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EFEITOS DA TERAPIA FOTODINAMICA (PDT) EM SUPERFICIES ACRILICAS
COM BIOFILME

Tiago Falcdo Eubank

RESUMO
Avaliamos o efeito da terapia fotodinamica em superficies de acrilico, como de
préteses dentarias e placas de hawley, contendo células de Candida albicans em
suspensao e em biofilme e interpretada por OCT — Tomografia de Coeréncia
Optica. O biofilme foi formado na superficie de placas de microtitulacdo de 96
pocos de fundo plano, inicialmente incubadas com soro fetal bovino (SFB) e,
posteriormente, com cerca de 5x10° células de C. albicans. Observou-se reducéo
microbiana do blastoporo de C. albicans na PDT apds 6 minutos e principalmente
9 minutos de irradiacdo com poténcia de 100 mW , na concentracdo de Azul de
Metileno a 50 uM e 70 pM. Posteriormente, nas concentracdes de FS 1 mM, 0,5
mM e 0,05 mM, realizamos irradiacBes em biofilme de C. albicans com fluéncias
de 80, 120, 160 J/cm? que resultou em 4, 6 e 8 min. Houve inalteracdo do
contetdo do biofilme apds a irradiacdo com todas as condi¢des testadas. Os
resultados sugerem que a PDT pode ser um importante mecanismo de reducao

fungica em acrilicos e a OCT como técnica de interpretacdo em tempo real.



EFFECTS OF PHOTODYNAMIC THERAPY ON BIOFILM FORMED ON
ACRYLIC SURFACE

Tiago Falcdo Eubank

ABSTRACT

We evaluated the effect of photodynamic therapy in acrylic surfaces, such as
dentures and plates Hawley containing Candida albicans cells in suspension and
in biofilm, and interpreted by OCT — Optical Coherence Tomography. The biofilm
was formed on the surface of 96 wells flat bottomed, initially incubated with fetal
bovine serum (FBS) and then with approximately 5x10° cells of C. albicans. A
microbial reduction of the blastopore form of C. albicans was observed following 6
minutes and 9 minutes of laser irradiation, with output power P=100 mwW
associated with 50 and 70 puM methylene blue. Photosensitizer concentrations
from 0.05 to 1 mM were tested under laser irradiation of 80, 120, 160 J/cm?, which
resulted in fluences of 4, 6 and 8 min. on C. albicans biofilm. There were no killing
effects on biofilm content after irradiation. However, it could be observed on OCT
images that the biofilm structure was unstructured during the irradiation. The
results suggest that PDT can be an important tool to break biofilm structure and it
can reduce cell population in suspensions. In addition, OCT is an advanced
technique to monitor changes on biofilm architecture during antimicrobial tests,

and it can achieve real time data.
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LISTA DE SIGLAS E/OU ABREVIATURAS

cm - Centimetro

AM — Fotossensibilizador Azul de Metileno

FOUSP - Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
g - Gramas

GaAlAs - Arsenieto de Galio-Aluminio

IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
J - Joule

Jlem?

mJ - Mili-Joule

mm - Milimetros

mW - mili-Watt

nm - Nanometro

W - Watts

Wicm?

TPI — tempo de pré irradiacéo



INTRODUCAO

Os Aparelhos Ortoddnticos Removiveis (AOR) sdo do tipo dento-muco-
suportados, e na maioria dos casos, tém a funcdo de ancoragem, suporte,
retencdo e podem ter funcdo ativa. Os AOR sé&o dispositivos destinados a
interferir nas mas oclusdes e, em 1902, C.A. Hawley utilizou o aparelho palatal
removivel, que apresenta acrilico em sua estrutura, com o0 objetivo de conter
dentes previamente movimentados ortodénticamente. Ainda hoje, a placa de
contencdo de Hawley tem esse uso, mas muitas modificacbes foram introduzidas
para transforma-la num aparelho ativo (VELLINI, 2011).

