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Analise da acdo da quimioterapia fotodinamica antimicrobiana
(PACT) com Ftalocianina cloro-aluminio (FC-CIAl) sobre os
microrganismos Pseudomonas aeruginosa (Gram -) e Staphylococcus
aureus (Gram +)
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Resumo Introducio: A grande incidéncia de bactérias patogénicas resistentes tem incentivado a busca de uma alternativa
viavel para a inativagao satisfatoriadas mesmas. A quimioterapia fotodindmica antimicrobiana (PACT) ¢ uma
alternativa ja encontrada que tem apresentado resultados satisfatorios na eliminacao de células indesejadas.
A Ftalocianina, por sua vez, tem sido apontada como um farmaco fotossensivel eficaz na eliminagao de
tecido tumoral e na potencializagdo do processo cicatricial de feridas. Entretanto, se fez necessario iniciar
a realizacdo de testes para averiguar se essa substancia também apresenta eficacia na eliminacgdo de células
bacterianas, considerando que estas frequentemente ocorrem em ferimentos. Objetivo: Este trabalho objetivou
analisar se ha uma agdo satisfatoria da PACT com a Ftalocianina Cloro-Aluminio (FC-CIAl) na inativacao de
bactérias, e se esta possivel agao esta relacionada apenas a eficacia do farmaco utilizado ou se hé interferéncia
da metodologia envolvida. Métodos: Em biofilmes de P. aeruginosa e S. aureus realizou-se etapa inica de
aplicagdo da PACT/FC-CIAI com duas diferentes formulagdes. Foram feitas analises quantitativas através da
contagem de UFC e medidas de absorbancia em leitora de ELISA. A pré-lavagem da metodologia utilizada
na PACT ndo mostrou ter interferéncia nos resultados finais dos experimentos. A redugdo de microrganismos
nos grupos pos-lavagem so foi observada nos grupos experimentais com a P. aeruginosa que receberam os
farmacos, apontando para uma agdo da droga, e ndo da metodologia. Conclusdo: Nao houve diferencas
estatisticas significativas entre os grupos experimentais com S. aureus. Foi possivel também observar uma
acdo bactericida das substéncias testadas, encorajando a realizagdo de analises mais detalhadas para averiguar
se esse resultado se mantém com biofilmes mais maduros e se ¢ mais eficaz com substancias outras associadas
a Ftalocianina Cloro-Aluminio.
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Analysis of photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT) action with
Chloro-Aluminum Phthalocyanine (Pc-CIAl) on Pseudomonas aeruginosa
(Gram —) and Staphylococcus aureus (Gram +) microorganisms

Abstract Introduction: The high incidence of resistant bacteria has encouraged the search for a viable alternative
to satisfactory inactivation of these pathogens. The photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT)
is an alternative already found that has shown satisfactory results to eliminate unwelcome cells. The
Phthalocyanine, in turn, has been identified as a photosensitive drug effective for the tumor tissue elimination
and the enhancement of the wounds healing process. Currently, it became necessary start some tests to check
if this substance also has efficacy in the bacterial cells elimination, once these microorganisms often occur
on open wounds. Objective: This study aimed to analyze whether there is a satisfactory action of PACT
with Chloro-Aluminum Phthalocyanine (FC-CIAl) in the bacteria inactivation, and if its possible action
is related only to the effectiveness of the drug used or if there is interference of the methodology involved.
Methods: In biofilms of P. aeruginosa and S. aureus was carried out a single application of PACT/FC-CIAl
with two different formulations. Quantitative analyzes were performed by counting CFU and absorbance
measurements in ELISA reader. The results showed that the pre-washingused in the PACT methodology do
not interfered in the final results of the experiments. The reduction of microorganisms in groups after washing
was only observed in the experimental groups with P. aeruginosa that received the drugs, pointing to a drug
action, and not to an interference of the methodology. Conclusion: There were no statistically significant
differences between experimental groups with S. aureus. It was also possible to observe a bactericidal action
of the used substance, encouraging more detailed analyzes to determine if this result holds with more mature
biofilms and if it is more effective with other substances associated with Chloro-Aluminum Phthalocyanine.
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Introducao

