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INATIVACAO FOTODINAMICA DE BIOFILMES DE Candida albicans
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Resumo- O biofilme é constituido por uma comunidade diversificada de microrganismos aderida sobre
superficies sélidas. Na cavidade bucal, a presenca de biofiime constitui o primeiro passo para o
desenvolvimento de carie dentaria e doenga periodontal, o que torna necessario a avaliagdo da eficacia de
novas alternativas, como a terapia fotodindmica (TFD), para promover a sua eliminacdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a acdo da TFD no desenvolvimento de biofilmes formados in vitro por C. albicans. Os
biofilmes foram formados em discos de resina acrilica esterilizados, colocados em placas de 24 pogos, com
2 mL de caldo BHI sacarosado, incubadas a 37°C por cinco dias. Apds este periodo foi avaliada a agédo do
fotossensibilizador azul de metileno (AM) e aplicacdo do laser AsGaAl, isoladamente e em conjunto,
seguido da semeadura de aliquotas em diluicdo a base de 10 em agar Sabouraud dextrose, e incubacéo a
37°C/48h. As UFC/mL foram transformadas em Log, e os resultados analisados estatisticamente. O AM
juntamente com o laser AsGaAl promoveu reducdo de 1,04 Log em relacdo ao grupo controle, com
estatistica significante (p < 0,05), demonstrando a acéo antifingica da TFD em biofilmes de C albicans.
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Introducéo

Biofilmes s&o formados por comunidades
heterogéneas de microrganismos, que se
acumulam em superficies, organizadas
tridimensionalmente, e embebidas em uma matriz
extracelular de polimeros (MARSH, 2004). Os
biofilmes apresentam caracteristica de
desenvolvimento e tracos fenotipicos Unicos,
gquando comparados com as mesmas células
crescidas em culturas planctbnicas, os que o0s
tornam mais resistentes a agentes antimicrobianos
e fatores imunes do hospedeiro (DAVEY E
O'TOOLE, 2000).

Candida albicans € um microrganismo
comensal, isolado com freqiiéncia da cavidade
bucal de individuos saudaveis. As diferentes
formas de candidose bucal, superficial ou
sistémica, sdo frequentemente associadas a
biofilmes formados por C. albicans. (RAMAGE et
al.,, 2005). Essas leveduras tém sido isoladas de
biofilmes dentarios (NIKAWA et al., 2003), o que
demonstrando que o0s mesmos podem estar
correlacionados no desenvolvimento de caries e
na patogénese de doencas periodontais
(JARVENSIVU et al. 2004).

Os antimicrobianos auxiliam a remocéao
guimica do biofilme, porém o uso prolongado de
tais agentes pode levar a selecdo de espécies
resistentes (MORAN et al., 1992). Além disso, os
microrganismos inseridos em biofilmes podem ser
10 a 1000 vezes mais resistentes aos agentes
antimicrobianos quando comparados aos seus

similares planctdnicos (ZANIN et al., 2006).
Existem relatos de biofimes formados por C.
albicans que sao resistentes a uma variedade de
antifingicos, incluindo anfotericina B e fluconazol
(CHANDRA et al., 2001).

Frente as limitagcbes dos métodos mecénicos
de remocdao, e do decréscimo da susceptibilidade
de microrganismos em biofilmes aos
antimicrobianos convencionais, a avaliacdo da
eficacia de novas alternativas como a Terapia
Fotodindmica (TFD), torna-se de interesse
cientifico. A TFD é baseada nos chamados
fotossensibilizadores que sdo ativados por baixas
doses de luz visivel, com comprimento de onda
apropriado, gerando espécies reativas de
oxigénio, como o oxigénio singleto, e superéxidos
Estes produtos séo citotoxicos para a célula alvo,
causando desordens na parede celular e danos no
DNA (MACHADO, 2000; ROMANOVA et al,
2003), levando a morte do microrganismo.
Adicionalmente, a TFD apresenta efeitos
colaterais minimos, auséncia de reacgles
sistémicas, baixo custo e ndo leva a selecdo de
cepas resistentes (GARCEZ et al., 2003). Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
eficacia da TFD em biofilmes formados, in vitro,
sobre resina acrilica por cepa padrdo de C.
albicans.

Metodologia

Para obtencdo da supensdo fungica cepas
padrao de C. albicans (ATCC 18804), foram
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semeadas em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA), e
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apés
este periodo, colbnias flngicas foram suspensas
em solucao fisiolégica esterilizada (NaCl 0,9%), e
ajustada em espectrofotobmetro (B 582, Micronal,
Sao Paulo, Brasil), até obtencdo de uma
suspensao padronizada contendo 10 células/mL.
Os parametros de densidade Optica e
comprimento de onda foram 0,284 e 530 nm,
respectivamente.

