para a diminuição da síntese do grupo heme, corroborando os resultados 

descritos na literatura (115,152,154,156,188,190). 

A adição do H2O2 ao cultivo das amostras de C. diphtheriae provocou diminuição da 

quantidade de coproporfirina III produzida. O H2O2 é uma espécie química que possui os 

átomos de oxigênio com elétrons desemparelhados e por isso é muito reativo e causador de 

estresse oxidativo. Nessas condições as bactérias acionam mecanismos de proteção e genes 

codificadores de enzimas antioxidantes, como a catalase, a fim de se protegerem contra as 

espécies reativas de oxigênio (ERO) (191).  

Um desses mecanismos de proteção já descritos para procariotos é o sistema OxyR, que 

detecta os agentes geradores de estresse oxidativo e coordena a resposta apropriada. O OxyR é 

um homotetrâmero que possui dois resíduos de cisteínas e funciona com base no estado redox 

desses resíduos, podendo atuar como ativador ou repressor da maquinaria de reação ao estresse 

oxidativo (92). Sabe-se que o regulon OxyR de E. coli compreende genes envolvidos na 

expressão da catalase e peroxidases (katE, katG e ahpCF) além da biossíntese do heme (hemH). 

A adição de H2O2 em culturas de E. coli aumentou em até 11 vezes a expressão do gene hemH, 

presente na etapa final da síntese do heme e responsável pela adição de ferro ao anel porfirínico 

e formação do protoheme na via clássica e coproheme na via não canônica (192–194). O grupo 

heme é um cofator essencial das peroxidases e catalases e o aumento da demanda da síntese 

dessas enzimas em resposta ao estresse oxidativo aumenta a necessidade da biossíntese do 

grupo heme e justifica o aumento da expressão do gene hemH e do gene kat (catalase). 

No entanto, em C. diphtheriae, o sistema OxyR atua de maneira distinta em comparação 

com outras bactérias, como Escherichia coli. No caso de C. diphtheriae, OxyR funciona como 

um repressor transcricional, especificamente inibindo a expressão do gene katA, que codifica a 

enzima catalase, mesmo na presença de peróxido de hidrogênio (H₂O₂). No entanto, em C. 

diphtheriae, a presença de H₂O₂ não estimula a transcrição de kat, como ocorre em outros 

organismos, mas, ao contrário, a repressão é mantida, resultando em uma menor produção de 

catalase (92,93). Estudos de expressão gênica em C. glutamicum para elucidação do 

funcionamento do sistema OxyR mostram resultados semelhantes (195,196). 

Essa regulação incomum pode ser parte de uma estratégia de adaptação ao estresse 

oxidativo em C. diphtheriae. A diminuição na expressão de katA na presença de H₂O₂ poderia 

permitir à bactéria um controle mais refinado sobre suas respostas ao ambiente redox, talvez 

evitando uma superprodução de catalase que poderia interferir com outros processos celulares 

dependentes de sinais redox. Além disso, a repressão de kat por OxyR pode ser vista como uma 
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maneira de equilibrar os mecanismos de defesa antioxidante com outras necessidades 

metabólicas durante a infecção, contribuindo para a sobrevivência e virulência da bactéria em 

ambientes ricos em EROs (92,93). 

Este mecanismo de regulação de OxyR em C. diphtheriae destaca a complexidade das 

respostas bacterianas ao estresse oxidativo e a forma como diferentes patógenos ajustam suas 

vias metabólicas e defensivas para otimizar a adaptação ao ambiente do hospedeiro. 

A diminuição da quantidade de coproporfirina III nas amostras cultivadas com H2O2 

mostrada neste trabalho pode ser então uma consequência da diminuição da expressão do gene 

katA, diminuindo assim a produção de catalase e consequentemente a demanda pela síntese do 

grupo heme. 

Considerando o outro aspecto deste estudo, que foi a utilização das porfirinas produzidas 

por C. diphtheriae como fotossensibilizador endógeno para fotoinativação bacteriana, os 

resultados mostram a fototerapia como uma alternativa promissora para o tratamento das 

infecções causadas por C. diphtheriae. As cepas estudadas apresentaram diferentes graus de 

resposta à fotoinativação, que foi diretamente proporcional à quantidade de coproporfirina III 

produzida pelas amostras. Esse comportamento é consistente com o observado em outros 

estudos, nos quais a produção de porfirinas, particularmente uroporfirinas e coproporfirinas, 

em bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, 

também resultou em uma redução significativa da viabilidade bacteriana após a exposição à luz 

fotodinâmica. Em ambos os casos, a eficácia da fotoinativação foi correlacionada diretamente 

com a quantidade de porfirinas acumuladas intracelularmente (126,155,197). 

Para as três amostras de C. diphtheriae utilizadas, foi possível obter uma diminuição na 

fração de sobrevivência das células de aproximadamente 10 vezes após 90 minutos de 

exposição à luz, inclusive para células sésseis em culturas sem adição 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 fotodinâmico. No entanto, a eficácia máxima foi atingida com 

tempos de incubação mais longos com ALA, levando à maior síntese de porfirinas (126). 

A suplementação de ALA ao cultivo de C. diphtheriae aumentou significativamente a 

quantidade de coproporfirina III e reduziu a fração de sobrevivência das bactérias expostas à 

luz, em alguns casos em mais de 100 vezes, quando comparado às culturas sem adição de ALA. 

Este efeito é consistente com a literatura, que sugere que a suplementação de ALA leva a uma 

maior acumulação de porfirinas fotossensibilizadoras. Em estudos anteriores, observou-se um 

padrão semelhante em bactérias Gram-positivas, onde a adição de ALA aumentou a síntese de 
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porfirinas e resultou em fotoinativação eficiente, embora, como no presente estudo, não tenha 

sido possível alcançar a erradicação completa das cepas sob as condições experimentais testadas 

(126). 

