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Abstract: Photodynamic therapy (PDT) can be an
interesting and innovative antifungal approach.
Several studies have demonstrated positive
antifungal activities of PDT, but some discrepancies
can still be found in the literature and PDT
parameters certainly lack consistency. In this work
we developed a model of Candida albicans biofim
infection inside dental root canal to evaluate
microbial reduction and light distribution into the
root canal system using different light delivery
methods to perform the irradiation. After
conventional endodontic treatment ten teeth were
sterilized and the canals were contaminated with
genetic engineered bioluminescent C. albicans to
form a 3 days biofilm. The samples were divided into
two groups one using laser tip in contact with the
root canal entrance and the second using a diffuse
fiber to perform irradiation. Images of the irradiated
area were obtained during irradiation and microbial
reduction was monitored via bioluminescence. Our
findings demonstrate that the bioluminescent biofilm
shows good reproducibility, the images can be easily
accessed and allow several repetitions in the same
sample. Light distribution in dental tissue was
markedly dependent on the irradiation device and
this parameter is directly related with microbial
destruction. Our model of bioluminescent C. albicans
biofilm demonstrated to be a useful and non-
destructive method of evaluation that can be used for
several parameters involved in PDT.
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Introducio

A terapia fotodinamica (PDT do inglés-
Photodynamic Therapy) utiliza o principio de ativagdo
de um composto através da energia luminosa, sendo que
esta ativacdo deve resultar na transferéncia de energia
ou elétrons do composto, conhecido como fotossensibi-
lizador, para o ambiente circunvizinho. Este processo
tem por finalidade a formagdo das chamadas espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen
Species) [1].

O processo que se segue € a geragdo de multiplos
processos de oxido-redugdo que do ponto de vista tera-
péutico deve implantar no sitio de agdo o estresse oxida-
tivo levando ao dano irreversivel da célula alvo [1].

O uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos
nas ultimas décadas acelerou a selegdo natural de cepas
microbianas resistentes e permitiu a rapida evolugdo da
resisténcia a estes agentes por meio de recombinacdo
genética dos fatores de resisténcia e mutagdo [2]. A
resisténcia microbiana ¢ um dos mais graves problemas
de satde publica, portanto, medidas preventivas como a
regulacdo da prescri¢do e venda de agentes antimicrobi-
anos, bem como a busca por métodos alternativos para o
tratamento das infeccdes tem povoado o cenario das
pesquisas internacionais neste campo. Neste contexto se
insere a PDT como uma possivel alternativa terapéutica
para o tratamento de infec¢des localizadas.

Varios organismos vivos desenvolveram durante sua
evolugdo natural, seja para sobreviver de predadores ou
para atrair parceiros, a capacidade de emitir luz [3]. Este
processo, conhecido como bioluminescéncia, &
produzido por ciclos metabolicos envolvendo enzimas
chamadas luciferases em reacdo dependente de ATP
com proteinas chamadas luciferinas. De maneira geral, a
deteccdo de luz emitida por células ou tecidos
bioluminescentes pode ser realizada através de um
dispositivo CCD (Couple Charged Device) amplificado.
Tipicamente, uma imagem em escala de cinza ¢
capturada em condig¢des de baixa luminosidade, para ser
utilizada como referencia espacial da intensidade de
sinal da amostra analisada [4].

Candida albicans ¢ um fungo comumente
encontrado na microbiota residente humana. Ela ¢é
considerada um microrganismo oportunista, pois €
capaz de rapidamente se converter em patdogeno em
resposta a mudangas do meio ambiente que favoregam
seu desenvolvimento [5]. Os tratamentos convencionais
com drogas antifingicas sdo na maioria das vezes
prolongados, de alto custo e apresentam diversos efeitos
colaterais, principalmente em casos de uso prolongado
[6].

Trabalhos in vitro tém apresentado efeitos
encorajadores para o emprego da PDT como alternativa
aos antifungicos em diferentes espécies de Candida [7-
8]. Entretanto, os resultados e as conclusdes obtidas
nestes estudos apresentam divergéncias e multiplos
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parametros devem ser avaliados simultaneamente para a
obten¢@o do melhor entendimento do exato escopo desta
terapia in vivo.

Neste trabalho nés desenvolvemos um modelo de
biofilme de C. albicans geneticamente modificada
dentro de canais radiculares humanos para permitir o
monitoramento da morte microbiana em func¢do do
tempo e da distribui¢do de luz no tecido duro dental de
forma ndo destrutiva.

Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa do Ipen (processo no. 62/02).

Dez molares humanos cedidos pelo banco de dentes
da FOUSP foram utilizados para o desenvolvimento
desta pesquisa. Os canais radiculares foram
instrumentados utilizando-se um sistema de limas
rotatorias Pro Tapper System (Dentisplay Maillefer
Instruments SA, Switzerland) até o didmetro apical #30
(F3). Intercalando-se com a instrumentagdo, foi feita a
irrigacdo do canal com 3mL de hipoclorito de sodio a
2,5%.

