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Avaliacio da funcio do solvente na eficiéncia fotodinimica
antimicrobiana do azul de metileno.

Nufiez, S.C. % Garcez, A.S.%; Junqueira, H."; Baptista, M.S.? e Ribeiro, M.S.?

“ Centro de Lasers e Aplicagdes, IPEN/CNEN; b Istituto de Quimica, USP/SP

Introduciio

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFA) tem
sido extensamente estudada nos ultimos anos € uma
quantidade substancial de evidencias cientificas
sustentam sua efetividade contra amplo espectro de
microorganismos incluindo bactérias, fungos e
virus"*’, Porém, apesar de todas as evidéncias
poucos estudos clinicos ou orientados para a
aplicagdo clinica estdio disponiveis na literatura
cientifica. Alguns fotossensibilizadores utilizados
para TFA s#lo bastante conhecidos como por
exemplo o azul de metileno (AM), que ¢ utilizado
para uma série de finalidades na 4drea médica. A
grande variedade nos parmetros utilizados nos
estudos realizados in vitro, torna dificil a selegfio de
condi¢des favoraveis para o desenho de um estudo
clinicoo O  solvente  utilizado  para o
fotossensibilizador, pode ser um pardmetro de
importdncia mna fotoquimica do corante’. Os
solventes utilizados com maior freqiiéncia em TFA
sdo dgua (deionizada ou destilada), solugdo salina
0,9% e 0,45% e solugdo salina tamponada com
fosfato. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
aralisar a funcio do solvente utilizado, mantendo-se
a mesma concentragdo de fotossensibilizador. Para
este estudo a agua deionizada e a solugdo salina
0,9% foram selecionadas.Foram analisadas as
alteragdes Opticas do corante em relagdo ac solvente.

A eficiéncia fotodindmica do AM foi testada
fotoquimicamente através da eficiéncia para
produgio de oxigénio singleto €

microbiologicamente para a redugdo de Escherichia
coli invitro.

Materiais e Métodos

Os solventes selecionados foram analisados em
relagdo a presenca de oxigénio molecular dissolvido
através de sonda medidora de oxigénio. Os
resultados obtidos foram comparados através de teste
estatistico (¢ Student) sendo p<0,05 o nivel de
significincia aceito. As avaliagdes da absorgdo,
fluorescéncia e a produgdo de oxigénio singleto
foram realizadas em solu¢des contendo 30uM de
AM dissolvido em D,O e em solugfio salina 0,9%
preparada com D,O. Os espectros de absor¢éo de
cada solugdio foram registrados em espectrometro de
absor¢do Optica e em seguida os espectros de
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fluorescéncia foram obtidos. As medidas foram
realizadas em cubetas de quartzo com caminho
optico de lem e analisadas utilizando-se software
apropriado. Para a medida de emissdo no
infravermelho do oxigénio singleto foi utilizado laser
de Nd:YAG dobrado para excitagdo da amostra em
532nm. O espectro de emissdo do oxigénio singleto
em 1270nm foi obtido para cada solvente. Os

estudos microbiologicos foram realizados com
culturas de E. coli em fase estaciondria de
crescimento, com amostras contendo

