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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Odontológicas 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

OTIMIZANDO O EFEITO ANTIMICROBIANO DA TERAPIA FOTODINÂMICA COM 
FOTOSSENSIBILIZADORES FENOTIAZÍNICOS PELA ADIÇÃO DE ETANOL OU 

CARREADOR DE OXIGÊNIO 
AUTORA: EMILIA PITHAN PROCHNOW 

ORIENTADORA: KARLA ZANINI KANTORSKI 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de Agosto de 2014. 

 

 Formulações de Azul de Metileno (AM) e Azul de Toluidina (AT) contendo 

etanol ou carreador de oxigênio foram avaliadas quanto ao efeito antimicrobiano em 

biofilmes de Pseudomonas aeruginosa. Formulações fotoativadas continham os 

fotossensibilizados (Fs) (250 μM) diluídos em água tamponada (pH 5,6 - acetato de 

sódio/ácido acético), etanol 10% (tampão:álcool etílico 90:10), etanol 20% 

(tampão:álcool etílico 80:20) e emulsão com perfluordecaleno, tampão e triton-X100 

(60:35:5). Biofilmes sem tratamento e expostos ao tampão, etanol 10% e 20% sem 

fotoativação foram avaliados como controles. A produção de oxigênio singleto dos 

Fs foi mensurada por meio da foto-oxidação do 1,3-difenilisobenzofuran. Os dados 

de foto-oxidação e UFC (log10) foram avaliados por One-Way ANOVA e post hoc 

Tukey e Dunnett, respectivamente. Teste t-Student avaliou diferenças entre os Fs na 

mesma formulação. AM apresentou maior produção do oxigênio-singleto. Tampão 

ou etanol 10% não tiveram efeito antimicrobiano. Etanol 20% reduziu 

signficativamente a viabilidade bacteriana (1,2 log10, P=0,009). As menores médias 

de UFC log10 foram observadas com AM e etanol 10% (P=0,052; redução de 2,18 

log10) e 20% (P=0,053; redução de 2,18 log10). Reduções microbianas do AM e AT 

em água foram de 1,13 log10 e 1,10 log10, respectivamente. Com o carredor as 

reduções foram de 1,74 e 1,70 para AM e AT, respectivamente. Formulações de AM 

contendo etanol são comparáveis a alguns antibióticos no tratamento de biofilmes de 

P. aeruginosa in vitro. 

 

Palavras-chave: Azul de metileno. Azul de toluidina. Biofilme. Laser. Doença 
periodontal. Terapia fotodinâmica antimicrobiana. 
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ABSTRACT 
 

Masters Dissertation 
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OPTIMIZING THE EFFECT OF ANTIMICROBIAL THERAPY PHOTODYNAMIC 
WITH PHENOTHIAZINE PHOTOSENSITIZERS BY ADDITION OF ETHANOL OR 

OXYGEN CARRIER 
AUTHOR: EMILIA PITHAN PROCHNOW 

TUTOR: KARLA ZANINI KANTORSKI 
Date and Local of Defense: Santa Maria, 2014, August 27. 

 

 Formulations of Methylene Blue (MB) and toluidine blue (TB) with ethanol or 

oxygen carrier were evaluated for antimicrobial effect on Pseudomonas aeruginosa 

biofilms. Formulations photoactivated had photosensitizers (Ps) (250 μM) diluted in 

PBS (pH 5.6 - sodium acetate / acetic acid), 10% ethanol (buffer:ethanol 90:10), 20% 

ethanol (buffer:ethanol 80:20) and perfluordecalin emulsion, buffer and triton-X100 

(60: 35: 5). The controls were biofilms untreated and without photoactivation. The 

production of singlet oxygen was measured by photo-oxidation of 1,3-

difenilisobenzofuran.The data of photo-oxidation and CFU (log10) were evaluated by 

One-Way ANOVA and post hoc Tukey and Dunnett, respectively. Student t-test 

assessed differences between the Ps in the same formulation. MB showed higher 

singlet-oxygen production. Buffer or etanol 10% hadn´t antimicrobial effect. Ethanol 

20% reduced the bacterial viability (1.2 log10, p = 0.009). The lower mean CFU were 

observed with MB and ethanol 10% (P = 0.052; reduction of 2.18 log10) and 20% (P = 

0.053; reduction of 2.18 log10). Microbial reductions in water MB and TB were 1.13 

log10 and 1.10 log10, respectively. With carredor reductions were 1.74 and 1.70 for 

MB and TB, respectively. MB formulations containing ethanol are comparable to 

some antibiotics in treating P. aeruginosa biofilms in vitro. 

 
Key-words: Methylene blue. Toluidine blue. Biofilm. Periodontitis. Periodontal 
disease. Photodynamic therapy. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A periodontite é uma doença de natureza infecto inflamatória que acomete os 

tecidos que sustentam os dentes. O processo etiopatogênico tem como fator 

etiológico primário o biofilme bacteriano aderido as superfícies dentárias, e 

interagindo com um hospedeiro suscetível (PAGE; KORNMAN, 1997). Como 

consequência, ocorre destruição dos tecidos periodontais de suporte ao longo do 

tempo, resultando na perda do elemento dentário. As periodontites são altamente 

prevalentes entre indivíduos adultos tanto em países desenvolvidos (ALBANDAR; 

BRUNELLE; KINGMAN, 1999), como em países em desenvolvimento (SUSIN et 

al.,2004) tendo importante impacto na qualidade de vida das pessoas (AL-HARTHI 

et al., 2013). 

O tratamento padrão-ouro das doenças periodontais consiste na 

desorganização mecânica do biofilme, por meio de raspagem e alisamento radicular 

(COOB, 2002). Com este tratamento, as superfícies dentárias tornam-se 

biocompatíveis ocorrendo resolução do processo inflamatório e cicatrização tecidual. 

Estudos longitudinais tem demonstrado que esta modalidade de tratamento 

associada com um programa periódico de controle do biofilme permitem a 

estabilidade dos níveis de inserção periodontal e a manutenção dos dentes ao longo 

dos anos (AXELSSON et al., 2004; CHECCHI et al., 2002; FARDAL et al., 2004).  

Contudo, em algumas situações, a efetividade do tratamento pode ser 

limitada por características anatômicas que dificultam a adequada descontaminação 

das superfícies radiculares (WENNSTRÖM; DAHLÉN; RAMBERG, 2011). A carga 

bacteriana remanescente pode impedir o processo de cicatrização (ALWAELI; AL-

KHATEEB; AL-SADI, 2013).  