As desarmonias do sistema estomatognatico, quando bem diagnosticados,
podem ser corrigidas com o uso dos AOR e esta correcdo depende de um bom
conhecimento das potencialidades mecanicas, controle de utilizacdes e
conhecimento das limitac6es da técnica de movimentacéo. Portanto o profissional
deve conhecer bem as estruturas anatdbmicas, morfologia, histologia,
neurofisiologia da regido, além de apresentar experiéncia clinica. Um dos desafios
da utilizacdo da Placa de Hawley é a possibilidade de agregacdo de biofilme na
sua estrutura acrilica, o que pode gerar infeccbes bacterianas e fangica, pelo
acumulo e colonizacdo de patégenos que podem colocar em risco a saude do
paciente. Dentre as condi¢fes infecciosas podemos citar a hiperplasia palatal e

gengival, candidiase, halitose e acometimentos sistémicos em pacientes
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imunodeprimidos como HIV/AIDS e submetidos a tratamentos de radioterapia e
quimio-terapicos (NEVILLE, 2009).

O fungo Candida spp., principalmente da espécie C. albicans, encontra-se
em cerca de 60% do hospedeiro humano, como comensal nos tratos digestivo e
vaginal. Logo, a candidose oral é denominacdo dada quando a C. albicans
representa uma infeccdo fungica oportunista na cavidade oral ocasionado por
préteses nao higienizadas e mal adaptadas, resultando em palato eritematoso,
hiperplasia gengival, odor fétido e dor sintomética (ASSAD, 2004).

A Estomatite de dentadura € a forma mais comum de candidose oral, com
incidéncia global de 11-65% em pacientes portadores de protese total. Esta
doenca é caracterizada por diferentes graus de inflamacdo da mucosa. Embora
possa haver comprometimento sistémico, fatores locais também desempenham
um importante papel na etiologia desta doenca, como: o0 aumento da idade da
préotese, trauma de protese, desgaste continuo da prétese e ma higienizagdo. No
entanto, a interface protese-palatal oferece um nicho ecolégico propicio para
colonizacdo fuangica e bacteriana, por causa do ambiente relativamente
anaerobico e acido. Espécies fungicas de Candida spp. tem alta afinidade por
aderir a superficies e colonizar acrilico, como C. glabata, C. dubliniensis, C.
krusei, C. tropicalis e C. albicans, sendo esta Ultima a mais comumente descrita
(MIMA, 2011).

Os tratamentos convencionais para a candidose incluem os derivados
poliénicos como a nistatina, que apresenta comprovada eficacia contra C.
albicans. Este farmaco esta disponivel na forma de suspenséo para bochechos e
pomada, na primeira ao ser deglutida pode causar nausea e vomito; desta forma
a pomada topica é bastante empregada. A anfotericina B, de uso parenteral, € um

derivado poliénico reservado para casos sistémicos graves e possui efeitos
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colaterais como febre, calafrios, nausea, diminuicdo da fungdo renal com
elevacao da concentracdo de uréia e creatinina e reducao dos niveis de potéssio.
(NEVILLE, 20009).

Porém, novas técnicas estdo sendo pesquisadas, como a terapia
fotodindmica (PDT) na qual células-alvo sdo coradas com um fotossensibilizador
(FS) e irradiadas por luz de comprimento de onda ressonante ao FS (GONZALES,
2011). Esse processo fotoquimico gera espécies reativas de oxigénio, como
peréxidos, radicais hidroxila, &nions superéxido e oxigénio singleto, o que resulta
em um método bastante eficaz para eliminar diferentes patdgenos, incluindo
microrganismos resistentes a antimicrobianos. E uma técnica que sugere
aplicacdo in vivo, em infeccdes localizadas, de pouca profundidade. Apresenta
baixo custo, baixa toxicidade comprovada ao azul de metileno, simplicidade de
uso e diminuicéo de probabilidade de recorréncia infecciosa (PEREIRA, 2009).

A Tomografia de Coeréncia Optica € uma técnica eficaz com resposta
uniforme numa zona larga do espectro capaz de interpretar imagens em tempo
real. O seccionamento é semelhante a bidpsia de tecidos biolégicos, comum em
citologia, que é comum referirem OCT como bidpsia 6ptica (ROSA, 2010).