Muito se tem pesquisado ultimamente sobre
tratamentos alternativos para a eliminagao satisfatoria
de microrganismos, tanto para casos de contaminacao
de materiais inertes, quanto de alimentos e tecidos
bioldgicos (Karska-Wysocki et al., 2010; Ramesh et al.,
2003; Shieh et al., 2009). A grande incidéncia de
bactérias cada vez mais resistentes as drogas existentes
tem incentivado pesquisadores do mundo inteiro
a buscar uma alternativa viavel para a inativagao
desses agentes patogénicos. Uma alternativa ja
encontrada ¢ a chamada quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana (PACT) a qual, até o presente momento,
tem apresentado resultados satisfatorios nao sé na
eliminagdo de células indesejadas (bacterianas),
como também na prevencao de desenvolvimento
de resisténcia por parte do tecido/célula tratado
(Denis et al., 2011; Rajesh et al., 2011), além de
permitir uma aplicacdo topica sem comprometimento
de outras estruturas sistémicas, o que evita a ocorréncia
de maiores danos ao organismo/material contaminado.

A quimioterapia fotodindmica antimicrobiana
(PACT) ¢ um método de tratamento para desinfeccao
de superficies/tecidos, cuja metodologia envolve o
uso de uma droga fotossensivel (FS) associada a
ativacdo luminosa através da luz laser ou LED. Seu
mecanismo de agdo esta relacionado, em presenca da
luz, a produgao de oxigénio toxico (singlete / ROS) e
radicais livres, os quais levam a destrui¢ao do tecido
alvo por um mecanismo de necrose e/ou apoptose
(Gomes et al., 2005; Zhu e Zheng, 2008). A toxicidade
dessas substancias esta relacionada com a dose
aplicada, via de administragdo, absorcao, seletividade
e biodistribui¢ao do FS, assim como com o tipo de luz,
irradiancia, disponibilidade de oxigénio na célula, e
intervalo entre a administragao do fotossensibilizador
(FS) no tecido alvo e a aplicacdo da luz (Wiedmann
e Caca, 2004; Allison e Sibata, 2008).

A Ftalocianina cloro-aluminio (FC-CIAI) é um
farmaco fotossensivel classificado como de segunda
geragdo, que apresenta grande lipofilicidade, ou seja, se
liga facilmente 4 membrana plasmatica, microssomos
e mitocondrias (Rosenthal, 1991). Sua acdo sobre a
proliferagdo fibroblastica foi demonstrada no trabalho
de Silva et al. (2004), onde a Terapia Fotodinamica
(PDT) com FC-CIAl (685 nm) em feridas de ratos
resultaram em um aumento da re-epiteliza¢ao e maior
presenca de colageno no sitio de lesdo, sem evidéncias
de que esse tipo de tratamento tenha causado qualquer
dano ao processo de cicatrizagdo. Desta forma, em
face dos resultados positivos quanto a utilizagdo desse
farmaco para o reparo tecidual, questiona-se qual seria
a agdo da FC-CIlAl ao se ter, na lesdo, a presenga de
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microrganismos patogénicos. A agdo inibitoria dessa
substancia sobre as bactérias comumente presentes em
ulceras abertas representaria uma grande vantagem,
pois se teria, a0 mesmo tempo, a desinfec¢io da lesdo
associada ao estimulo da proliferagao fibroblastica.

Em geral, a metodologia da PACT envolve um
primeiro contato celular/tecidual com o farmaco
fotossensivel por um periodo de tempo que pode
variar de 30 a 60 minutos, seguindo-se de uma
lavagem das amostras para uma posterior ativagao
pelo laser/LED. A aplicagdo dessa metodologia levou
ao questionamento se essa lavagem pré-irradiagao
ndo causaria ja algum dano as células envolvidas ao
se usar a Ftalocianina cloro-aluminio como farmaco
fotossensivel, ocasionando, p.e, uma redugdo prévia no
nimero de microrganismos, mesmo antes da ativagao
da droga pela luz. Desta forma, uma analise da condigao
dos microrganismos na pré e na pds-lavagem seria
de grande utilidade para verificar quando se inicia a
possivel agdo satisfatoria do uso da PACT/FC-CIAl
na eliminacao de bactérias.

O presente trabalho objetivou analisar se ha uma
possivel agdo satisfatoria da quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana (PACT) com a Ftalocianina Cloro-
Aluminio e se esta esta relacionada apenas a acdo do
farmaco utilizado ou se hé interferéncia da lavagem pré-
irradiagdo das amostras, utilizada nessa metodologia.