Vários autores descreveram anteriormente que a resposta à fotoinativação 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 resistência considerável ao tratamento fotodinâmico devido à 

localização inadequada das porfirinas e à estrutura da membrana externa (123,197,198). 

Portanto, embora não tenha sido possível erradicar completamente as cepas de C. diphtheriae 

nos tempos de exposição e nas doses de luz estudados, supõe-se que isso possa ser superado 

com ajustes na fonte de luz, no tempo de exposição e nas condições de cultivo. Além disso, a 

variação na suscetibilidade das cepas observada aqui também pode estar relacionada a fatores 

como a composição da membrana celular, os níveis e tipos de porfirinas produzidas e a presença 

de mecanismos de proteção, como sugerido pelos resultados do presente estudo e de outros 

trabalhos (126). 
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CONCLUSÃO 

 

 

Caracterização química 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 III, uroporfirina I e protoporfirina IX, os três 

principais intermediários da biossíntese do grupo heme. A caracterização química realizada 

através de espectrometria de emissão e absorção mostra uma predominância da coproporfirina 

III entre as amostras estudadas apontando para a utilização da via não canônica de síntese do 

grupo heme, onde o ferro é inserido no anel da coproporfirina III e em seguida ocorre a 

descarboxilação do coproheme formando o grupo protoheme. 

A Cromatografia Líquida de Alta Resolução evidenciou que as três espécies utilizadas 

neste estudo produzem o mesmo perfil de porfirinas confirmando a hipótese de que esses 

organismos compartilham vias metabólicas para a síntese de heme semelhantes. 

 

 

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

ulcerans e C. pseudotuberculosis 

 

 

A quantificação das porfirinas revelou que a quantidade de coproporfirina III é variável 

entre as espécies e cepas estudadas, não sendo possível correlacionar com a sua origem e outras 

características importantes como a capacidade de fermentação de sacarose ou produção de 

toxina diftérica. 

 

 

Influência da suplementação de Ácido Aminolevulínico na produção de porfirinas por C. 

diphtheriae 
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O estudo da influência da adição de ácido aminolevulínico (ALA) ao cultivo, na 

concentração utilizada, mostrou que sua adição provoca o aumento da quantidade de 

coproporfirina III em cerca de 2 vezes, resultado esperado já que o ALA é o principal precursor 

desta via metabólica. Não foi observada mudança no padrão de porfirinas produzidas com a 

adição de ALA nas amostras estudadas. 

 

  

Avaliação da influência da suplementação de FeSO4 na produção de porfirinas por C. 

diphtheriae 

 

 

O ferro desempenhou um papel fundamental na regulação da produção de porfirinas. A 

adição de FeSO4 na concentração de 0,2 μg/mL às culturas de C. diphtheriae resultou em uma 

diminuição da produção de coproporfirina III, sugerindo que concentrações elevadas de ferro 

podem reprimir a síntese de porfirinas, provavelmente devido ao controle regulatório do 

metabolismo de heme. 

 

 

Avaliação da influência da concentração de peróxido de hidrogênio na produção de 

porfirinas por C. diphtheriae 

 

 

A presença de peróxido de hidrogênio nas culturas de C. diphtheriae levou a uma 

diminuição significativa na produção de coproporfirina III. Estes resultados corroboram os 

achados em outros estudos com amostra de C. diphtheriae e C. glutamicum cujos resultados 

mostram a diminuição da expressão dos genes kat e hemH na presença de H2O2, diminuindo a 

quantidade de catalase e consequente demanda pela síntese do grupo heme. Esse achado sugere 

que 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 biossíntese da coproporfirina III por C. 

diphtheriae 

 

 

As análises in silico das anotações dos genes HemG, HemH e HemQ, envolvidos via 

metabólica do grupo heme, mostra que há problemas na anotação desses genes, havendo a 

combinação híbrida de anotações considerando as duas vias metabólicas descritas para o grupo 

heme (canônica e não canônica). A ausência de estudos in vitro que visem caracterizar 

quimicamente e funcionalmente essas enzimas para as espécies do complexo C. diphtheriae 

torna as anotações destes genes um desafio ainda maior. Dos 3 genes pesquisados, somente o 

HemQ estava anotado corretamente. 

 

 

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

em terapias de fotoinativação 

 

 

O estudo demonstrou que as porfirinas produzidas por C. diphtheriae, em particular a 

coproporfirina III, têm potencial como fotossensibilizadores eficazes em terapias de 

fotoinativação. Os experimentos de fotoinativação mostraram uma significativa redução da 

viabilidade bacteriana, inclusive em biofilme, sob iluminação, confirmando a viabilidade de 

aplicação dessas porfirinas em tratamentos de fototerapia antimicrobiana. A suplementação de 

ALA ao cultivo bacteriano, por aumentar a quantidade de porfirinas produzidas pelas amostras, 

aumenta a eficácia da fotoinativação.  
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ANEXO A – Aprovação no comitê de ética e pesquisa 

 

O presente projeto de pesquisa obteve aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) 

do Hospital Universitário Pedro Ernesto de acordo com o parecer número 3.728.795; de 

27/11/2019 registrado na Plataforma Brasil. 
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ANEXO C - formato final do 10 artigo científico aceito 
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ANEXO D - Comprovação de aceite do 10 artigo científico 
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ANEXO E - Comprovação de submissão do 20 artigo científico 
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ANEXO F - Formato final do 20 artigo científico submetido 
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