O paradoxo de um biofilme de infec¢des cronicas é que algumas vezes nao
ha resposta a terapia antimicrobiana, mesmo quando causada por patégeno que
nao € resistente ao agente antimicrobiano. A explicacdo simples é que o agente
ndo consegue efetivamente alcancar algumas células in vivo, resultando em
recidiva da infeccdo. Desta forma, um efeito combinado entre agentes
antimicrobianos e terapia fotodinamica resultaria em estratégia eficaz no combate

de patdégenos que permanecem resistentes (VERA, 2011).
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da terapia fotodinamica
antimicrobiana na inativacao de biofilme de C. albicans formado sobre placa de 96

pocos, e comparar, com a inativacao deste fungo em suspensao.
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REVISAO DE LITERATURA

1 - Métodos quimicos de controle de microrganismos

CATAO et al, em 2007 propuseram um estudo para avaliar,
comparativamente, trés substancias empregadas na higienizagdo quimica de
préteses totais. A amostragem constou de 93 préteses provenientes de 54
pacientes portadores de dentaduras dupla ou simples. As pecas foram
submetidas a evidenciacado do biofilme, para posterior imersdo nas substancias
guimicas avaliadas: grupo 1- hipoclorito de sédio a 2,25%, 2- perborato de sédio e
3- clorexidina a 2%, aos quais foram aplicados escores pos-evidenciacao e pos-
higienizacdo para quantificar o biofilme e avaliar a sua remocdo apds cada
meétodo quimico. Estas andlises foram realizadas por dois avaliadores
previamente calibrados, os quais efetuaram um estudo comparativo entre 0s
casos. Concluiu-se que o grupo do hipoclorito obteve maior eficacia na remocao
do biofilme e que nenhum meétodo isolado consegue eliminar todo o biofilme da
superficie das proteses.

A Candida albicans é um organismo comensal e esta presente no ser
humano sem causar infeccdes, coexistindo com o hospedeiro. Pode colonizar o
trato intestinal, oral, vaginal, respiratorio, urindario, sanguineo, além de outras
partes do corpo. (NEVILLE, 2009).

Em 2007, UCAR et al. realizaram um estudo in vitro para avaliar a
efetividade de agentes quimicos na eliminacdo de C. albicans sobre préteses de
dentadura. Os agentes hipoclorito de sodio a 2 %, acido acético a 5 %, peroxidos

alcalinos, gluconato de clorexidina a 0,12 % foram testados e o0s autores
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concluiram que todos os agentes de desinfec¢do foram efetivos na eliminacdo da
C. albicans.

Embora as infec¢bes nas mucosas sejam a forma de doencga mais comum,
as infeccOes sistémicas provocadas por esta levedura aumentaram
particularmente em doentes com o sistema imunolégico comprometido, em
particular doentes infectados com o virus HIV (CHANDRA, 2001).

Em 2007, PIRES et al. reportaram que diversas substancias antisépticas
tém sido utilizadas juntamente aos procedimentos mecanicos rotineiros de higiene
oral, com base em seus efeitos antimicrobianos. Neste estudo avaliou-se, in vitro,
a eficiéncia antimicrobiana de um enxaguatorio bucal contendo Triclosan/Gantrez
e bicarbonato de sodio, em comparacdo a controles positivos e negativos.
Linhagens de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Actinomyces Vviscosus e
Bacillus subtilis foram testadas. Os resultados mostraram que a solucao teste
inibiu o crescimento de microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos da
saliva dos voluntarios, bem como das linhagens padrao.

Para YEVENES et al., 2009 enxaguatdrios contendo clorexidina parecem
ser os mais eficazes agentes quimicos para controle de placa, em uma
concentracdo de 0,12% ou 0,20%. Este estudo teve por objetivo comparar a
eficacia do gel de clorexidina a 0,1% com enxaguatorios contendo 0,12% e
0,05%.

MOREIRA et al. em 2009, avaliaram a atividade antimicrobiana de
antissépticos bucais sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 115442, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e sobre bactérias obtidas de uma amostra de saliva de 10 individuos. Foram
analisados enxaguatérios com 0s seguintes antissépticos: gluconato de

clorexidina a 0,12 por cento; gluconato de clorexidina a 0,2 por cento; cloreto de
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cetilpiridinio com e sem fluor; timol; triclosan com fldor. A técnica utilizada foi por
difusdo em agar, método da placa com orificio, com incubacdo a 37° C em
aerobiose e microaerofilia. ApOs incubacdo, observou-se a presenga ou a
auséncia de halo de inibicdo de crescimento em torno dos orificios. A formacéo de
halo demonstrou atividade antimicrobiana. Nos enxaguatérios com timol e com
fldor associado ao «xilitol, ndo foi evidenciada atividade sobre as bactérias
utilizadas. Os outros enxaguatérios apresentaram eficacia sobre as bactérias,
com excecdo dos que continham cloreto de cetilpiridinio, que ndo apresentaram
atividade sobre Pseudomonas aeruginosa, e do enxaguatério com malva
associada ao fluor e xilitol, sem atividade sobre P. aeruginosa, S. mutans e
bactérias da saliva. Os enxaguatorios com triclosan com fluor, peroxido de
hidrogénio e clorexidina foram os mais efetivos, de acordo com o diametro dos
halos de inibicdo formados e a metodologia utilizada. Este estudo vem a sugerir
gue substancias antissépticas podem constituir-se em opc¢do complementar para
o controle do biofilme dental.

