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Modelo de estudo in vitro de infecgdes por biofilme de Candida albicans e
sua inativagdo por terapia fotodinamica
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INTRODUGAO

Vérios organismos vivos desenvolveram
durante sua evolugio natural a capacidade
de emitir luz. Este processo, conhecido
como  bioluminescéncia, & produzido por
ciclos metabdlicos  envolvendo  enzimas
chamadas luciferases em reacao
dependente de ATP com proteinas
chamadas luciferinas [1]. Recentemente, a
engenharia genatica possibilitou o
desenvolvimento de teécnicas que de
maneira geral realizam a delecgdo de |uz
emitida por células ou tecidos artificialmente
bioluminescentes, reportando a densidade
celular e sua localizagdo  espacial
simultaneamente,

Candida albicans, considerado um fungo
oportunista, & capaz de rapidamente se
converter em patdgeno em resposta a
mudangas do meio ambiente que favoregam
seu  desenvolvimento. A resisténcia
microbiana a quimioterapicos & um dos mais
graves problemas de salde pulblica,
portanto, medidas preventivas como a

geragdo de multiplos eventos de Oxido-
redugdo, que do ponto de vista terapéutico
deve implantar no sitio de agido o estresse
oxidativo levando ao dano irreversivel da
celula alvo [3].

OBJETIVO

Meste trabalho desenvolvemos um modelo
de biofilme de C. albicans bioluminescente
em canais de dentes humanos para
monitorar a inativagdo microbiana em
funcdo do tempo de exposicdo a TFD em
tempo real e da distribuigdo de luz no tecido
duro dental de forma nio destrutiva.

METODOLOGIA

Dez molares humanos cedidos pelo banco
de dentes da FOUSP foram ulilizados para
o desenvolvimento desta pesquisa. Os
canais radiculares foram instrumentados
utilizando-se um sistema de limas rotatorias
(Dentisplay Maillefer Instru. S, Switzerland)
ateé o diametro apical #30 (F3), intercalando-
se com a instrumentagdo e irrigagao com
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regulacdo da prescricdo e venda de agentes
antimicrobianos, bem como a busca por
métodos alternativos para o tratamento das
infecgdes tem povoado © cenario das
pesquisas internacionais neste campo.
Neste contexto se insere a terapia
fotodindmica (TFD) como uma possivel
alternativa terapéutica para o tratamento de
infecgbes fungicas localizadas [2].

A TFD utiliza o principio de ativacdo de um
composto  fotossensibilizador  através da
energia luminosa, sendo que esta ativagdo
deve resultar na transferéncia de energia ou
glétrons do composto para o ambiente
circunvizinho. O processo que se segue & a

Para executar a TFD, todos os canais foram
preenchidos com 30 pL de uma solugdo
aquosa de azul de metileno (30 pM, Sigma-
Aldrich, EUA) & coelenterazina (0,5mg/mL,
Gold Biotech, EUA) dissalvidos em solugéo
salina tamponada, sendo mantida em
contato com o biofilme no interior do canal
por 1 min como tempo de pré-irradiagéo.
Um laser de InGaAIP (MMOptics, Brasil) de
emissdo em 660 nm a 100 mW de poténcia
foi utilizado para iradiagio dos grupos
submetidos & TFD. Dois grupos foram
realizados: Grupo 1 — dente irradiado com
auxilio da fibra dptica difusora & Grupo 2 -
dente irradiade com a ponteira laser
posicionada na entrada do canal.

Ambos os grupos foram avaliados em
relacdo a um grupo de controle de
estabilidade de sinal bioluminescente. O
tempo de irradiagio foi de 2 minfcanal para
ambos os grupos resultando em uma
energia total entregue de 12 J. Para avaliar
a redugdo microbiana obtida pela TFD os
dentes selecionados foram fotografados a
cada dois minutos de irradiagdo,
empregando  equipamento e software
especificos para esta modalidade de analise

3mL de MNaDCl a 25%. Apos
instrumentacdo, todos os canais foram
irrigadeos com 5 mL de EDTA a 17%
seguidos de solugdo salina tamponada com
fosfato. Os dentes foram entdo esterilizados
em autoclave.

Suspensdes de 10 pL contendo 10” células
de C. albicans bioluminescente (CEC 789)
foram inoculadas nos canais radiculares e
estes mantidos em estufa a 37°C por 72 h
em agitagao constante a 115 RPM e 10 pL
de meio de cultura YPD (Difco, USA) foi
suplementado a cada 24 h.

fibra dptica difusora foi empregada para
melhor distribuir a luz entregue.
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Figura 1: Redugio microbiana obtida durante a TFD
para as condigies avaliadas, Os dados sfo relativos
a diminuicao da intensidade do sinal de
bioluminescéncia normalizado. As barras verticais
carrespondem ao armo padrdo,

CONCLUSOES

O modelo de biofilme de C. albicans
bioluminescente demonstrou ser um bom
metodo ndo destrutive de avaliagao seguido
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(Argus, Hamamatsu, EUA).

RESULTADOS

Devido & dependéncia  diretamente
proporcional da intensidade de sinal de
bioluminescéncia em fungdo do numero de
células vidveis, a redugdo microbiana no
interior do canal foi correlacionada 2a
redugdo de sinal detectado durante TFD [4].
Nota-se baixo erro padrao obtido no grupo
controle, representado pela monitoragdo de
um dente sem nenhuma intervengio ao
lengo do tempo, apresentando um resultado
de  bicluminescéncia  salisfatoriamente
constante. Na figura 1, observa-se os sinais
de bioluminescéncia obtidos durante a
realizacio da TFD a cada dois minutos de
irradiacdo  para ambos oS  grupos
experimentais. MNota-se que a  maior
descontaminac&o foi obtida quando uma
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