Nestas situações clínicas, o uso de antimicrobianos vem sendo proposto 

(SLOTS et al., 2004). Dentre as estratégias antimicrobianas utilizadas no tratamento 

das periodontites estão os antibióticos e a terapia fotodinâmica antimicrobiana 

(TFDa).  

Em duas revisões sistemáticas com metanálise, Sgolastra et al. (2012a, 

2012b) verificaram diferenças estatisticamente significantes a favor da raspagem e 

alisamento radicular associada ao uso de antibióticos sistêmicos em comparação ao 

tratamento mecânico somente. O ganho de inserção clínica foi de 0,21mm (IC 95%, 
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0,02-0,4) e de 0,42mm (IC 95%, 0,23-0,61) maior com a terapia combinada nas 

periodontites crônicas e agressivas, respectivamente. 

Devemos considerar que antibióticos administrados sistemicamente podem 

apresentar repercussões também sistêmicas, como infecções oportunistas em 

outros sítios e reações de hipersensibilidade. Além disso, o desenvolvimento de 

resistência de bactérias patogênicas é um problema emergente, consequência do 

grande volume de prescrições, das prescrições inadequadas, e da falta de adesão 

dos pacientes em seguir integralmente o regime de tratamento. Bactérias 

multiplicam-se rapidamente, e aquelas que sofrem mutação na presença de 

antibióticos para favorecer sua sobrevivência, podem tornar-se predominantes na 

população microbiana (CASSELL; MEKALANOS, 2001; HAMBLIN; HASAN, 2004; 

YOSHIKAWA, 2002). Assim, o benefício clínico do uso de antibióticos sistêmicos no 

tratamento das periodontites e os possíveis eventos adversos decorrentes do seu 

uso devem ser considerados na tomada de decisão.  

 A TFDa tem sido considerada uma alternativa para o tratamento de infecções 

localizadas apresentando baixa probabilidade de desenvolver resistência bacteriana 

(GOULART et al., 2010; HAMBLIN; HASAN, 2004; MAISCH, 2007; WAINWRIGHT et 

al., 1997)  

A TFDa consiste na aplicação de um fármaco fotossensível, conhecido como 

fotossensibilizador (Fs) que é ativado por luz com comprimento de onda adequado. 

Uma vez ativado na presença de oxigênio molecular, o Fs gera espécies de oxigênio 

citotóxicas capazes de danificar componentes celulares como membranas (STARK, 

2005), proteínas (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004) e ácidos nucleicos 

(RAVANAT et al., 2000) resultando em morte celular (SOUKOS; GOODSON, 2011). 

Decorrida a fotoativação, o Fs absorve energia passando do seu estado 

fundamental para o estado singleto de alta energia. Nesta forma, o Fs pode perder 

energia na forma de fluorescência ou calor, voltando ao seu estado fundamental; ou 

pode passar ao estado tripleto, menos energético, porém mais estável. O Fs no 

estado tripleto, pode sofrer dois tipos de reações (Figura 1). Na reação tipo I, o Fs 

reage diretamente com um substrato, como bactérias ou moléculas do meio, 

produzindo radicais livres e superóxido. Na reação tipo II, o Fs reage com oxigênio 

molecular formando oxigênio singleto (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; 

MAISCH, 2007). Os produtos gerados a partir das reações tipo I e II, são citotóxicos, 

mas o oxigênio singleto tem sido considerado o principal responsável pelo efeito 
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antimicrobiano da TFDa (GEORGE; KISHEN, 2007; MEISEL; KOCHER, 2005; 

WAINWRIGHT et al., 1998). As reações tipo I e tipo II podem ocorrer 

simultaneamente, e a razão entre elas depende da concentração de substrato e 

oxigênio, e do tipo de Fs utilizado (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).  

 

 

 

 

Figura 1- Reações tipo I e tipo II na TFDa (adaptado de SOUKOS; GOODSON, 2011). PS- 
fotossensibilizador. 

 

 

Mais de quatrocentos compostos são conhecidos com propriedades 

fotossensibilizantes incluindo corantes, medicamentos, cosméticos, produtos 

químicos e substâncias naturais (SANTAMARIA; PRINO, 1972; ZHOU; ZHAO, 

2012).  

Um Fs ideal deve possuir alto rendimento quântico de oxigênio singleto, alta 

afinidade de ligação aos microrganismos, amplo espectro de ação, baixa afinidade 

de ligação as células teciduais, baixa probabilidade do desenvolvimento de 

resistência bacteriana, mínimo risco de promover processos mutagênicos, e baixa 

toxicidade (JORI et al., 2006). O comprimento de onda capaz de ativar o Fs deve 

estar situado na janela terapêutica (entre 600 e 800 nm), pois bandas de absorção 

em comprimentos de onda mais curtos, menores que 600 nm, possuem menor 

penetração tecidual e são mais prováveis de causar fotossensibilidade. Por outro 

lado, bandas de absorção em altos comprimentos de onda, maiores que 800 nm, 

não permitirão que os fótons tenham energia suficiente para o estado tripleto do Fs 

transferir energia ao oxigênio molecular (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). 
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Em comprimentos de onda acima de 1200 nm, ocorre intensa absorção por 

moléculas de água inviabilizando o processo (SIBATA; COLUSSI; OLEINICK, 2000). 

 Os Fs derivados das fenotiazinas, como o azul de metileno (AM) e o azul de 

toluidina (AT), possuem estruturas químicas similares, compostas de um sistema de 

anel aromático tricíclico planar (Figura 2). A carga positiva das suas moléculas 

favorece a interação com as paredes celulares bacterianas carregadas 

negativamente (WAINWRIGHT, 2003), induzindo dano localizado e possibilitando 

penetração intracelular (MERCHAT et al., 1996). Ambos, AM e AT, são considerados 

hidrofílicos. Contudo, o AT é menos hidrofílico que o AM o que parece favorecer 

mais a sua interação com componentes da parede celular. O AM, por ser mais 

hidrofílico, tem a passagem pelos canais proteína-porina da membrana externa 

bacteriana facilitada, os quais são preenchidos por água (USACHEVA; TEICHERT; 

BIEL, 2001). Os espectros de absorção são similares entre os azuis, 

aproximadamente 660 nm e 630 nm para o AM e AT, respectivamente (ROLIM et al., 

2012), dentro da janela terapêutica.  