Em 2010, BORGES et al. analisaram 40 placas de Petri com meio de
cultura de agar sangue com seguintes microorganismos: Staphylococus aureus,
Candida albicans, Enterrococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa. Avaliou-se
neste estudo o Periogard, o CEPACOL, Plax Classic e o0 ORAL-B. O Periogard
com alcool e o sem élcool apresentaram os melhores resultados, sugerindo que
0S enxaguatorios sem alcool ndo tém a mesma eficacia antimicrobiana
comparada aos enxaguatorios com alcool.

A nistatina estad disponivel na forma de suspensdo para bochechos e
pomada, na primeira ao ser deglutida pode causar nausea e vomito; dessa forma

gue a pomada topica € bastante empregada (NEVILLE, 2009).
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2-Terapia Fotodinamica

Agentes quimicos antibacterianos sdo cada vez mais usados em regimes
profilaticos e terapéuticos, segundo WILSON, 2004. Bactérias e micrébios podem
ser sensibilizados por um fotossensibilizador como Azul de Metileno (AM), Azul de
Toluidina, Lipopolissacadeo (PLS). A Terapia FotodindAmica é uma abordagem
para doencas periodontais, infeccdes de canais radiculares, doencas cariogénicas
e fangicas.

MAISCH, 2006, relatou os principios fundamentais e aplicacdes clinicas da
Terapia Fotodinamica (PDT). Busca delinear novas aplica¢gdes que podem tornar-
se util no futuro na pratica clinica. O aumento na resisténcia a antibiéticos em todo
o mundo tem impulsionado a pesquisa para o desenvolvimento de novas
estratégias antimicrobianas, doencas cutaneas, infeccdes repetidas, na qual a
terapia fotodinamica tende a ser eficaz em cicatrizacdo de feridas. O uso do
fotossensibilizador e luz como um agente antimicrobiano contra microrganismos
da doenca periodontal deve igualmente constituir um atrativo método de
eliminacdo de bactérias orais. A PDT antimicrobiana pode ser uma opcao
terapéutica alternativa na pratica clinica, dependendo da farmacocinética e o
tempo de iluminacéao.

KONOPKA et al., em 2007 descreveu a funcionalidade da PDT, também
conhecido Terapia Fotodindmica que envolve o0 uso de corante fotoativo
(Fotossensibilizador), que ¢€é ativado pela exposicdo a Iluz de um
comprimento de onda especifico na presenca de oxigénio.

BEVILACQUA et al, em 2007 investigaram o efeito da terapia

fotodinamica (PDT) com azul de toluidina (TBO). O agente sensibilizador
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empregado com a adicdo de um diodo emissor de luz (LED) na viabilidade de
células de Streptococcus mutans, em condicdes ideais e controladas, em uma
cultura plantdnica. Crescimento de Streptococcus mutans é o primeiro passo no
desenvolvimento da cérie dentaria. A PDT tem grande aplicabilidade na,
odontologia, a luz e corantes promovem a morte celular de uma forma néo
invasiva, reduzindo o tempo de tratamento e ganhando em eficiéncia. O LED
utilizado neste estudo tinha poténcia de 116 mW, sua energia foi de 12 J, e
fluéncia de 2,18 cm®. Cem por cento das bactérias foram mortas apés irradiacéo
com LED e TBO. Concluiu-se que a PDT foi eficiente em matar os
microrganismos e evitar a formacao de biofilmes.

PEREIRA et al., em 2009, avaliaram o efeito antimicrobiano da PDT em
biofiimes formados por C. albicans (Gl), S. aureus (GIll) e S. mutans (GllI),
isolados e em associacdes (GIV-VII). Os biofilmes foram formados em discos de
resina acrilica esterilizados imersos em caldo de infusdo com 5% de sacarose,
inoculados com a suspensao microbiana e incubados por 5 dias. Apds o periodo
de incubacéo, os discos foram lavados com solucéo fisioldgica esterilizada para
remover as ceélulas n&o-aderidas. Foram avaliados o0s efeitos do
fotossensibilizador azul de metileno (AM) na concentracdo de 0,1 mg/mL por 5
min. e laser AsGaAl (660 nm) por 98 s. Concluiu-se que a PDT pode ser uma

abordagem util no controle de biofilmes bucais.