Métodos

Microrganismos

Cepas de campo de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, espécies essas mais
frequentemente encontradas em ulceras dérmicas
contaminadas, foram selecionadas para os testes
da metodologia da quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana (PACT) com Ftalocianina Cloro-
Aluminio (FC-CIAl), associada a irradiacdo laser.
As culturas foram obtidas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP/AQA, em meio liquido BHI,
previamente inoculadas e incubadas por 24 horas. A
partir destas, foram feitos estoques em tubos agar
inclinado, inoculando-se uma alga de cada cultura em
tubos contendo Muller Hinton agar. Ap6s um periodo
de incubacdo de 24 horas a 37 °C, as culturas foram
armazenadas em geladeira a 4 °C para utilizagdo por
um periodo de 1 més, sendo substituidas por novos
estoques a partir de culturas congeladas (-20 °C),
também preparadas e estocadas a partir das culturas
em meio liquido BHI previamente obtidas.

Farmacos

Duas formulagdes diferentes contendo a Ftalocianina
Cloro-Aluminio (uma anidnica e outra catidnica) foram
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utilizadas para inativagdo de microrganismos, todas elas
adquiridas do Departamento de Quimica — FFCLRP/
USP-RP, com o Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina,
sob responsabilidade do Prof. Dr. Antonio Claudio
Tedesco. A dilui¢ao das amostras, cuja concentragao
inicial era de 38 pumol/mL, foi realizada com agua de
Mili-Q estéril para uma concentragdo final desejada de
5 pmol/mL, a qual havia mostrado, em testes piloto,
ser a mais eficaz para a eliminagdo bacteriana. As
alteracdes quimicas na formulagdo cationica foram
realizadas com base no potencial zeta da superficie
polimérica da mesma, a qual de negativa passou a se
comportar com potencial resultante positivo.

Considerando que a Ftalocianina é uma substancia
que tende a se agregar facilmente, impossibilitando,
desta forma, a sua fotoativagdo, as formulagdes
utilizadas foram nano estruturadas com o tensoativo
Poloxamer, diluido em 6leo Miglyol 812, aumentando
assim seu perfil de diluicdo e impedindo a agregagao
entre suas moléculas.

Irradiacdo laser

As aplicagdes laser foram realizadas com comprimento
de onda de 670 nm (vermelho), com doses de 35 J/em?,
P =100 mW. O aparelho utilizado foi um prototipo da
DMC - Equipamentos, chamado FisioLase, cedido
para uso em pesquisas cientificas do laboratorio de
Eletrotermofototerapia — UFSCar.

Meétodos de andlise

Apbs as aplicacdes da PACT, a inoculagdo de
P, aeruginosa e S. aureus em placas contendo Miiller
Hinton Agar foi realizada através do método da gota,
por 24 horas, para posterior contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC). Para tanto, retirou-se
amostras de 1 mL de cada poco da placa de 24 pogos,
as quais foram submetidas a dilui¢des seriadas de
10" até 10, Posteriormente a esse processo, foram
retiradas gotas de 15 pL referentes a cada diluigdo,
depositando-as na placa e incubando-as a 37 °C por
24 horas para contagem final das colonias nas gotas
que apresentavam de 5 a 50 UFC. A determinagdo do
numero de células viaveis foi feita através da média
do ntimero de coldnias multiplicada pela diluigao,
resultando desta forma, no nimero de UFC por
mililitro de solugao.

A quantificagdo dos microrganismos foi realizada
também através de um ensaio colorimétrico sensivel
e reprodutivel de proliferacao. Este ensaio consistiu
no acréscimo ao meio de cultura (adaptado para
microplaca de 96 pogos) de uma solucao contendo
MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-difenil brometo
de tetrazolio. Ao ser veiculado em solu¢ao salina, o
MTT ¢ soluvel em dgua e apresenta uma coloragao
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amarela. Essa substancia, quando incorporada por
células viaveis, tem a forma estrutural do anel de seu
componente tetrazolio quebrada pelas enzimas de-
hidrogenases mitocondriais, dando origem a cristais
insoluveis de formazina na coloragdo azul escuro.

O MTT foi diluido em agua destilada estéril
(pH 7.2) de maneira a se obter uma concentragao
final de 0,1%. Dez microlitros (10 uL) dessa solugdo
foram adicionados a cada pogo da microplaca, ap6s
serem submetidos aos tratamentos anteriormente
descritos. Apos 8 horas de incubacdo a 37 °C, a
absorbancia foi medida em leitora de microplaca da
Thermoplate (630 nm).