 

 

  

 
Figura 2 – Estrutura molecular do AM e do AT (RAGÀS et al., 2010). 

 

 

 

 AM e AT são considerados agentes fotodinâmicos membrana-destrutivos. 

Eles se ligam aos polifosfatos da membrana externa de bactérias e produzem danos 

a lipídeos e proteínas. Portanto, sua reatividade com a membrana bacteriana 

deveria aumentar com sua hidrofobicidade. Assim, o AT por ser menos hidrofílico 

que o AM seria um Fs de membrana mais efetivo. Bhatti et al. (1998) verificaram que 

86,7% do AT aplicado ligou-se a parede celular de Porphyromonas gingivalis, 

enquanto 5,4% ligou-se a membrana plasmática, e somente 7,9% penetrou no 

citoplasma. Por outro lado, o AM tem demonstrado danificar o DNA bacteriano 

intercalando-se com a estrutura do ácido nucleico, especialmente em regiões ricas 
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em guanina-citosina, levando a uma quebra de cadeia e degradação oxidativa das 

bases via oxigênio singleto (WAINWRIGHT, 2000, 2002). Adicionalmente, entre os 

componentes celulares, o AM acumula-se preferencialmente na mitocôndria, visto 

que este corante é atraído pelo ambiente eletroquímico negativo da matriz 

mitocondrial (SEVERINO et al., 2003). Assim, o mecanismo pelo qual o efeito 

antimicrobiano da TFDa ocorre depende da forma como o Fs interage com a 

membrana externa bacteriana ou se tem capacidade de atravessá-la interagindo 

com estruturas intracelulares (USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2001). Comparações 

do efeito antimicrobiano da TFDa utlizando AM versus AT estão disponíveis em 

culturas planctônicas de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Nestes 

estudos, o AT foi mais efetivo na redução da viabilidade bacteriana do que o AM 

(ROLIM et al., 2012; USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2001). 

A literatura demonstra que bactérias Gram-positivas apresentam maior 

suscetibilidade a TFDa do que bactérias Gram-negativas (USACHEVA; TEICHERT; 

BIEL, 2001; WAINWRIGHT, 1998). A membrana externa destas é composta por 

lipopolissacarídeos (LPS) e canais de porina que atuam como barreira, realizando 

uma eficiente e seletiva difusão de substâncias para o espaço intracelular. Esta 

característica torna as bactérias Gram-negativas mais resistentes à ação 

fotodinâmica de alguns Fs, a menos que a permeabilidade de sua membrana 

externa seja modificada (NITZAN et al., 1992).  

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, aeróbia, 

amplamente encontrada na natureza. É um patógeno oportunista que se multiplica 

facilmente em pacientes imunocomprometidos, sendo responsável por infecções 

hospitalares (BALASUBRAMANIAN et al., 2013). P. aeruginosa tem se tornado 

resistente a certos antibióticos, complicando o tratamento das infecções pela 

habilidade em formar biofilmes (SHARMA et al. 2014). O mecanismo acontece por 

processos de mutação, os quais alteram a expressão e função dos cromossomas; e 

pela aquisição de genes resistentes por elemento genéticos móveis, como 

plasmídeos (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009).  

 Em formas planctônicas, periodontopatógenos como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e 

Prevotella intermedia foram susctíveis a TFDa utilizando como Fs AM (CHAN; LAI, 

2003) e AT (BHATTI et al., 1998; QIN et al., 2008). Redução microbiana também tem 

sido observada quando os microrganismos bucais estão presentes em biofilmes 
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mono- ou multi-espécies tanto na utilização de AM (DUTRA et al., 2013; FONTANA 

et al., 2009; GEORGE; KISHEN, 2007) como de AT (O’NEILL; HOPE; WILSON, 

2002; RIOS et al., 2011). 

 Em modelos de periodontite experimental em animais, o uso coadjuvante da 

TFDa à raspagem e alisamento radicular tem demonstrado benefícios adicionais em 

comparação ao tratamento mecânico somente. Esses achados tem sido observados 

como menor perda óssea na região de furca (ALMEIDA et al., 2008; CARVALHO et 

al., 2011; FERNANDES et al., 2010; GARCIA et al., 2013a, 2013b). Em ratos, 

quando a TFDa foi realizada utilizando AT versus AM, nenhuma diferença entre os 

Fs foi observada com relação a perda óssea (GARCIA et al., 2013b). Entretanto, os 

autores observaram que a concentração mais baixa de ambos os Fs, AM e AT (100 

μg/mL) resultou em melhor efeito do que concentração mais elevada (10 mg/mL). 

Em ensaios clínicos randomizados, os resultados parecem convergir para 

efeitos adicionais com a utilização da terapia combinada (raspagem e alisamento 

radicular associado com TFDa) (ALWAELI; AL-KHATEEB; AL-SADI, 2013; GE et al., 

2011). Ensaios clínicos randomizados compararam o efeito de raspagem e 

alisamento radicular versus raspagem associada com TFDa. Alguns estudos 

utilizaram como Fs o AM (BALATA et al., 2013; CAMPOS et al., 2013; GE et al., 

2011; GIANELLI et al. 2012), enquanto outros utilizaram o AT (BASSIR et al., 2013; 

POURABBAS et al., 2014; RÜHLING et al., 2010; THEODORO et al., 2012). Alguns 

autores apontaram vantagens para a terapia combinada em termos de redução de 

profundidade de sondagem, ganho de inserção clínica e redução de sangramento a 

sondagem (CAMPOS et al., 2013; GE et al., 2011; GIANELLI et al., 2012; 

THEODORO et al., 2012). Em recente metanálise, SGOLASTRA et al. (2013) 

verificaram que apesar de diferenças estatísticas significantes a favor da terapia 

combinada quanto a redução de profundidade de sondagem (média de 0,19 mm, IC 

95% 0,07-0,31) e ganho de inserção clínica (média 0,37 mm, IC 95% 0,26-0,47), os 

benefícios clínicos foram considerados de pequena magnitude. Assim, a TFDa como 

coadjuvante ao tratamento periodontal não deve ser indicada (SGOLASTRA et al., 

2013). 