3 — Tomografia de Coeréncia Optica OCT

A OCT prevé uma resolucao axial e lateral no ar de 6,0 um. As imagens

geradas tém 1 Mpixel (2000x512) correspondendo a um alcance lateral de 6 mm
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e uma profundidade axial de 1,5 mm, permitindo avaliar a qualidade e a
profundidade atingida pela irradiagéo laser (SANTOS, 2009).

Em 2011, SHARMA realizou uma revisdo de Literatura a respeito da
Terapia Fotodinamica (PDT). Relata a importancia dos estudos em modelos de
ratos, em patdégenos sensiveis a luz e andlise da infec¢ao e tratamento em tempo
real com Tomografia de Coeréncia Optica (OCT).

Em 2010, ROSA descreve o funcionamento da OCT e ilustra a
aplicabilidade do mesmo, principalmente na oftalmologia. Na pratica, os sistemas
OCT sdo um pouco mais complexos que a simples montagem de Michelson,
sendo necessario atender a questdes especificas ligadas a utilizacdo de sistemas
opticos com resposta espectral uniforme numa zona larga do espectro e a
necessidade de adquirir imagens em tempo real. Comum em citologia, referirem

OCT como bidpsia optica de tecidos biologicos.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e cultivo

Os experimentos foram conduzidos com amostras da levedura patogénica
Candida albicans (ATCC90028), gentilmente cedida do estoque do Laboratério de
Leveduras Patogénicas do ICB-USP, e armazenada no laboratério de
Fotoprocessos N&o Térmicos em Biociéncias sob temperatura de -80°C em meio
de cultura liquido com 6% de glicerol.

As células foram crescidas em placas de Petri contendo 6 mL de caldo
Sabouraud (Sb) e novamente incubada (24h a 37°C)

Crescimento de biofilme de C. albicans

O biofilme foi formado na superficie de placas de microtitulacdo de 96
pocos de fundo plano. Os pocos receberam 150uL de soro fetal bovino (SFB) e
foram incubados por 24h a 37°C para formar uma pelicula protéica. Decorrido
este periodo o SFB foi removido e 200uL de meio de cultura caldo Sb contendo
aproximadamente 5x10° células de C. albicans foi adicionado aos pocos. As
placas foram incubadas em estufa & 37°C.

Tabela 1 - PDT em suspensdo de células - Experimento com 0S grupos
irradiados

GRUPOS | SIGLAS

Controle L-FS-

AM L-FS+

L L+FS-

L+ AM L+FS+
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C. albicans crescida em caldo sabouraud (Sb) foi centrifugada e lavada

com solucéo tampéao de fosfato (PBS) com pH ajustado em 7,2 e por fim foram
suspensas em PBS. A transmitancia da suspensao (546nm) foi ajustada a 70%
que corresponde a concentracdo de aproximadamente 1x10° unidades
formadoras de colonias (ufc/mL). A suspensédo foi dividida em 4 grupos
experimentais (Tabela 1): a) Grupo controle sem aplicacdo de laser (L) ou
fotossensibilizador (FS) (L-FS-); b) grupo sem irradiagdo e com AM (L-FS+), ou
seja, tempo de irradiacao igual a 0; c) grupo laser (L+FS-), irradiado por 9min sem
AM; e d) grupo PDT (L+FS+). Este grupo foi subdividido para avaliagdo de
diferentes parametros de irradiacdo, com intensidade constante de 333 mW/cm?
em uma area de 0,3 cm? e variando-se as fluéncias de 60,120,180 J/cm? (Tabela
2), que resultou em 3, 6 e 9 min de irradiagdo. Para tanto foi utilizado um laser de
diodo InGaAl (Photolase 1ll, DMC, Séao Carlos, Brasil) com comprimento de onda

de A=660 nm, de emisséo continua e poténcia ajustada em 100mW.