Os corpos-de-prova constituidos de discos de
resina acrilica incolor (Classico, Sao Paulo, Brasil),
foram esterilizados radiacdo gama (cobalto 60)
com dosagem de 20 kGy por 6 horas (Embrarad,
Sdo Paulo, Brasil). Posteriormente, foram
colocados, com o auxilio de pinga estéril, na
primeira fileira de placas de 24 pocos (Costar
Corning, New York, EUA) com 2 mL do caldo de
infusdo de cérebro coragcdo- BHI (Brain Heart
Infusion, Difco, Detroit, USA), acrescido de 5% de
sacarose (p/v). Cada poco da placa contendo um
corpo-de-prova e o caldo BHI foi inoculado com
100 pL da suspenséao flngica. As placas foram
mantidas incubadas em estufa a 37°C por cinco
dias para formacéo dos biofilmes.

ApOs o periodo de incubagdo, os corpos-de-
prova foram transferidos para os pocos da
segunda fileira contendo 2 mL de solucéo
fisiologica esterilizada, e as placas foram agitadas
por 5 minutos em agitador orbital (Solab,
Piracicaba, Brasil). Este processo de lavagem foi
realizado duas vezes, a fim de remover as células
gue nao ficaram aderidas aos corpos-de-prova.

No processo de TFD foi utilizado um laser de
baixa poténcia de Arseneto de Galio Aluminio-
AsGaAl- (Photon lase Ill, DMC Equipamentos, Sao
Carlos, Brasil), seguindo o protocolo apresentado
no quadro 1.

Quadro 1: Protocolo utilizado para irradiagcdo com
laser AsGaAl.

Comprimento de onda 660 nm
Densidade de energia 10,42 J/cm®
Energia 9,8J
Poténcia 100 mW
Area irradiada 0,94 cm®
Tempo 98 s

O po6 de azul de metileno (Munchen, Germany),
utilizado como fotossensibilizador, foi dissolvido
em solucdo salina esteriizada a uma
concentracao de 0,1 mg/mL, seguido de filtracéo
em membrana de acetato de celulose estéril, com
poros de 0,22 um de diametro (Millipore).

Os corpos-de—prova foram  distribuidos
aleatoriamente em  grupos  experimentais,
conforme quadro 2.
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Quadro 2 — Distribuicdo dos grupos de acordo com
a fotossensibilizacdo por azul de metileno (AM) e
aplicacdo do laser AsGaAl.

Grupos | Fotossensibilizador Laser
(n=10) AM AsGaAl
L+F+ Sim Sim
L+F- Nao Sim
L-F+ Sim Nao
L-F- N&ao Nao

Ap6s a lavagem os corpos-de-prova dos
grupos L+F+ e L-F+ foram transferidos para os
pocos da quarta fileira da placa de cultura de
células, onde receberam 100 pL do
fotossensibilizador AM. As placas foram agitadas
por 5 minutos em agitador orbital. Em seguida, os
corpos de prova dos grupos L+F+ e L+F- foram
irradiados, com as placas abertas, por um laser de
baixa poténcia de AsGaAl por 98 segundos. O
grupo controle foi o L-F- que ndo recebeu o
fotossensibilizador e néo foi irradiado pelo laser.

Em seguida, cada corpo-de-prova foi colocado
em um tubo falcon contendo 10 mL de solugéo
fisiologica esterilizada, e homogeneizado por 30
segundos, utilizando homogeneizador ultra-s6nico
(Sonoplus HD 2200 — Bandelin Eletronic) com
poténcia de 50 W. A partir da solucdo obtida,
considerada 10", foram realizadas diluicdes
decimais (107 10° e 107, da suspensdo do
biofilme de cada corpo-de-prova, das quais
aliquotas de 100 pL foram semeadas em placas
de Petri com 4gar Sabouraud dextrose. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

Todo o experimento de TFD foi realizado no
escuro e em camara de fluxo laminar.

Decorrido o tempo de incubacdo, as placas
contendo de 30 a 300 colbnias foram contadas e o
ndmero de unidades formadoras de col6nias por
mL (UFC/mL) transformado em logaritmo (Log).

Os resultados obtidos foram avaliados
estatisticamente pela andlise de variancia ANOVA
e teste TUKEY, considerando-se diferenca
estatistica quando p < 0,05, utilizando-se o
software Minitab (Inc. PA, USA).