 Os ensaios clínicos randomizados que avaliaram a TFDa no tratamento das 

periodontites utilizaram como Fs o AM ou AT diluído em água. Há evidências de que 

esta formulação resulta em limitada produção de oxigênio singleto associada com 
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curta meia vida (MEISEL; KOCHER, 2005) e baixo potencial de difusão do mesmo 

(OCHSNER et al., 1997).  

O efeito antimicrobiano do Fs pode ocorrer pela produção de quantidade 

suficiente de oxigênio singleto próximo a membrana externa das bactérias, de 

maneira que este possa se difundir para o interior celular produzindo danos letais 

(DAHL et al., 1987, 1989).  Como consequência, o Fs deve estar em íntimo contato 

com a célula-alvo para que o oxigênio singleto gerado possa exercer seu efeito 

antimicrobiano, visto que apresenta pequena distância de difusão (20 nm) e curta 

meia-vida de duração (MEISEL; KOCHER, 2005; OCHSNER et al., 1997). 

Entretanto, o solvente utilizado na formulação do Fs pode modificar a meia-vida do 

oxigênio singleto, sendo consideravelmente maior em etanol (20 µs) do que em água 

(4 µs) (MEISEL, KOECHER, 2005). 

 George & Kishen (2007), demonstraram que a inclusão de um solvente 

menos polar do que a água, como o etanol por exemplo, aumentou o efeito 

antimicrobiano da TFDa frente a biofilmes de Enterococcus faecalis e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Dutra et al. (2013) demonstraram que a 

produção de espécies reativas de oxigênio oriundas da reação tipo I e tipo II foi 

maior em formulação de AM contendo etanol em comparação a água somente. 

Esses achados foram atribuídos a maior produção de oxigênio singleto e aumento 

da sua meia vida (20 µs), e a menor agregação molecular do AM na presença de 

etanol. 

Severino e colaboradores (2003) demostraram que as características 

fotofísicas e fotoquímicas do AM são moduladas pela quantidade e o tipo de dímero 

formado, atuando na competição pelo estado excitado tripleto do Fs entre 

transferências eletrônicas (Fs-Substrato) e energéticas (Fs-Oxigênio). As moléculas 

na forma de dímeros apresentam menor efetividade na captação de energia (PATIL 

et al., 2002), atuando predominantemente nas reações envolvendo trocas 

eletrônicas com o substrato (reação tipo I), com menor produção de oxigênio 

singleto (reação tipo II). Assim, tendo em vista que o oxigênio singleto é o 

componente citotóxico da TFDa, uma formulação que estabilize a porção 

monomérica é preferível para fins terapêuticos (GEORGE; KISHEN, 2007). 

 No biofilme dental, existem áreas com diferentes gradientes de oxigênio, 

inclusive de anaerobiose (STEWART; FRANKLIN, 2008), onde o efeito 

antimicrobiano da TFDa pode ser comprometido. Deste modo, há necessidade da 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stewart%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18264116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franklin%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18264116
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presença de oxigênio molecular para que o efeito antimicrobiano ocorra e o oxigênio 

singleto seja gerado na reação. Essa limitação foi demonstrada por George & Kishen 

(2008), pela utilização de uma substância carreadora de oxigênio 

(perfluorodecaleno) na formulação do Fs durante a TFDa com o intuito de aumentar 

a disponibilidade de oxigênio e facilitar a propagação de luz durante a irradiação, 

aumentando assim, a foto-oxidação e a produção de oxigênio singleto, e 

consequentemente o efeito fotodinâmico.  

 O uso de perfluorocarbonos (PFC), como, por exemplo, perfluorodecalenos foi 

proposto como carreador de oxigênio em 1966 (CLARK; GOLAN,1966). Tais 

substâncias podem dissolver grande volume de gases respiratórios como oxigênio e 

gás carbônico. Eles são imiscíveis em solução aquosa, devendo ser emulsificados 

para uso biológico, aumentando a concentração de oxigênio dentro dos 

microrganismos. A estabilidade dos PFC em soluções aquosas depende da 

temperatura e de dois mecanismos de ação, coalescência e difusão molecular 

(FREIRE et al., 2005). 

 Assim, nosso objetivo foi avaliar as propriedades fotoquímicas e 

antimicrobianas de formulações contendo AM ou AT diluídos em etanol (10% e 20%) 

e propriedades antimicrobianas de emulsões contendo carreador de oxigênio. Nossa 

hipótese conceitual é de que as formulações contendo fotossensibilizador azul de 

toluidina e emulsões contendo carreador de oxigênio apresentarão melhores 

propriedades. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1  Objetivo geral 

 

 

 Avaliar as propriedades antimicrobianas dos fotossensibilizadores Azul de 

Metileno e Azul de Toluidina em formulações contendo etanol a 10% e 20%, ou 

carreador de oxigênio em biofilmes de P. aeruginosa in vitro. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

 Avaliar a produção de oxigênio singleto pelo AM e AT nas formulações 

contendo etanol por meio de reações fotoquímicas; 

 Avaliar o efeito fotodinâmico antimicrobiano do AM e AT nas diferentes 

formulações em biofilmes de P. aeruginosa in vitro. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

 

3 ARTIGO 

 

Carreador de oxigênio ou etanol potencializando o efeito 

fotodinâmico antimicrobiano de fenotiazínicos em 

biofilmes de Pseudomonas aeruginosa.  

Emilia Pithan Prochnow¹, Maritieli Righi Martins¹, Cibele Bruno 

Campagnolo1, Marcos Antonio Villetti2, Roberto Christ Vianna3, Karla Zanini 

Kantorski*1
 

 

1. Programa de Pós-Graduação em Ciências Odontológicas, Universidade Federal 

de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. 

Endereço: Rua Marechal Floriano Peixoto 1184, 97015-372, Santa Maria/RS, Brasil.  

2. Programa de Pós-Graduação em Química, Universidade Federal de Santa Maria, 

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. 

Endereço: Avenida Roraima 1000, 97105-900, Santa Maria/RS, Brasil.  

3. Programa de Pós-Graduação em Nanociências, Centro Universitário Franciscano, 

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brail. 

 

Endereço: Rua dos Andradas 1614, 97010-491, Santa Maria/RS, Brasil.  