Tabela 2 - Fluéncias e tempo de irradiacéo

L+ =60J/cm? | 3’
L+=120J/cm?® | ¢’

L+=180J/cm? |9’

Tabela 3 - Concentracdes do AM

AM - 50 uM
AM - 70 uM

A solucdo de azul de metileno foi preparada pela diluicdo do pd (Sigma
Ltda, Poole, UK) em agua destilada na concentracdo de 10 mM. Este estoque foi
fitrado em uma membrana estéril (0,22um, Milipore, Sdo Paulo, Brasil). O

fotossensibilizador foi diluido e adicionado a suspensdo microbiana para
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proporcionar concentragdes finais de 50 e 70 uM (Tabele 3). Sua aplicacao foi
através de pipeta calibrada, sobre a C. albicans, aguardou-se o TPl de 10
minutos, removeu-se cuidadosamente o AM, para posteriormente realizar a

terapia fotodinamica.

Tabela 4 - PDT em biofilme de células

GRUPOS | SIGLAS

Controle L-FS-

AM L-FS+

L L+FS-

L+ AM L+FS+

Quatro grupos experimentais (Tabela 4), compostos por 3 amostras em
cada grupo, foram divididos em: Grupo controle (L-FS-); grupo sem irradiacdo e
com AM (L-FS+), grupo AM (L-FS+), grupo Laser (L+FS-) , grupos submetidos a
PDT (L+FS+). O grupo L+FS+ foi subdividido para avaliacdo de diferentes
parametros de irradiacdo com intensidade constante de 333 mW/cm® em uma
area de 0,3cm? e variando-se as fluéncias de 80, 120, 160 J/cm? (Tabela 5), que
resultou em 4, 6 e 8 min de irradiacdo. A regido da superficie do poco onde o
biofilme foi formado possui area de 0,3cm? e o feixe laser foi ajustado em arranjo
Optico para iluminar toda esta superficie. O biofilme foi incubado com AM em
concentragfes de 50, 500, e 1000 uM (Tabela 6). A concentracdo mais alta foi

testada com tempos de pré-irradiacao (TPI) iguais a 0 e 10 min.
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Tabela 5 - Fluéncias e tempo de irradiacao

L+ =80J/cm? | 4
L+=120J/cm? | ¢’
L+=160J/cm?| 8

Tabela 6 - Concentracdes do AM

AM - 50 pM
AM - 500 pM
AM - 100 uM

Anélise Microbiolégica

Apés a irradiacdo, os pocos contendo tanto biofilme quanto blastéporo
foram desestruturados mecanicamente com o0 movimento de remocao e insercao
200 pL de PBS pH7,2 em cada poco e entdo, aliquotas de 20 uL foram colhidas e
submetidas a diluicdo seriada em placas de microtitulacdo de 96 pocos, para
fornecer concentracdes de 10" a 10™ vezes do original. Cada diluicdo foi
plagueada, em duplicata, em placas de Petri com agar Sb, que foram incubadas
por 24h a 37°C para permitir a formacéo de colénias.

As colbnias foram contadas nas diluicbes pertinentes e o resultado foi
convertido em unidades formadoras de colénia (UFC)/mL para a analise dos

dados.
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Andlise Morfolégica por Tomografia de Coeréncia Optica

Amostras de células de C. albicans em suspensdo foram introduzidas em
placa de petri estéril e fechada, para andlise de leitura Optica durante PDT das
mesmas.

Foi usado no experimento o OCT (OCT930SR, Thorlabs, EUA) com
emissdo em £=930 nm e poténcia de 2 mW , de resolucéo lateral e longitudinal no
ar de 6,2um. Foi feita uma analise morfolégica do experimento com 2000 X 512
pixels, com indice de refracdo de 1,35, pré-irradiacdo de 10 minutos e
posteriormente removido o excesso de Azul de Metileno. O aparelho de coeréncia
Optica emitiu um sinal intenso inicialmente e fez a leitura da mudanca dos indices
de refracdo da agua e do ar, originado pela reflexdo. O indice de refracdo da
profundidade foi de 1,30. Desta forma os dados foram analisados e interpretados
pelo Labview (desenvolvido pelo Prof. Anderson Zanardi de Freitas do Centro de

Lasers e Aplicacdes, IPEN / CNEN-SP).
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RESULTADOS

1 - Crescimento microbiano nos grupos controle

O crescimento das células de C. albicans em suspensao e em biofilme
mostrou-se eficientes. Mantiveram acima de 10° ufc/mL, assegurando uma
importante técnica para futuros estudos in vitro. A irradiacdo com o laser na
auséncia do fotossensibilizador ndo provocou nenhuma alteragdo de morte

celular, como esperado, e também nenhum outro efeito detectavel na metodologia

empregada.