A superficie  externa  dos  dentes  foi
impermeabilizada com esmalte transparente para evitar
contaminacdo e os apices selados com resina composta
fotopolimerizavel (Filtek Z 250, 3M, Brazil). Apos a
instrumentagao, todos os canais foram irrigados com 5
mL de EDTA a 17% seguidos de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Os dentes foram entdo
esterilizados em autoclave.

Suspensdes de 10 pL contendo 10° células de C.
albicans geneticamente modificada para expressdo de
bioluminescéncia (CEC 789) [9] foram inoculadas nos
canais radiculares e estes mantidos em estufa a 37°C por
72 h em agitagdo constante a 115 RPM. Para facilitar a
formagdo de biofilme, os canais radiculares receberam
10 puL meio de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose)
fresco a cada 24 h.

Distribui¢do de luz no canal - Para analise da
distribui¢do de luz no interior dos canais radiculares em
toda sua extensdo foram obtidas imagens digitais em
escala de cinza e padronizadas dos dentes, sendo as
imagens analisadas através do software Imagel
(National Institutes of Health, USA).

Para obtengdo das imagens uma camara CCD (G10,
Canon, Toéquio, Japao) foi posicionada ortogonalmente
a direcdo de propagacdo do feixe de luz e do eixo
meridional do dente registrando a intensidade de luz
espalhada por todo perfil da amostra estudada. Um laser
de diodo (MMOptics, Sao Carlos, SP) de emissdo
vermelha (A= 660nm) com 40 mW de poténcia foi
utilizado para analise da distribuicdo da luz. Dois
experimentos foram realizados, no primeiro deles a
ponta de saida do feixe foi posicionada na entrada do
canal radicular. Em um segundo experimento uma fibra
optica difusora com 300 pm de diametro foi acoplada a
ponta de saida do laser e inserida dentro do canal
radicular. As imagens obtidas neste experimento foram
avaliadas utilizando o valor de cinza (valores de zero
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para o limiar de captura e 256 para o limite de saturagao)
expresso por cada pixel das imagens e os diferentes
valores foram substituidos por uma escala padrdo de
falso colorido.

Terapia  Fotodindmica - As  avaliagdes
microbioldgicas foram feitas de forma sequencial nas
amostras, ou seja, apos a avaliagdo de uma das variaveis
as amostras foram limpas, esterilizadas e o processo de
contamina¢do foi novamente realizado. Para avaliar a
reducdo bacteriana obtida através do emprego da PDT,
os dentes selecionados foram fotografados a cada dois
minutos de irradiagdo e as imagens de bioluminescéncia
registradas para avaliagdo da redugdo obtida.

As amostras foram utilizadas para a analise de dois
grupos: Grupo 1: 10 dentes irradiados com auxilio da
fibra oOptica e Grupo 2: 10 dentes irradiados com a
ponteira laser posicionada na entrada do canais.

Todos os canais foram preenchidos com 30 pL de
uma solu¢do aquosa de azul de metileno a 90 pM
(Sigma-Aldrich, Wi, USA), dissolvido em 4gua
destilada e solugdo de coelenterazina (0,5 mg/mL)
sendo mantida em contato com o biofilme no interior do
canal por 1 min como tempo de pré-irradiacdo. No
grupo 1 a irradiagdo foi realizada com a fibra
posicionada o mais apical possivel e movimentos
helicoidais foram realizados de apical para cervical e
vice-versa até o final da irradiacdo, realizada por um
tempo total de dois minutos. No grupo 2, a ponta do
laser foi posicionada no interior da camara pulpar, sobre
a entrada do sistema de canais radiculares e se manteve
fixa durante a PDT. O mesmo processo de imagem foi
realizado apos os dois minutos de irradiacdo.

A fonte de luz utilizada foi um laser de diodo
emitindo em A= 660 nm, com 100 mW de poténcia
(MMOptics, Sao Carlos SP). O tempo de irradiagdo foi
de dois minutos para ambos os grupos resultando em
uma energia total de 12 J.

Resultados

Inicialmente foi observado através das imagens de
bioluminescéncia a confirmacdo da presenga de
biofilme de C. albicans no interior dos canais
radiculares. A figura 1 apresenta uma amostra
contaminada em um intervalo de 10 min comprovando a
estabilidade de sinal emitido pelas células fingicas na
metodologia empregada.
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Figura 1: Imagem de bioluminescéncia do biofime de C.
albicans CEC 789 dentro dos canais radiculares de
molares. As duas imagens correspondem a
contamina¢des obtidas em diferentes momentos,
confirmando a estabilidade da metodologia.

Na Figura 2 podemos observar os resultados obtidos
para a distribuigdo da luz no interior do sistema de
canais radiculares.