 

 
 
 
*Autor correspondente: kzkantorski@hotmail.com (Karla Zanini Kantorski) 

mailto:kzkantorski@hotmail.com


23 

 

RESUMO 

 

Formulações de Azul de Metileno (AM) e Azul de Toluidina (AT) contendo etanol ou 

carreador de oxigênio foram avaliadas quanto ao efeito antimicrobiano em biofilmes 

de Pseudomonas aeruginosa. Formulações fotoativadas continham os 

fotossensibilizados (Fs) (250 μM) diluídos em água tamponada (pH 5,6 - acetato de 

sódio/ácido acético), etanol 10% (tampão:álcool etílico 90:10), etanol 20% 

(tampão:álcool etílico 80:20) e emulsão com perfluordecaleno, tampão e triton-X100 

(60:35:5). Biofilmes sem tratamento e expostos ao tampão, etanol 10% e 20% sem 

fotoativação foram avaliados como controles. A produção de oxigênio-singleto dos 

Fs foi mensurada por meio da foto-oxidação do 1,3-difenilisobenzofuran. Os dados 

de foto-oxidação e UFC (log10) foram avaliados por One-Way ANOVA e post hoc 

Tukey e Dunnett, respectivamente. Teste t-Student avaliou diferenças entre os Fs na 

mesma formulação. AM apresentou maior produção do oxigênio singleto. Tampão 

ou etanol 10% não tiveram efeito antimicrobiano. Etanol 20% reduziu 

signficativamente a viabilidade bacteriana (1,2 log10, P=0,009). As menores médias 

de UFC log10 foram observadas com AM e etanol 10% (P=0,052; redução de 2,18 

log10) e 20% (P=0,053; redução de 2,18 log10). Reduções microbianas do AM e AT 

em água foram de 1,13 log10 e 1,10 log10, respectivamente. Com o carredor as 

reduções foram de 1,74 e 1,70 para AM e AT, respectivamente. Formulações de AM 

contendo etanol são comparáveis a alguns antibióticos no tratamento de biofilmes de 

P. aeruginosa in vitro. 

 

 

Palavras-chave: Azul de metileno. Azul de toluidina. Biofilme. Laser. Doença 
periodontal. Terapia fotodinâmica antimicrobiana. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A periodontite é uma doença de natureza infecto inflamatória que 

acomete os tecidos que sustentam os dentes (1) podendo resultar na perda do 

elemento dentario. As periodontites são altamente prevalentes entre indivíduos 

adultos em países desenvolvidos (2), e em países em desenvolvimento (3) tendo 

importante impacto na qualidade de vida das pessoas (4). 

O tratamento padrão-ouro das doenças periodontais consiste na 

desorganização mecânica do biofilme por meio de raspagem e alisamento radicular 

(5). Em algumas situações, as características anatômicas dificultam a adequada 

descontaminação mecânica (6) e o uso coadjuvante de antibióticos tem sido 

proposto (7). O benefício clínico desta associação (8,9) e considerações sobre 

reações adversas e desenvolvimento de resistência bacteriana (10-12) tem colocado 

em discussão o uso de antibióticos para o tratamento das periodontites. A terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) vem sendo proposta para o tratamento de 

infecções localizadas apresentando baixa probabilidade de desenvolver resistência 

bacteriana (11,13-15). 

Diversos ensaios clínicos randomizados compararam o tratamento mecânico 

versus tratamento mecânico associado com a TFDa sobre a resolução da 

inflamação e cicatrização dos tecidos periodontais (16-23). Em recente metanálise, 

SGOLASTRA et al. (2013) (24) verificaram que apesar de diferenças estatísticas 

significantes a favor da terapia combinada quanto a redução de profundidade de 

sondagem (média de 0,19 mm, IC 95% 0,07-0,31) e ganho de inserção clínica 

(média 0,37 mm, IC 95% 0,26-0,47), os benefícios clínicos foram considerados de 

pequena magnitude.  
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Nosso estudo se propõe a estudar os mesmos fotossensibilizadores utilizados 

nos estudos clínicos supracitados (azul de metileno e azul de toluidina) por serem 

hidrosolúveis, com carga positiva, e por apresentaram intensa absorção dentro da 

janela terapêutica (25), sendo seguros para uso clínico. Entretanto, nós testamos 

alterações na formulação com objetivo de aumentar o efeito antimicrobiano.  

A adição de etanol na formulação pode resultar em aumento da produção 

(26,27), meia vida (28), e potencial de difusão (29) do oxigênio singleto. Este é 

considerado o principal produto antimicrobiano gerado na reação fotodinâmica 

devido a sua alta atividade oxidativa (28-30). A adição de um carreador de oxigênio 

pode aumentar a disponibilidade deste em áreas de baixo gradiente de oxigênio ou 

de anaerobiose comuns nos biofilmes (31), o que pode potencializar o efeito 

antimicrobiano (32). 

 A literatura demonstra que bactérias Gram-negativas apresentam menor 

susceptibilidade a TFDa do que bactérias Gram-positivas (30,33). Pseudomonas 

aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, oportunista que se multiplica facilmente 

em pacientes imunocomprometidos, sendo grande responsável por infecções 

hospitalares (34). O mecanismo de resistência desta bactéria, acontece por 

processos de mutação, os quais alteram a expressão e função dos cromossomas; e 

pela aquisição de genes resistentes por elementos genéticos móveis, como 

plasmídeos (35). 

 Nosso objetivo foi avaliar a TFDa em biofilmes de P. aeruginosa, utilizando 

formulações contendo AM ou AT diluídos em etanol (10% e 20%) e emulsões 

contendo carreador de oxigênio. Nossa hipótese conceitual é de que a formulação 

contendo AT e carreador de oxigênio apresentará o melhor efeito antimicrobiano. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Preparo das formulações: Os Fs utilizados foram azul de metileno e azul de 

toluidina (Sigma Aldrich®, São Paulo, SP, Brasil).  

As soluções foram preparadas utilizando água ultrapura (milliQ) e álcool 

etílico (Cromoline®, Diadema, SP, Brasil). Para o preparo das soluções tamponadas 

a 5,6 foram utilizados ácido acético (Vetec®) e acetato de sódio (Proquímios®, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil). Perfluorodecalin (Acros Organics®, Nova Jersey, EUA) foi 

utilizado como carreador de oxigênio, e triton-X100 (Sigma Aldrich®) foi utilizado 

como surfactante no preparo das emulsões. 

