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INTRODUCAO

O estudo das terapias antimicrobianas é um
campo de investigacdo que  sofre
constantes desafios, devido ao crescente
namero de patdgenos identificados e do
aumento nos fatores de risco relacionados
as infeccdes, bem como ao surgimento da
resisténcia aos agentes antimicrobianos
pelos micro-organismos patogénicos,
devido a recombinacdo genética e
mutacdo’. Assim, a busca por terapias
alternativas que sejam acessiveis e
eficientes, como a terapia fotodinamica
(PDT, PhotodynamicTherapy) torna-se de
grande relevancia?.

OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo o
desenvolvimento e a viabilizagdo de
metodologias para a pesquisa do efeito
fotodinamico em Candida albicans.

METODOLOGIA

Este projeto divide-se em duas etapas: i)
desenvolvimento de fonte de luz para
terapia fotodinamica antimicrobiana e i)
inativacdo de células fungicas (in vitro).

Na primeira etapa foi confeccionada um
equipamento para irradiacdo de placas de
microtitulacdo de 96 pocos (=7 mm; A=
0,38 c¢m?), utilizando para isso uma fonte
LED RO80OF (3W) com emissdo central em
664 nm. A distancia da amostra a fonte foi
determinada experimentalmente para que
se alcancasse uma intensidade de 100 a
150 mW/cm?, a qual é considerada eficiente
para 0 objetivo proposto. A intensidade
desejada foi determinada utilizando-se um

espectrometro (USB2000, Ocean Optics
Inc), fibra Optica UV-VIS CUST e filtro de
densidade Optica neutra 3 (NE530A,
THORLABS) com transmissao de 0,1%.

A cepa ATCC 90028 de Candida albicans
foi utilizada para formacédo do biofiime. As
células foram cultivadas em placas de
microtitulacdo de 96 pocos com caldo
Sabouraud, e incubado a 37°C por 48h,
para adeséo e crescimento do biofilme.
Com o biofilme formado, os pogos foram
lavados com PBS (solucdo salina
tamponada com fosfato) em pH 7,2 para
remocao das células ndo aderidas, e entdo
divididos em grupos (TABELA 1).

TABELA 1 - Divisdo do Biofilme em Grupos

Grupos Caracteristica

Controle ~ Sem corante ou irradiagao
Luz Irradiacéo por 9 min.

PDT O Sem irradiacdo com FS
PDT 3 Irradiado por 3 min

PDT 9 Irradiado por 9 min

O fotossensibilizador (FS) utilizado foi o azul
de metileno (Sigma Ltd., Poole, UK), na
concentracdo de 1 mM. Os grupos que
receberam FS ficaram em contato com o
farmaco durante 10 min antes da irradiacédo
e protegidos da luz ambiente por uma folha
de aluminio. Em seguida, o biofilme foi
entdo irradiado com os diferentes tempos
propostos (TABELA 1).

Ap6s passar pelos tratamentos propostos
no estudo, o biofilme foi mecanicamente



desorganizado e as amostras foram diluidas
de 10" a 10®° vezes da concentracdo
original. Posteriormente, aliquotas de 10 pL
de cada diluicdo foram estriadas, em
triplicata, em placa de petri com agar
Sabouraud e estas foram incubadas por
24h a 37°C para formacdo de unidades
formadoras de col6nias (UFC). Os dados
obtidos foram submetidos & analise
estatistica utilizando-se teste de variancia
one-way (ANOVA). A comparagdo das
médias foi realizada pelo teste de Tukey e a
significancia ajustada em 5%.

RESULTADOS

O equipamento desenvolvido mostrou ser
adequado para irradiacdo de placas de 96
pocos para estudo da PDT. Foi observado
uma distribuicio homogénea da luz no
interior dos pocos com biofilme e a
intensidade pretendida foi alcancada.

Nem a irradiacdo com o LED, nem o
contato de 10 minutos com FS na auséncia
de luz mostrou efeitos deletérios ao biofilme
de C. albicans (p>0,05). Por outro lado, os
grupos irradiados na presenca de FS
apresentaram reducdo estatisticamente
significante quando comparados ao grupo
controle (Figura 1).
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Figura 1: Média e Desvio Padrdo da
Inativacao Fungica.

Entre os grupos PDT 3 e 9, foi observado
maior redugdo microbiana com a irradiacao
de 9 min (p<0,05).

CONCLUSOES

A terapia fotodindmica, dentro dos
parametros estudados, produziu inativagao
de leveduras patogénicas. Com base nos
dados constatou-se que a fonte projetada
para o estudo do efeito fotodinamico in vitro
foi eficiente em iluminar de forma
padronizada placas de microtitulacdo de 96
pocos, 0 que demonstra que este € um
método viavel para estudar acao
antimicrobiana induzida por luz.
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