Figura 1- A) placa de 96 pocos utilizada para a formacdo do biofiime; e B)

Biofilme de C. albicans corado com azul de metileno na concentracdo de 1 mM.

O biofilme foi formado na superficie acrilica de placas de microtitulacdo de
96 pocos de fundo plano, contendo inicialmente soro fetal bovino (SFB) e
posteriormente cerca de 5x10° células de C. albicans, permanecendo com
caracteristicas micro e macroscopicas semelhantes em todas as amostras,

assegurando uma andlise e quantificacéo dos resultados obtidos.
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O fotossensibilizador azul de metileno ndo apresentou toxicidade nos

parametros empregados.

Efeito da PDT em suspenséo de C. albicans

A irradiacdo de C. albicans em suspensdo com fotossensibilizador,
promoveu reducdo microbiana nas duas concentracdes testadas, 50 uM e 70 uM.
Com 70 uM nao foi possivel verificar inativagdo até atingir 6 min, porém, nao
foram recuperadas células viaveis apo6s 9 min. Na concentracdo de 50 uM foi
possivel observar uma leve tendéncia de inativacdo apés 3 min, e depois de 6 min
houve 1 log de reducdo. Novamente, apos 9 min foi observada completa

inativacdo das células de C. albicans.

Blastoporos

10°

10°

—
3
£ w —=—50 M
5 —O0—70 uM
10?
10’
10° 4 . , : , . ,
0 3 6 9

Tempo de irradiagéo ( min)

Figura 2 - Inativacao de C. albicans em suspensao com concentracées de 50 uM

e 70 uM. Barras de erros sédo os desvios padrao.
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Biofilme

i J,—/J%
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1
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O 10°
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10 —=— 1 mM TPI 10 min
. —Oo—1mM TPI 0 min
100 ] I ] v I ! I

0 2 4 6 8

Tempo de irradiagdo ( min)

Figura 3 — Fracdo de sobrevivéncia de C. albicans em biofilme com tempo de pré-
irradiacdo de 10 minutos e 0 minuto, ambos com concentracdo de 1 mM. Ha
aumento de células apos o tempo de irradiacéo de 6 minutos.

A terapia fotodindmica, nas condi¢cfes testadas com 1 mM e dentro
dos limites da metodologia empregada, ndo promoveu inativacdo das células
fungicas organizadas em biofilme. Mesmo depois de 8 min. de irradiacdo, nenhum
efeito pode ser observado (figura 3).

As células submetidas a PDT com fotossensibilizador AM a 0,05mM e
0,5mM, e TPI de 10 minutos nao foram inativadas. Neste experimento nenhuma

reducao microbiana ocorreu apés 8 min. de irradiacao.
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Figura 4 — Agcédo da PDT sobre o numero de células de C. albicans em biofilme
com concentragdes de 0,05 mM e 0,5 mM de Azul de Metileno. Os dados
representam a contagem media e as barras sdo o desvio padrdo. Observa-se

aumento do namero de células apds 6 minutos.

Tomografia por coeréncia Optica

Foi possivel obter imagens estruturais do biofilme por tomografia por
coeréncia optica. Na figura 5 podemos observar imagens antes, durante e apos a
irradiacdo. Observe que a estrutura do biofilme foi alterada e o indice de refracéo

se altera com o tempo de irradiacao.
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Figura 5 — Imagem obtida por de Tomografia de Coeréncia Optica de biofilme
durante o processo de PDT em onde: A) Biofilme integro e sem realizacdo de
PDT, B) desorganizacdo do biofilme apos 4 min. de irradiacdo e C) biofilme

desorganizado apos 8 min. de irradiacdo. A barra representa 150 pm.

Nas imagens analisadas por Tomografia de Coeréncia Optica, foi identificada
inicialmente a estrutura do biofilme sem alteracdo estrutural com os limites bem
definidos e organizados. Apos o periodo de irradiacdo de 4 minutos, evidencia-se
a perda da organizacdo da membrana celular da C. albicans, bem provavel pelo
inicio da terapia fotodinAmica. Aos 8 minutos, a PDT torna-se mais efetiva tem-se

a desorganizacao do biofilme.
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DISCUSSOES

A candidose bucal pode afetar a qualidade de vida e dificultar a
alimentacdo devido a presenca de sangramento, exsudacdo, sensacdo de
gueimacdo, dor, halitose, gosto desagradavel e secura da boca. Além disso, a
infeccdo por Candida spp. € de dificil controle, devido a sua natureza multifatorial
e ao pequeno numero de drogas disponiveis para seu tratamento (MAEKAWA,
2010).