O pH das soluções foi ajustado com o auxílio de pHmetro DM-20 (Digimed®, 

São Paulo, SP, Brasil), soluções de ácido clorídrico e hidróxido de sódio (Vetec®) 

foram utilizadas para alcançar o pH desejado. 

 

Formulações: As formulações foram denominadas conforme o Fs e o solvente: 

Tampão, tampão 5,6 (acetato de sódio/ácido acético); AM/água, AM diluído em 

tampão; AM/etanol10%, AM diluído em uma mistura de tampão e álcool etílico 

(90:10); AM/etanol20%, AM diluído em uma mistura de tampão e álcool etílico 

(80:20); AM/carreador, AM em uma emulsão de perfluorodecaleno:tampão:triton-

X100 (60:35:5); AT/água, AM diluído em tampão; AT/etanol10%, AM diluído em 

uma mistura de tampão e álcool etílico (90:10); AT/etanol20%, AM diluído em uma 

mistura de tampão e álcool etílico (80:20); AT/carreador, AT em uma emulsão de 

perfluorodecaleno:tampão:triton-X100 (60:35:5). 

 

Caracterização fotoquímica 
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Mensuração da produção de oxigênio singleto por 1,3-difenilisobenzofuran 

(DPBF): A produção de oxigênio singleto pelo AM e pelo AT nas diferentes 

formulações foi mensurada por meio da foto-oxidação do 1,3-difenilisobenzofuran 

(DPBF) (Sigma Aldrich®), sensível aos produtos resultantes da reação tipo II. 

Soluções contendo DPBF (75 µM) e AM (2,5 µM) e, soluções com DPBF (75 

µM) e AT (2,5 µM) foram colocadas em uma cubeta de quartzo e os espectros de 

absorbância avaliados por espectrofotômetro UV/Vis (Varian Cary 50 Bio) a 

temperatura de 25ºC. Após a obtenção da varredura inicial, a formulação foi 

submetida a irradiações com laser de diodo de baixa potência (TheraLase – DMC, 

São Carlos, SP, Brasil), com potência útil do emissor de 30 mW por até 30 segundos 

(com intervalos de 1 segundo até 10 segundos, e 2 segundos até os 30 segundos). 

A taxa de oxigênio singleto produzido pelo AM e pelo AT foi avaliada pelo 

decréscimo na intensidade de absorbância em 415 nm em função do tempo de 

irradiação. As avaliações foram realizadas em triplicata.  

 

 Efeito antimicrobiano do AM e AT nas diferentes formulações em biofilme in 

vitro: Biofilmes de cepa padrão de Pseudomonas aeruginosa PA01, bactéria Gram-

negativa, foram produzidos. Uma suspensão padronizada contendo 107 células/mL 

de microrganismo foi obtida com espectrofotômetro (Instrutherm, UV-1000A, São 

Paulo, SP, Brasil). Parâmetro de densidade óptica de 1 (DO600) foi utilizado. 

 

Formação dos biofilmes in vitro: Espécimes de acrílico com 8 mm de diâmetro 

foram colocados em placas de 24 poços (TPP, Suíça). 2 mL de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI, Himedia Laboratories PVT. LTDA., Mumbai, Índia) acrescido de 5% de 



28 

 

sacarose foi pipetado em cada poço. Os espécimes submersos em BHI foram 

inoculados com 100 μL de suspensão microbiana padronizada (107 células/mL) e 

incubados em agitador orbital (Novatecnica, Modelo NT712, Piracicaba, SP, Brasil) 

com 75 rpm a 37ºC por 5 dias. O caldo foi substituído a cada 24 horas. Decorrido o 

período de incubação, os espécimes foram lavados com 2 mL de solução salina 

tamponada com fosfato (PBS), com objetivo de remover as células não aderidas. 

 

Inativação fotodinâmica dos biofilmes: O efeito antimicrobiano foi avaliado em 

formulações com foto-ativação (AM/água, AM/etanol 10%, AM/etanol 20%,  

AM/carreador, AT/água, AT/etanol 10%, AT/etanol 20%, AT/carreador) e em 3 

formulações controles sem foto-ativação (tampão, etanol 10%, etanol 20%). Como 

controle negativo biofilme sem qualquer tratamento foi utilizado. 

 Após a lavagem com solução salina, os espécimes foram transferidos para 

novas placas de 24 poços e imersos em 1 mL de Fs (250 μM) nas diferentes 

formulações. 

 Nos grupos sem foto-ativação, a solução do Fs foi mantida em contato com o 

biofilme durante 15 minutos. Nos grupos com fotoativação, a solução do Fs foi 

mantida em contato com o biofilme durante 5 minutos sem aplicação de luz (período 

de incubação) e após, os biofilmes foram irradiados com laser diodo de baixa 

potência com comprimento de onda de 660 nm, modo de emissão contínua, 

potência útil de 30 mW, energia de 20 J e densidade de energia de 40 J/cm2, 

durante 10 minutos.  

 Após, cada espécime contendo o biofilme foi colocado em tubo falcon 

contendo 10 mL de solução salina e colocado sob agitação em um vórtex (VELP 

Scientifica, 12dc) com potência de 15 W durante 30 segundos. Da solução 
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homogeneizada (100), diluições decimais (10-3 e 10-4) foram realizadas. Alíquotas de 

100 μL de cada diluição foram semeadas em placas de Petri contendo ágar 

MacConkey (Himedia Laboratories PVT. Ltda., Mumbai, Índia). As placas foram 

incubadas a 37ºC por 48 horas. Após esse período, um examinador cego para os 

grupos experimentais realizou a contagem das colônias formadas nas placas e o 

cálculo de unidades formadoras de colônias (UFC) por mL de suspensão (UFC/mL). 

Cinco espécimes por formulação foram utilizados. O experimento foi realizado 

em triplicata. 

 

 Análise estatística: Dados dos ensaios fotoquímicos e de UFC (log10) foram 

expressos em média e desvio-padrão. Diferenças entre grupos foram avaliadas por 

meio do teste de variância One-Way ANOVA e teste post hoc Tukey para ensaios 

fotoquímicos e post hoc Dunnett para UFC(log10). Diferenças entre os tipos de 

fotossensibilizadores na mesma formulação foram avaliadas pelo teste t-Student. 

Nível de significância de 5% foi utilizado em todas as avaliações. 