aproximadamente 10%células/ml., obtidas apos 48h
de crescimento em solugdo contendo caldo BHI
(Brain and Heart Infusion) a 37°C. Um mL da
solugio bacteriana foi centrifugado a 3000rpm
durante 10 min. As células foram suspensas em lmL
de 4gua deionizada ou 1 mL de solugdo salina de
acordo com os grupos estudados. Em placa de 96
pogos foram colocadas aliquotas de 100uL de AM a
60uM dissolvido em salina 0,9% ou agua deionizada
de acordo com o grupo estudado e foram acrescidos
100pL de suspensdio bacteriana nos respectivos
solventes para obtermos uma concentragdo final de
AM de 30pM. As amostras foram divididas nos
seguintes grupos: Grupo Controle Ambiental (GCA)
100puL. de suspensdo bacteriana ¢ 100ul de solvente
foram colocados em um dos pogos ¢ permaneceram
em repouso durante todo o experimento para
obten¢dio da redugfo microbiana promovida pelo
procedimento experimental; Grupo Tempo de Pré-
Irradiagio (GTPI) neste grupo 100uL de suspensdo
bacteriana ¢ 100uL de solugdo de AM em cada
solvente testado foram mantidos por 3 minutos no
escuro para obteng¢do da toxicidade intrinseca do
AM; Grupo Tratamento Solugfo Salina (GTSS)
100uL. de suspensfio bacteriana e 100uL de solugéo
de AM dissolvido em solugdo salina foram
irradiados diretamente nos pogos com laser de diodo
A=660nm mantendo-se a poténcia constante de
40mW com tempo de exposicdo de 2min; Grupo
Tratamento Agua (GTA) este grupo recebeu o
mesmo tratamento do GTSS com a variagdo apenas
do solvente. Apés cada tratamento proposto 10uL da
solugdo contendo microorganismos foram removidos
e diluidos em 90pl de solugéio salina tamponada com
fosfato até a diluigio de 10°. Dez upl. de cada
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diluigio foram retirados e colocados em placas
contendo BHI e incubadas em estufa de crescimento
a 37°C por 12 horas, quando foi realizada a
confagem de wufc (unidades formadoras de
colonias)/mL. Os resultados foram analisados
estatisticamente sendo que, a contagem inicial de
bactérias considerada foi & quantidade sobrevivente
obtida, apds contagem do GCA.

Resultados e Discussio
A d4gua deionizada apresentou quantidade de O,
dissolvido significantemente maior do que a solugio
salina 0,9%. A figura | apresenta o resultado das
andlises espectroscopicas.
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Figura 1. A espectro de absor¢do do AM a 30uM
em solugfo salina e em solugdo aquosa. B espectro
de emissdo das duas solugdes de AM. C Razdo
dimero/ mondmero das solugdes, D emissdo do
oxigénio singleto em 1270nm.

As analises espectroscopicas de absor¢io e
fluorescéncia  demonstraram  a  tendéncia  de
dimerizagdo do AM em solugfo salina (Fig 1-A). O
pico de absorgio méaxima correspondente a
mondmeros em aproximadamente A=660nm sofre
diminui¢do enquanto o pico de absor¢io de dimeros
em aproximadamente A=610nm apresenta elevagdo
modificando-se a rela¢do de absor¢do de dimeros
fabsor¢do de mondmeros (Fig 1-C). A dimerizagdo
foi confirmada pelo espectro de fluorescéncia (Fig 1-
B) com diminuigdo da emissdo fluorescente na
presenga de solugfio salina, resultado esperado uma
vez que, o dimero do AM ndo é fluorescente’. A
andlise da emissdo de oxigénio singleto demonstrou
que em agua ha maior eficiéncia para produgdo desta
molécula do que em solugdo salina 0,9% (Fig. 1-D).
Os resultados das andlises microbioldgicas revelaram
que a redug@o microbiana ¢ significantemente maior
quando a agua ¢ utilizada como solvente. Este dado

confirma a importdncia da reagdo do Tipo 1I
(formagdo de oxigénio singleto) na fotoquimica do
AM uma vez que, ¢ conhecido que a fotoquimica do
dimero difere da do mondémero. A presenca de maior
quantidade de dimeros pode promover a alteragdo
do tipo de reacfo obtida apos a irradiagdo do AM, de
tipicamente Tipo I, para rea¢do do Tipo I (formagao
de outras espécies reativas de oxigénio)®.

Conclusdes

Estes resultados indicam que o solvente altera as
propriedades oOticas, fotoquimicas e a eficiéncia
fotodindmica do fotossensibilizador in  vitro,
portanto, o solvente utilizado ¢ um importante fator a
ser considerado para o desenho de um estudo clinico.
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