Grupos experimentais

O experimento consistiu dos seguintes grupos:
Controle (C) - grupos que nao foram submetidos a
nenhum tratamento; Formulagao farmaco fotossensivel
(FFES) - grupos tratados com a Ftalocianina Cloro-
Aluminio (FC-CIALl) anidnica, associada a irradiagao
laser; Formulag@o catidnica farmaco fotossensivel
(FCFFS) - grupos tratados com a Ftalocianina Cloro-
Aluminio (FC-CIALl) com carga positiva, associada a
irradiagdo laser; Controle laser (CL) - grupos tratados
apenas com a irradiagéo laser 35J/cm?.

Procedimentos experimentais

Duzentos microlitros de uma solu¢ao com densidade
optica inicial (DO) de 0.190A (P. aeruginosa) e
1,150A (S. aureus) foi semeado em microplacas de
24 pogos contendo cada um 1,0 mL de caldo Miiller
Hinton. Para analises de absorbancia com MTT, foram
utilizadas microplacas de 96 pocos contendo 180 puL
do mesmo meio de cultura e 20 pL de microrganismos
com mesma turbidez inicial tanto para P. aeruginosa
quanto S. aureus. Ambos os cultivos foram realizados
24 horas antes do inicio dos tratamentos para assegurar
a formagao de biofilme maduro nas amostras.

Grupos submetidos a PACT — Ftalocianina
cloro-Aluminio

Antes da aplica¢do dos farmacos, retirou-se 75% do
meio de cultivo, seguindo-se a aplicagdo ao restante nos
pocos das 2 formulagdes, as quais tiveram um tempo
de 45 minutos de agdo em contato com as amostras,
em meio escuro. Seguiu-se com acréscimo de 10 uL
de MTT aos grupos experimentais das microplacas
de 96 pogos para posterior analise da absorbancia
das amostras pré-lavagem. Para a analise dos grupos
pos-lavagem seguiu-se os mesmos procedimentos
anteriormente descritos, procedendo-se, apos o tempo
de contato dos farmacos com as amostras, a lavagem
dos pogos com tampao PBS, para posterior fotoativagao
laser. Apos 30 minutos de descanso das amostras,
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acrescentou-se 0 MTT para analise de absorbancia.
As microplacas de 24 pogos, ap6s os 30 minutos de
descanso da amostra, foram submetidas a banho de
ultrassom (US) por 10 minutos, visando soltar os
microrganismos aderidos, seguindo-se da inocula¢do
dos residuos (“pellets” bacterianos) em placa de Petri
contendo Miieller Hinton Agar (método da gota), com
posterior contagem das UFC.

Grupos submetidos a terapia laser de baixa
intensidade (LLLT)

A aplicagao da LLLT foi realizada nas amostras de
biofilme maduro de ambos 0s microrganismos apos
a lavagem dos pocos com tampao — PBS, seguida da
aplicacdo delmL (microplaca de 24 pocos) e 180 uL
(microplaca de 96 pocos) de PBS para as irradiagdes
laser — 670 nm, 35J/cm?, 100 mW. Um intervalo de
30 minutos de repouso pos-irradiagdo foi observado
antes da submissao das placas a banho de ultrassom
(US) por 10 minutos, para soltura dos microrganismos
aderidos nas microplacas de 24 pocos, seguido da
inoculagao dos residuos (“pellets” bacterianos) em
placa de Petri contendo Miieller Hinton Agar (método
da gota),com posterior contagem das UFC. Houve
acréscimo de 10 pLL de MTT nos grupos experimentais
das microplacas de 96 pogos apds os 30 minutos de
repouso das amostras, visando posterior analise da
absorbancia das amostras.

Anadlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram comparados
através de analise de variancia (ANOVA) com nivel
de confianga de 95%, utilizando o software Origin
v.8 (Origin Lab Corporation).
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Resultados

As Tabelas 1 a 8 trazem os resultados quantitativos
obtidos apds a realizagdo dos procedimentos
experimentais propostos. A Figura 1 ilustra o aspecto
macroscopico das amostras apos a aplicagdo da
PACT com Ftalocianina cloro — aluminio cationica,
e a Figura 2 traz representado em forma de grafico
de barras, as médias e desvios padrao adquiridas.

Discussao

Durante os procedimentos experimentais em
microplacas de 24 pocos algumas alteragdes nos
biofilmes bacterianos formados no fundo de cada pogo
foram macroscopicamente observadas, apresentando
estes, pontos de descontinuidade mesmo antes de
se ter a fotoativagdo do farmaco em questdo. Tais
alteragdes foram principalmente visualizadas na
formulagdo catidnica.