Figura 2: Distribuigdo da luz pelos canais radiculares.
(A) irradiagdo com fibra difusora e (B) irradia¢do
diretamente com a ponteira do laser.

Conforme observado nas imagens das figuras 2 A e
B, como o tecido dental é altamente espalhador para a
radiagdo vermelha e durante o procedimento de
irradiagdo, o  canal estd  preenchido  por
fotossensibilizador altamente absorvedor de luz nesse
comprimento de onda, a intensidade luminosa atingida
no apice radicular € grandemente desfavorecida na
auséncia de sistemas de entrega adequados. Esta
caracteristica tem por consequéncia menor eficacia
antimicrobiana da PDT quando ndo empregada a
irradiagdo com fibra difusora. Vale ressaltar que nestas
imagens ndo ha o biofilme de C. albicans.

Na figura 3, observamos as imagens obtidas por
bioluminescéncia apos a realizagdo da PDT com dois
minutos de tempo de irradiagdo. Nota-se que a maior
descontaminagdo foi obtida quando a fibra difusora foi
utilizada.
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Figura 3: Captagdo da emissdo bioluminescente durante
o processo de PDT. As imagens foram registradas
depois de dois minutos e a diminuicdo da emissdao
bioluminescente em fungido do tempo de irradiagdo pode
ser observada.

Devido a dependéncia diretamente proporcional da
intensidade de sinal de bioluminescéncia em fun¢do do
numero de células viaveis [10] a redu¢@o microbiana no
interior do canal foi correlacionada a redugdo de sinal
detectado apos a PDT (Fig. 4). Nota-se baixo erro
padrdo obtido no grupo controle, representado pela
monitora¢do de um dente sem nenhuma interferéncia ao
longo do tempo, apresentando um resultado de
bioluminescéncia constante.

[Jcontrole
- [ ponteira laser
‘; [ fibra difusora
FEERE
K
N
®
E 014 ,
[} l
c
8
S 0014
@
o
1]
@ \ |
£ 1E3; ‘L
32
2 \
D 14 i NN :

0 2
Tempo de irradiagdo (min)

Figura 4: Grafico da redugdo microbiana obtida apds a
PDT para as duas condigdes testadas (com e sem fibra
optica). Os dados sdo relativos a diminuicdo da
intensidade do sinal de bioluminescéncia normalizado.

Discussao

A PDT antimicrobiana tem potencial para se tornar
uma alternativa terapéutica principalmente para os casos
de infecgOes localizadas, como as de maior frequéncia
na pele e cavidade oral.
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Muitos parametros estdo envolvidos no sucesso da
PDT como tempo de pré-irradiagdo, energia, tempo de
exposi¢do, tipo e concentragdo do fotossensibilizador
empregado, além de tipo de microrganismo, localizagdo
e distribui¢do dos mesmos dentro do tecido.

As metodologias empregadas para andlise dos
parametros envolvidos na PDT envolvem intervencao
na amostra, ndo possibilitando diversas andlises em
func¢do do tempo na mesma amostra. A metodologia de
bioluminescéncia representa uma possibilidade de
investigagdo em tempo real de parametros envolvidos
na PDT.

Nossos resultados demonstraram a estabilidade e a
viabilidade desta metodologia quando empregada em
tecidos  bioldgicos. Além da estabilidade, a
reprodutibilidade da metodologia também apresentou
resultados satisfatorios pois diferentes amostras
apresentaram sinal de bioluminescéncia semelhante.

Nosso estudo também mostra que quando a fibra
difusora € utilizada no interior do sistema de canais
radiculares, a entrega da luz ¢ mais homogénea,
atingindo maior profundidade dentro do tecido dental.
De fato, nossos resultados apds PDT corroboram que o
uso da fibra difusora permite uma maior desinfec¢do
intracanal (vide figuras 3 e 4), comparada ao método de
irradia¢do onde a ponteira do laser se manteve fixa no
interior da camara pulpar e concorda com dados prévios
obtidos por nosso grupo [11].

A correlagdo entre perda de viabilidade celular e
auséncia do sinal de bioluminescéncia para C. albicans
pode ndo ser linear, uma vez que a luciferease (enzima
luminescente) fica localizada na membrana plasmatica
[10]. Devido a sua localizagdo ela poderia ser destruida
pelas ROS formadas durante a PDT antes do dano
irreversivel ser provocado na membrana celular. Porém,
uma vez que os resultados obtidos apresentaram
interessante estabilidade, ao longo do tempo as
infec¢des podem ser monitoradas para avaliar o sucesso
da terapia a longo prazo e, principalmente, a
metodologia pode ser utilizada in vivo para analise de
infec¢do em animais sem necessidade da eutanasia de
animais permitindo maior viabilidade das pesquisas
nesta area.

Conclusao

Neste trabalho, nosso modelo de biofilme de C.
albicans bioluminescente demonstrou ser um método
ndo destrutivo de avaliacdo que pode ser usado para
varios parametros envolvidos na PDT.
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