 

RESULTADOS 

 

Mensuração da produção de oxigênio singleto por 1,3-difenilisobenzofuran 

(DPBF) 

 Os coeficientes de atividade fotodinâmica gerados pela foto-oxidação do DPBF (36) 

sensível ao oxigênio singleto estão apresentados na Tabela 1.  

O Fs AM apresentou maior produção do oxigênio singleto, independente do solvente 

utilizado quando comparado ao AT. A inclusão do etanol nas formulações não 

resultou em aumento significativo da produção de oxigênio singleto.  
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 Nas Figuras 1 e 2, podemos observar o decaimento de absorbância do DPBF 

(75 μM) com AM (2,5 μM) na formulação AM/etanol 10%; e do DPBF (75 μM) com 

AT (2,5 μM) na formulação AT/água após consecutivas irradiações, 

respectivamente. O comportamento demonstrado nas Figuras 1 e 2, representam o 

comportamento de todas as formulações avaliadas.  

Os valores médios das constantes cinéticas (s-1) de decomposição do DPBF 

nas diferentes formulações estão representados graficamente na Figura 3 e 4, para 

as formulações com AM e AT, respectivamente. 

 

Inativação fotodinâmica dos biofilmes in vitro  

Os resultados de UFC/mL (log10) e desvio padrão para as formulações sem 

fotoativação estão apresentados nas Tabelas 2. Nenhum efeito antimicrobiano foi 

observado com a solução tampão ou com etanol 10%. Com etanol 20%, houve 

redução microbiana significante (aproximadamente 1,2 log10, P=0,009) em relação 

ao controle (ausência de tratamento).  

Os valores médios de UFC log10 e desvio padrão nas formulações submetidas 

a fotoativação estão apresentados na Tabela 3. Nenhuma das formulações 

apresentou redução microbiana significante em relação ao grupo controle. As 

menores médias de UFC log10 foram observadas nas formulações contendo AM e 

etanol. Embora a redução microbiana não tenha sido estatisticamente significante 

em relação ao grupo controle, os valores de P foram de 0,052 e 0,053 para 

etanol/10% e etanol/20%, respectivamente. Nas formulações com carredor de 

oxigênio, as reduções foram de 1,74 log10 (P=0,144) e 1,70 log10 (P=0,077) para AM 

e AT, respectivamente. 
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O comportamento antimicrobiano do AM e AT diluídos em água ou na 

emulsão com carreador de oxigênio foram similares. Por outro lado, o AM pareceu 

ser mais sensível a inclusão do etanol na sua formulação, apresentando menores 

valores médios de UFC log10 em comparação ao AT, embora a significância 

estatística não tenha sido detectada. 

 

DISCUSSÃO 

 

Nossos resultados não demonstraram diferença estatística no efeito 

antimicrobiano sobre biofilmes de P. aeruginosa entre AM e AT, independente da 

formulação empregada. Portanto, nossa hipótese inicial, de que a TFDa utilizando 

AT e carreador de oxigênio apresentaria o maior efeito antimicrobiano não foi 

confirmada. 

Com a utilização do carreador de oxigênio, AM e AT apresentaram redução 

microbiana 1,74 log10 e 1,70 log10, respectivamente. O carreador de oxigênio 

promove oxigênio no meio, aumentando o potencial de foto-oxidação e a geração de 

oxigênio singleto (32). Entretanto, essa propriedade não resultou em significante 

redução microbiana.  

 Nós verificamos que etanol 20% apresentou efeito antimicrobiano o que 

confirma resultados obtidos por Peters et al. (2003) (37). Esses autores verificaram 

que etanol em concentrações igual ou maior a 20% pode inibir o crescimento de 

biofilmes mono-espécie, enquanto que em concentrações maiores do que 30% esse 

efeito é observado em biofimes multi-espécies. O mecanismo pelo qual o etanol 

exerce ação antimicrobiana envolve danos à membrana bacteriana e rápida 

desnaturação de proteínas levando à lise celular (38). 
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Quando etanol 20% foi utilizado na TFDa com AM e AT, a redução 

microbiana média aumentou em 0,9 log10 e 0,2 log10 em comparação ao etanol 20% 

sem foto-ativação, respectivamente, no entanto não houve diferença 

estatisticamente significante. Assim, esse efeito adicional pode ser atribuído aos 

produtos gerados a partir das reações tipo I e II do mecanismo fotodinâmico.  

A inclusão do etanol nas formulações resultou em redução microbiana média 

de 2,18 log10 e 2,16 log10 para AM/etanol 10% e AM/etanol 20%, respectivamente. 

Com o AT a redução microbiana média foi menor, cerca de 0,58 log10 e 1,10 log10, 

respectivamente. Esses resultados apontam que as formulações com AM foram 

mais sensíveis a inclusão do etanol. A produção de oxigênio singleto com AM e 

etanol, independente da concentração, foi significativamente maior do que a do AT. 

Portanto, essa maior redução média do AM em etanol pode ser atribuída a maior 

produção do oxigênio singleto, que é considerado o principal responsável pela ação 

antimicrobiana da terapia fotodinâmica (26,28,30).  

Outro aspecto que devemos considerar, é o quanto a inclusão do etanol nas 

formulações pode otimizar o efeito antimicrobiano em comparação aos Fs diluídos 

somente em água. Nesse caso, a redução microbiana média foi de 1,13 log10, 2,18 

log10, e 2,16 log10 quando o AM foi diluído em água, etanol 10% e etanol 20%, 

respectivamente. Esses resultados demonstram que a adição do etanol promove 

uma redução de cerca de 1 log10 em relação somente ao uso somente da água na 

solução. Esse comportamento pode ser atribuído a menor agregação molecular do 

AM em etanol, resultando em maior proporção de monômeros em relação a dímeros 

(26,27). Dímeros apresentam menor efetividade na captação de energia (39-41), 

atuando predominantemente nas reações envolvendo trocas eletrônicas com o 

substrato (reação tipo I), com menor produção de oxigênio singleto (reação tipo II). 



33 

 

Assim, uma formulação que estabilize a porção monomérica é preferível para fins 

terapêuticos (26). Outro aspecto refere-se ao aumento da meia vida do oxigênio 

singleto gerado na presença de etanol, aproximadamente 5 vezes maior em 

comparação ao produzido na presença de água (28). Isso pode proporcionar maior 

tempo para a interação do Fs com as células microbianas.  