A Figura 1 mostra os pontos de descontinuidade
nos biofilmes microbianos, observados previamente a
fotoativacdo dos farmacos em questdo. Essas alteragdes
podem ter sido consequéncia de danos a sua estrutura
do biofilme, resultando em uma soltura com posterior
aspiracdo do mesmo durante o processo de lavagem que
antecede a aplicagdo do laser. A causa desse possivel
dano ao biofilme estaria relacionada a ocorréncia de
“poros” resultantes da aplicacdo de uma carga positiva
muito intensa, encontrada na formulacdo cationica.
Vale ressaltar que essas alteragdes macroscopicas
foram visualizadas apenas apds o tempo de aplicacao
de 45 minutos da formulagdo cationica. A formulacdo
contendo apenas o farmaco (FFFS) ndo provocou
alteracdes significativas a olho nu.

P. aeruginosa

S. aureus

Figura 1. Nas fotos da esquerda, grupo experimental com P. aeruginosa, e nas fotos da direita, com S. aureus, as setas apontam para uma
intensa aglutinagdo/granulagdo de ambos biofilmes microbianos apds 45 minutos de contato com a formulagdo FCFFS.

Figure 1. In the pictures on the left, experimental group with P. aeruginosa, and in the pictures on the right, with S. aureus, arrows point to
an intense bonding/granulation of both microbial biofilms after 45 minutes of contact with FCFFS formulations.
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Ap6s a realizagdo das medidas de absorbancia
dos grupos experimentais, calcularam-se as médias
e desvios padrao de cada grupo, comparando-as para
a verificacdo de eventuais diferengas de reducao
microbiana de cada farmaco utilizado.

Nas Tabelas 1 e 2 temos os valores médios de
absorbancia e nimero de UFC dos grupos experimentais
tanto de P. aeruginosa quanto S. aureus. Na Tabela 1
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pode-se observar uma redugio na densidade de células
viaveis principalmente quando se compara o grupo
controle laser (CL) ao grupo que foi fotoativado apos
receber a formulagdo cationica (FCFFS); ja a redugao
observada em relacdo apenas ao uso da Ftalocianina
irradiada com laser (FFFS) ndo foi tdo significativa,
apontando para uma eficacia reduzida dessa substancia
para a inativagdo da P. aeruginosa. Ainda na Tabela 1,

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos grupos experimentais com P. aeruginosairradiados com laser 35]/cm? CL: grupo controle laser; FFFS:
formulagdo com farmaco fotossensivel; FCFFS: formulagdo cationica com farmaco fotossensivel.

Table 1. Mean and standard deviation of the experimental groups with P. aeruginosa irradiated with laser 35J/cm?. CL: laser control group;
FFFS: photosensitive drug formulation; FCFFS: cationic formulation with photosensitive drug.

Grupos P. aeruginosa

Grupos Az;(;lile :lm Desvio padrio LO%I:él;iC;)m L Desvio padrio
CL 0,712 0,07 7,7 0,16
LASER 35 FFFS 0,615 0,08 7,3 0,07
FCFFS 0,231 0,07 6,05 0,07

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos grupos experimentais com S. aureus irradiados com laser 35J/cm? CL: grupo controle laser; FFFS:
formulagdo com farmaco fotossensivel; FCFFS: formulagdo cationica com farmaco fotossensivel.

Table 2. Mean and standard deviation of the experimental groups with S. aureus irradiated with laser 35J/cm’. CL: laser control group;
FFFS: photosensitive drug formulation; FCFFS: cationic formulation with photosensitive drug.

Grupos S. aureus

Grupos Az; (;nne :lla Desvio padrio Lognlljél:;;/)m L Desvio padrio
CL 2,701 0,04 8,3 0,04
LASER 35 FFFS 2,576 0,24 7.8 0,11
FCFFS 1,598 0,27 7,1 0,12

Tabela 3. Média e desvio padrdo dos grupos experimentais pré e pos-lavagem dos pogos da microplaca de 96 pogos com P. aeruginosa. C:
grupo controle; FFFS: formulagdo com farmaco fotossensivel; FCFFS: formulagao cationica com farmaco fotossensivel.

Table 3. Mean and standard deviation of the experimental groups with P. aeruginosa before and after washing the wells of 96-well microplate.
C: control group; FFFS: photosensitive drug formulation; FCFFS: cationic formulation with photosensitive drug.