Biofilme s&o estruturas microbianas caracterizadas por células sésseis que
estdo ligadas as superficies naturais ou abibticas e incorporada numa matriz de
substancia polimérica extracelular, tais como glicoproteinas e polissacarideos, e
seu desenvolvimento em estudos in vitru é viavel e utilizado em diversos estudos
(GONZALES, 2011). O crescimento acentuado de células de C. albicans apos
periodo de PDT, sugere-se alteracdo de técnica durante metodologia.

Os antimicrobianos auxiliam a remocéo quimica do biofilme, porém o uso
prolongado de tais agentes pode levar a selecdo de espécies resistentes. A
estrutura do biofilme e as caracteristicas das células que o constituem conferem
resisténcia aos agentes antimicrobianos. Desta forma, vé-se a necessidade de se
desenvolver tratamentos alternativos com potente atividade antimicrobiana,
capazes de interferir no desenvolvimento do biofilme (ZAMBRANA, 2009). O uso
combinado de agente antimicrobiano e PDT podem ser sugeridos para
tratamentos adversos.

O tempo de pré-irradiacdo corresponde ao tempo decorrido entre a
aplicacdo do fotossensibilizador no alvo e a ativacdo por luz. E um ponto critico
para o sucesso da PDT, uma vez que, se o fotossensibilizador ndo estiver
proximo ao alvo, sua ativacdo pela luz ird resultar na formacdo de espécies

toxicas em local ndo desejado. A morfologia microbiana pode variar com as
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espécies, causando diferencas na localizacdo do fotossensibilizador. O tempo
necessario para absorcdo do corante antes da iluminacdo € importante para o
sucesso na PDT. Nas aplicagbes da PDT antimicrobiana, espera-se que o corante
se una ao microrganismo ou chegue a ultrapassar a barreira da membrana celular
e neste periodo o fotossensibilizador ndo sofra degradacao antes da ativacao pela
fonte de luz (AMARAL, 2010). Logo, a insercao e remo¢ao do AM devem ser com
muita cautela.

O fotossensibilizador azul de metileno tem acdo antimicrobiana quando
adequadamente irradiado e pode promover a fotoinativacdo de microrganismos
(PRATES, et al., 2009; SUZUKI, et al., 2009). Porém, em contato com o biofilme
pode desencadear um comportamento de dimerizacdo, que muda as
propriedades Opticas deste FS e pode reduzir sua capacidade de
fotossensibilizacdo por desativacdo de estados excitados, quando irradiado em
660nm (USACHEVA, 2003 a e b). Desta forma que neste estudo, diferentes
parametros foram testados para identificacdo do melhor resultado.

Varias possibilidades de reducdo microbiana podem ser usadas como,
agentes quimicos, antimicrobianos, acdo mecanica e terapia fotodinamica.
Podendo neste dltimo, resultar numa desorganizacdo do biofilme, e desta forma
auxiliar no tratamento antimicrobiano, assim como na acdo mecanica da
escovacao dental (UCAR, 2007).

A educacdo em saude tem como objetivo maior causar uma mudanca de
atitude do paciente em relacdo aos habitos com a saude bucal, que é alcancada
através da criacdo ou mudanca de percepc¢ao do paciente. A motivacdo humana é
muito complexa e esta baseada numa combinacdo de expectativas, ideais, e

atitudes que mantém e regulam o comportamento de higiene. Um fundamento
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basico de controle de placa dental, e subsequiente biofilme bucal (DITTERICH,

2007)
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CONCLUSOES

A PDT em células de C. albicans organizadas em biofilme mostrou-se
ineficaz nos parametros testados. No entanto, a terapia deste fungo em
suspensao mostrou-se eficiente.

Embora nao ter sido observado a inativagédo das células em biofilme, a PDT
promoveu a desorganizacéo desta estrutura.

A OCT mostra-se importante técnica para identificacdo em tempo real das

alteracdes que a terapia promove em biofilme.
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