Resultados

A figura 1 representa graficamente o0s
resultados de UFC/mL (Log) dos dez ensaios
realizados nos grupos L+F-, L-F+, L-F- e L+F+.
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Figura 1 — Numeros UFC/mL (Log) dos dez
ensaios realizados, obtidos nos grupos : L+F-, L-
F+, L-F- e L+F+.
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Os dados estatisticos das médias de UFC/mL
(Log) dos grupos estéo representados na tabela 1.
Foi observada diferenca estatistica significante (p
< 0,05) apenas do grupo L+F+ em relacdo aos
demais.

Tabelal — Dados estatisticos das médias de
UFC/mL (Log) dos grupos: L+F-, L-F+, L-F- e
L+F+.

WHEPG

Dados Grupos

Estatisticos L+F- L-F+ L-F- L+F+
Média 5,81 5,84 5,88 4,74
DP 0,05 0,08 0,05 0,12
Mediana 5,80 5,82 5,87 4,75
Minimo 5,74 5,76 5,77 4,56
Maximo 5,89 5,95 5,98 491

GH A A A B

DP: Desvio padrdo. GH: grupos homogéneos,
letras diferentes representam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (teste
de Tukey, p<0,05)

Discussao

Os microrganismos organizados em biofilmes
apresentam  caracteristicas de  resisténcia,
principalmente devido a penetracdo insuficiente de
antimicrobianos, velocidade de crescimento e
alteracdo do estagio metabdlico que garante a
sobrevivéncia de tais células em ambientes hostis
(STEWART et al., 2001).

A TFD é um método eficaz de reducgdo
microbiana em infec¢des localizadas, de pouca
profundidade e de microbiota conhecida. O uso da
TFD é bastante indicado em diversas &reas da
odontologia, como tratamento complementar de
lesbes e infec¢des bucais (GARCEZ et al., 2003).

No presente estudo, a fotoativacdo do AM a
uma concentracdo de 0,1 mg/mL com o laser de
AsGaAl de 660 nm, grupo L+F+, em biofilmes de
C. albicans formados em resina acrilica
apresentou uma média de 4,74 UFC/mL (Log). Em
relacdo ao grupo controle, L-F-, onde n&o foi
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utilizado o fotossensibilizador e sem aplicacao do
laser, houve uma reducdo de 1,04 Log, o que
demonstra que a TFD apresentou efeito fungicida.
Porém essa redugdo ndo foi tdo expressiva
guando comparada com relatos da literatura de
experimentos de TFD em culturas planctbnicas de
C. albicans (SOUZA et al., 2006, GIROLDI et al.,
2007).

A resisténcia a TFD de biofilmes formados por
C. albicans tém sido relatada. No estudo de Muller
et al. (2007), o processo de TFD com laser diodo e
AM apresentou efeito minimo na viabilidade de
varios tipos de microrganismos, dentre eles C.
albicans, organizados em biofilmes cariogénicos
formados em dentes bovinos. Outro estudo,
realizado por Donnelly et al. (2007), onde os
autores demonstrou que para conseguir reducao
semelhante de C. albicans em biofimes, em
relacio aos similares planctdénicos deste
microrganismo, foi utilizada uma concentracdo
maior de fotossensibilizador e doses mais altas do
laser.

Por outro lado, no recente estudo de
Sennhenn-Kirchner et al. (2008), os biofilmes
formados por duas cepas de C. albicans isoladas
da cavidade bucal, crescidos por 5 dias em
superficies de vidro e titdnio, apresentaram
reducédo significativa com a aplicacdo de um laser
diodo.

A concentragdo, tempo de incubacgéo e o tipo
do fotossensibilizador, além do estagio fisiolégico
dos microrganismo, o periodo de exposi¢cdo e
energia do laser, podem influenciar os resultados
da técnica de TFD (WILSON E MIA, 1993).

O AM é um corante catidnico, com capacidade
de absorcéo de luz a 665 nm, o que o torna efetivo
no processo de TFD (TARDIVO et al., 2005). Sem
a irradiacdo de luz, este fotossensibilizador
demonstrou atividade antifingica natural
(WAINWRIGHT E CROSSLEY, 2002,
CALZAVARA-PINTON et al.,, 2005). Porém os
resultados do presente estudo divergem de tal
caracteristica, pois somente a aplicacdo do AM
sem a irradiacdo do laser, grupo L-F+, néo
promoveu reducdo de C. albicans organizadas em
biofiimes. Em relacdo aos efeitos do laser na
auséncia do AM, grupo L+F-, ndo foi observada
reducéo significante no nimero de UFC/mL (Log).

Concluséao

De acordo com os parametros utilizados neste
estudo, a fotoativagdo do AM a uma concentragdo
de 0,1 mg/mL com o laser de AsGaAl de 660 nm,
demonstrou atividade antifingica sobre os
biofiimes de C. albicans formados em resina
acrilica.
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