Grupos P. aeruginosa

C FFFS FCFFS
Abs média a 630 nm (pré-lavagem) 1,335 1,105 1,022
Desvio padrao 0,22 0,14 0,23
Abs média a 630 nm (pos-lavagem) 1,254 0,647 0,415
Desvio padrao 0,10 0,08 0,06

Tabela 4. Média e desvio padrao dos grupos experimentais pré e pos-lavagem dos pogos da microplaca de 96 pogos com S. aureus. C: grupo
controle; FFFS: formulagdo com farmaco fotossensivel; FCFFS: formulagdo cationica com farmaco fotossensivel.
Table 4. Mean and standard deviation of the experimental groups with S. aureus before and after washing the wells of 96-well microplate.
C: control group; FFFS: photosensitive drug formulation; FCFFS: cationic formulation with photosensitive drug.

Grupos S. aureus

C FFFS FCFFS
Abs média a 630 nm (pré-lavagem) 2,553 2,574 1,571
Desvio padrao 0,25 0,24 0,64
Abs média a 630 nm (po6s-lavagem) 2,579 2,584 1,550
Desvio padrao 0,11 0,28 0,12
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Tabela 5. Comparagéo entre os grupos pré e pos-lavagem através
do teste de Fisher - P. aeruginosa.

Table 5. Comparison between the groups pre and post-wash through
the Fisher test - P. aeruginosa.
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Tabela 7. Comparagdo entre os grupos controles pré e pos-lavagem
através do teste de Fisher - S. aureus.

Table 7. Comparison between the groups pre and post-wash through
the Fisher test - S. aureus.

Pés-lavagem

Pés-lavagem

Pré-lavagem C FFFS FCFFS Pré-lavagem C FFFS FCFFS
C 0 1 1 C 0 0 1
FFFS 1 1 1 FFFS 0 0 1
FCFFS 1 1 1 FCFFS 1 1 0

0 — diferenca estatistica ndo significativa. 1 — diferenca estatistica
significativa.

Tabela 6. Comparagéo entre os grupos de laser 35 J/cm? e controle
pos-lavagem através do teste de Fisher - P. aeruginosa.
Table 6. Comparison between laser 35 J/cm’ groups and control
post-wash groups using the Fisher test - P. aeruginosa.

0 — diferenca estatistica ndo significativa. 1 — diferenca estatistica
significativa.

Tabela 8. Comparagéo entre os grupos de laser 35 J/cm?e controle
pos-lavagem através do teste de Fisher - S. aureus.
Table 8. Comparison between laser 35 J/cm’groups and control
post-wash groups using the Fisher test - S. aureus.

Pés-lavagem

Pés-lavagem

LAER 35 C FFFS FCFFS LAER 35 C FFFS FCFFS
C 0 0 S C 0 0 S
FFFS 0 0 S| FFFS 0 0 S
FCFFS 1 1 1 FCFFS 1 1 0

0 — diferenga estatistica ndo significativa. 1 — diferenga estatistica
significativa. ® — auséncia de redugdo de microrganismos em relagdo
a0 grupo pos-lavagem.

em relacao a contagem de UFC, que mostra o nimero
de células ndo apenas viaveis, mas também cultivaveis,
a redugdo observada segue os padrdes obtidos na
medida de absorbancia, onde a substancia mais eficaz,
em relacdo ao grupo controle laser, foi associada a
uma carga catidnica. Este resultado enfatiza mais
uma vez a real vantagem de se utilizar a Ftalocianina
Cloro-Aluminio com carga positiva quando se deseja
uma inativacdo de microrganismos Gram [—] como a
Pseudomonas aeruginosa.

A Tabela 2 mostra os valores obtidos de
absorbancia e contagem do nimero de coldnias
apos aplicagdo dos tratamentos em biofilmes de S.
aureus, tanto com apenas irradiacdo laser quanto com
a Ftalocianina fotoativada. Os resultados apontam para
um comportamento semelhante desse microrganismo
ao obtido com a P. aeruginosa, onde a substancia mais
eficaz para uma agao antimicrobiana foi a formulagao
com carater cationico (FCFFS), mesmo a redugdo
tendo sido menor, menos significativa.