O comportamento do AM e AT quando diluídos em água foi semelhante no 

que tange ao efeito antimicrobiano, apesar do AM ter produzido signficativamente 

mais oxigênio singleto. Assim, outros fatores podem estar associados com a ação 

antimicrobiana, como a produção de EROs, que podem ter importante papel na ação 

antimicrobiana da terapia fotodinâmica em áreas com baixa disponibilidade de 

oxigênio ou anaerobiose. Usacheva et al., em 2001 (33) observaram maior efeito 

antimicrobiano da TFDa com o AT e em menores concentrações em comparação ao 

AM. Contudo os microrgansimos, incluindo P. aruginosa, estavam na sua forma 

planctônica. Em biofilmes, P. aeruginosa pode exibir uma resistência aos 

antimicrobianos 1000 vezes maior do que em cultura planctônica (42). Este 

microrganismo pode expressar variações fenotípicas transitórias associadas com 

sua habilidade de formar biofilme permitindo aumentar sua resitência aos 

antimicrobianos in vivo e in vitro (43). Portanto, é plausível que o efeito do AM e do 

AT em biofilmes de P. aeruginosa seja diferente do observado em culturas 

planctônicas.   

Uma limitação do nosso estudo foi o poder estatístico. Nós não conseguimos 

identificar diferença estatística em relação ao efeito antimicrobiano em qualquer 

formulação. Yu et al. 2012 (44), verificaram que aztreonam reduziu cerca de 1 log10 a 

viabilidade celular de biofilmes de P. aeruginosa formados sobre células epiteliais. 

Por outro lado, trombamicina foi mais efetiva com reduções maiores que 4 log10. Em 
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recente estudo, Elkahtib & Noreddin (2014) (45), observaram que em biofilmes de P. 

aeruginosa, 8 vezes a concentração inibitória mínima de ciprofloxacina e, 4 vezes a 

de claritromicina foram necessárias para uma redução microbiana de 2,2 log10 e 2,8 

log10, respectivamente. Nós verificamos uma redução de 2,18 log10, e 2,16 log10 

quando o AM foi diluído em etanol 10% e etanol 20%, respectivamente. Ainda 

devemos considerar, que Elkahtib & Noreddin (2014) (45) avaliaram um biofilme de 

24 horas, enquanto nós avaliamos um biofilme de 5 dias. Esse fator tempo é 

importante, visto que a literatura demonstra que biofilmes com maior tempo de 

formação apresentam maior resistência aos antimicrobianos (46,47). Assim, efeito 

semelhante ao obtido com antibióticos em altas concentrações pode ser obtido com 

a TFDa utilizando AM diluído em etanol. Como vantagens ressalta-se que a TFDa 

não apresenta risco ao desenvolvimento de bactérias resistentes (11,13-15) e não 

resulta em efeitos colaterais em outros sítios do organismo (13).  

Conclui-se que o efeito fotodinâmico antimicrobiano pode ser otimizado 

utilizando fotossensibilizadores estabelecidos pela sua segurança clínica, mas 

alterando-se o solvente. Modelos microbianos mais complexos devem ser utilizados 

para suportar os achados iniciais do presente estudo.  
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Tabelas 

 
Tabela 1. Coeficiente de atividade fotodinâmica nas diferentes formulações através 
da foto-oxidação do DPBF. 

Grupos AT AM p 

Água 0,044 α 0,104 * 0,00 

Etanol 10% 0,067 β 0,113 * 0,00 

Etanol 20% 0,062 α,β 0,114 * 0,00 

Linhas: teste t-Student. 

Colunas: teste One-way ANOVA e post hoc Tukey entre formulações com mesmo pH. 

Símbolos diferentes representam diferença estatística (P<0,05). Símbolos iguais 

representam igualdade estatística (P≥0,05). 

 
 
Tabela 2. Média UFC/ml (log10) e desvio padrão de P. aeruginosa após exposição as 

formulações sem fotoativação. 

 P. aeruginosa (média ± dp) 

Controle 6,60 (± 0,44) 

Tampão 6,22 (± 0,30) 

Etanol 10% 6,00 (± 0,72) 

Etanol 20% 5,33 (± 0,45)* 

Coluna:Teste One-Way ANOVA e post hoc Dunnett. *Representa diferença estatística em 
relação ao grupo controle (P<0.05). 
 
 
Tabela 3. Média UFC/ml (log10) e desvio padrão de P. aeruginosa após terapia 
fotodinâmica antimicrobiana com diferentes formulações. 

 AM AT p 

Controle 6,60 (± 0,44)  

Água 5,47 (± 0,61) 5,50 (± 0,37) 0,93 

Etanol 10% 4,42 (± 1,97) 6,01 (± 0,57) 0,12 

Etanol 20% 4,44 (± 1,96) 5,10 (± 2,30) 0,63 

Carreador 4,86  (± 0,50) 4,90 (± 0,29) 0,86 

Linha: Teste t-Student.  
Coluna: Teste One-Way ANOVA e post hoc Dunnett. *Representa diferença estatística em 
relação ao grupo controle (P<0.05). 
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Figuras 
 

 
Figura 1. Decaimento de absorbância do DPBF (75 μM) com AM (2,5 μM). 
 
 

 
Figura 2. Decaimento de absorbância do DPBF (75 μM) com AT (2,5 μM). 
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Figura 3. Cinética de decomposição fotolítica do DPBF (k=s-1) com AM em função do 
tempo (s). 
 

 
Figura 4. Cinética de decomposição fotolítica do DPBF (k=s-1) com AT em função do 
tempo (s). 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Nosso estudo não demonstrou diferença estatística no efeito 

antimicrobiano sobre biofilmes de P. aeruginosa entre AM e AT, independente da 

formulação empregada. A utilização do carreador de oxigênio e etanol em 

formulações contendo AM e AT apresentou redução microbiana, porém sem 

diferença estatística significante.  

O efeito fotodinâmico antimicrobiano pode ser otimizado utilizando 

fotossensibilizadores estabelecidos pela sua segurança clínica, mas alterando-se o 

solvente. No entanto, modelos microbianos mais complexos devem ser utilizados 

para suportar os achados iniciais do presente estudo.  
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Figure legends: Significant experimental details can be given, avoiding repetition of the text. Symbols and 

abbreviations in legends must agree with those in figures. Abbreviations must also agree with those in the text. 

Define error bars in figure legends. 
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