Entre os grupos pré e poés-lavagem (Tabelas 3
e 4), as medidas de absorbancia apontam para uma
reducdo no numero de microrganismos em alguns
grupos experimentais, mostrando uma possivel
interferéncia da metodologia utilizada na PACT
para determinar, mesmo antes da fotoativacao laser,
uma redug¢do na quantidade de microrganismos nas
amostras utilizadas. A Tabela 3 traz os valores obtidos
apos aplicagao dos fotossensibilizadores nos grupos
com P. aeruginosa,onde se pode observar que a
reducdo obtida na densidade de microrganismos apos

0 — diferencga estatistica ndo significativa. 1 — diferenga estatistica
significativa. = - auséncia de redug¢@o de microrganismos em relagdo
a0 grupo pos-lavagem.

a aplicag@o do farmaco, por 45 minutos, seguida de
lavagem dos pogos na preparagdo das amostras para
posterior ativacao laser, foi bastante elevada, sendo
essa redugdo considerada como estatisticamente
significativa (Tabela 5) para os grupos FFFS e FCFFS.
Esses dados, porém, ndo invalidam a técnica para
a realizagdo da PACT/FC-CIAl uma vez que, em
relagdo ao grupo controle, ndo foi observada uma
redugdo significativa (Tabela 5) nos grupos pré e
pos-lavagem. A técnica que envolve a pré-lavagem
das amostras antes da fotoativagdo do farmaco so
seria considerada inadequada caso determinasse,
j& no grupo controle, uma redugdo significativa na
densidade de microrganismos, o que apontaria para
uma ac¢do mecanica de soltura do biofilme. Esses
dados podem indicar uma agdo prévia dos farmacos
utilizados na possivel ocorréncia de danos a estrutura
dos biofilmes de P. aeruginosa, fato esse que causaria
um desprendimento de microrganismos, os quais
teriam sido aspirados durante o processo de lavagem
pré fotoativagdo.

Em relacdo a S. aureus as diferengas estatisticas
significativas ndo foram muito evidentes ao se comparar
os grupos pré e pos-lavagem (Tabela 4). A formulacao
que mais apresentou diferengas relevantes ao se
comparar os subgrupos em questao foi, mais uma vez,
a cationica (Tabela 7). Tais dados permitem deduzir
que, nesse caso, a droga utilizada ndo foi capaz de
determinar a morte das bactérias sem que houvesse
a aplicagdo da luz. As diferengas entre os subgrupos
visualizadas na solugao cationica apontam para uma
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possivel agdo da carga positiva na ruptura do biofilme
com consequente liberacdo dos microrganismos
aderidos a superficie, os quais foram aspirados durante
o processo de lavagem, causando uma reducgao no
nimero de bactérias.

As Tabelas 6 e 8 trazem uma comparagao estatistica
entre os grupos tratados com PACT/FC-CIAl (FFFS
e FCFES) e laser 35J/cm?(C), e os pés-lavagem. Em
relagdo a P. aeruginosa (Tabela 6), apenas o subgrupo
que recebeu a formulagdo catidnica apresentou uma
diferenca estatistica significativa quando comparado aos
subgrupos do grupo pds-lavagem. Quando se comparam
0s 2 subgrupos que receberam a formulagdo cationica
(FCFFS), nota-se que a fotoativagdo determinou uma
redu¢@o ainda maior no nimero de microrganismos,
apontando para uma possivel otimizag¢ao do processo
de eliminacdo bacteriana quando se tem a irradia¢ao
laser do farmaco em questao.

Na Tabela 8, os resultados da comparagio estatistica
entre 0s grupos experimentais com a S. aureus. mostram
um comportamento semelhante ao observado entre
0s grupos experimentais com P. aeruginosa, onde
se obteve uma reducao estatisticamente significativa
apenas nos subgrupos que receberam o farmaco
com carga positiva, quando comparados ao grupo
pos-lavagem. Porém, ao contrario do obtido com
a P, aeruginosa, nao se observa uma reducao ainda
maior na densidade de microrganismos ao se ter a
fotoativagdo da formulagao cationica. Esse dado
aponta para uma eficacia menor desse farmaco para
a eliminacdo de S. aureus.

Na Figura 2 tém-se representado em forma de
grafico, os valores de média e desvio padrao obtidos
através da medida de absorbancia apds aplicagao do
MTT, no final de todo o procedimento experimental

[ Controle (pré-lavagem)
[ Controle (pos-lavagem)

(2] Laser 35J/cm’

(c
(2) FFFS
(3) FCFFS

Absorbancia média (630 nm)

123 123 123

Grupos P. aeruginosa

Absorbancia média (630 nm)

PACT Ftalocianina para inativacao de P, aeruginosa e S. aureus

com a P. aeruginosa. Nele pode-se notar facilmente
uma redugo significativa no numero de microrganismo
nos subgrupos FFFS e FCFFS dos grupos pds-lavagem
e irradiados com laser 35J/cm?, principalmente ap6s
a aplicagdo da PACT com a formulacdo cationica,
na qual se obteve também uma reducao significativa
em relagdo aos grupos controles pré e pos-lavagem.
A reducdo visualizada para o grupo com apenas a
Ftalocianina (FFFS) nao foi tao significativa quanto
a observada no grupo cationico apos a irradiagdo
com laser vermelho, quando se compara ao subgrupo
que recebeu apenas o laser 35J/cm? como tratamento
(subgrupo C do grupo laser 35J/cm?).

Nesta mesma Figura 2, em relagdo ao grupo
pré-lavagem, observa-se também uma leve reducao
no namero de microrganismos nos subgrupos
experimentais apos exposi¢do as drogas, sendo
ela ainda maior no subgrupo que recebeu farmaco
com carga invertida, indicando que ha uma agao
deste ndo apenas para determinar uma soltura do
biofilme bacteriano, mas também para inativar os
microrganismos envolvidos, mesmo antes de se
realizar a lavagem e fotoativagdo das amostras.
Pode-se observar também em relagdo a P. aeruginosa
que, com exce¢ao do grupo controle, a redugdo no
grupo pés-lavagem ¢ maior do que a do grupo pré-
lavagem devido a uma possivel associacdo entre a
morte prévia dos microrganismos com uma eventual
soltura e posterior aspiragao e eliminag@o daquelas
bactérias que permaneceram vivas nos pogos, mesmo
ap0s terem sido expostas aos farmacos por 45 minutos.
Em relagdo aos grupos com laser, percebe-se mais
uma vez maior redug@o ao se associar a fotoativagado
com as formulagdes cationicas. As reducdes obtidas

(2] Controle (pré-lavagem) e
[0 Controle (pos-lavagem) (2) FFFs

3.0 3 Laser 35)en’ (3) FCFFS

| E

2.5 —— SN 35 3%

2.0

1.5

1.0 4

0.5

0.0 .

123 123 12

Grupos S. aereus

Figura 2. Grafico com as médias e desvios padrdo das medidas de absorbancia referente aos grupos experimentais com P. aeruginosae S. aureus.
Figure 2. Graphic with means and standard deviations of absorbance measurements regarding the experimental groups with P. aeruginosa

e S. aureus.
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apenas com a utiliza¢do da Ftalocianina (FFFS)
fotoativada apresentaram uma significancia menor.

Em relagdo aos grupos com S. aureus observa-se,
na Figura 2, um comportamento que difere do obtido
com a P, aeruginosa. Esse microrganismo mostrou uma
sensibilidade menor tanto a PACT/FC-CIAI quanto ao
laser vermelho somente. Nessa figura observa-se que
a unica substancia capaz de determinar uma redugao
significativa no numero de células bacterianas em
todos os grupos foi a formulagao cationica (FCFES),
a qual apresentou também grande eficacia nos grupos
experimentais com P. aeruginosa. Nos subgrupos do
grupo pré-lavagem, nota-se que essa substancia de
carga invertida teve um comportamento semelhante
ao obtido com a Pseudomonas aeruginosa, onde uma
reduc¢do no niimero de bactérias aponta para uma
possivel a¢do bactericida dessa formulagdo mesmo
antes de ser lavada ou fotoativada, por possivelmente
ocasionar a ocorréncia de poros no biofilme em questao,
levando a morte prévia desses microrganismos.

Desta forma, conclui-se que o procedimento de
pré-lavagem da metodologia utilizada na quimioterapia
fotodindmica antimicrobiana (PACT) ndo mostrou ter
interferéncia nos resultados finais dos experimentos.
A reducdo de microrganismos nos grupos pos-
lavagem so foi observada nos grupos experimentais
com a Pseudomonas aeruginosa que receberam os
farmacos, apontando para uma ago da droga, e ndo
da metodologia. Nao houve diferengas estatisticas
significativas entre os grupos experimentais com
Staphylococcus aureus, mesmo com a utilizagdo
das formula¢des com Ftalocianina Cloro-Aluminio.
Foi possivel também observar uma agdo bactericida
das substancias testadas, encorajando a realizagdo
de andlises mais detalhadas para averiguar se esse
resultado se mantém com biofilmes mais maduros e
se ¢ mais eficaz com substancias outras associadas a
Ftalocianina Cloro-Aluminio.”.
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