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DESENVOLVIMENTO DE BIOFILME FORMADO POR  Candida albicansIN
VITRO PARA ESTUDO DA TERAPIA FOTODINAMICA

Luis Claudio Suzuki

RESUMO

A terapia fotodinamica, do ingléshotodynamic therapyPDT) € uma fototerapia
baseada na utilizagdo de um fotossensibilizadon (5 presenca da luz em baixa
intensidade em comprimento de onda ressonante arcdbsdo FS e que podem
sensibilizar sistemas biologicos, gerando espée@svas de oxigénio. Estudos mostram
gue a PDT apresenta um efeito letal €andida albicansO biofilme formado porC.
albicans € a causa mais frequente de infeccOes associadateteres, possuindo uma
comprovada resisténcia a antifingicos, sendo qeenacéo do cateter colonizado é quase
sempre necessarido entanto, poucos trabalhos na literatura relatammmportamento e a
resposta d€. albicansorganizado em biofilme frente a PDDs objetivos deste trabalho
foram desenvolver uma metodologia para formagaatro de biofilme deC. albicans
verificar a sensibilidade do biofilme d€. albicans frente a terapia fotodinamica
antimicrobiana utilizando como FS o azul de metléAM) e a hipocrelina B:LZ e
analisar o biofilme através da Tomografia de Cageéf®ptica (OCT) antes e depois da
PDT. Para a formacéo do biofilme, foram confecailmsadiscos de silicone elastomeérico
oriundos de cateteres. Os fotossensibilizadoresrfatiluidos em solugcdo de PBS, sendo
que o AM teve duas concentracdes diferentes testadaiofiime: 100M e 1mM e a
HBLa™ somente uma de @M. A irradiacdo de ambos 0s corantes com 0S
microrganismos foi feita através de dois LEDs eifeées, um vermelho cois 630nm +
20nm e outro azul com= 460nm = 30nm. Foi realizada uma curva de fracéo d
sobrevivéncia em funcdo do tempo de irradiacdo atka amostra com biofilme e de
suspensado do microrganismo em formato de levechaees verificar a susceptibilidade
destes frente a PDT. As leveduras apresentaram 180%educdo em ambos o0s
fotossensibilizadores, porém em tempos de irradiarentes (30s para a HBPa® 6
min para o AM na concentracdo de iPR). Quando a terapia foi aplicada em biofilme, o
AM em 10QM n&o apresentou nenhuma reducgdo significativa,uamq que em
concentracdo de 1mM houve reducdo de 100% ap6sh&denirradiacdo. Ja a HBLa
mostrou pouca reducéo em biofilme na concentraedf)avl (menos de 1 log de redugéo.
Concluimos que o microrganisn@ albicansse organizou em biofilme padronizado nos
discos elastoméricos oriundos de cateteres e atrdeé OCT, o biofilme medido
apresentou 110n de espessura, informando uma mudanca Opticarasulbmetido pela
PDT com o AM 1mM.



Candida albicans BIOFILM DEVELOPMENT IN VITRO FOR PHOTODYNAMIC
THERAPY STUDY

Luis Claudio Suzuki

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a phototherapy based the use of a
photosensitizer (PS) in the presence of low intgngght with resonant wavelength of
absorption of the PS and biological systems thatregse awareness, generating reactive
oxygen species. Studies show that PDT has a lefi@tt on Candida albicans The
biofilm formed byC. albicansis the cause of infections associated with medieaices
such as catheters, with a proven resistance téuagél agents, and the removal of the
catheter colonized almost always is necessary. Mexnvéew studies in literature report the
behavior and response of biofilm organizedthyalbicansagainst PDT. The aims of this
study were to develop a methodology far vitro biofilm formation of C. albicans
evaluate the sensitivity of the biofilm dof. albicansto antimicrobial photodynamic
therapy using PS as the methylene blue (MB) anddngtin B: La® (HBLa"™) and
analyze the biofilm by Optical Coherence Tomogra®CT). For biofilm formation,
discs were made from elastomeric silicone cathefdre PS were dissolved in solution of
PBS, and the MB had two different concentratiossete in the biofilm: 100M and 1mM,;
HBLa™ only one of 1QM. The irradiation of both dyes with the microorgam was done
by two different LEDs, one with red emissioniat 630nm + 20nm and the other one blue
emission ak = 460nm = 30nm. We performed a curve of survivattion versus time of
irradiation of each sample with biofilm and suspenf the microorganism in the yeast
form to verify the susceptibility of the front PDThe yeast showed 100% reduction using
both PS, but at different times of irradiation (3@sHBL&a™ and 6 min for the MB at
10QuM). When the therapy was applied in biofilm, the MBQuUM did not show any
significant reduction, while at concentration of Mmvas reduced by 100% after 6 min of
irradiation. The HBL& biofilm group showed a lower reduction in the cemication of
10uM in biofilm (less than 1 log reduction). OCT wasrformed for visualization and
measurement of the thickness of the biofilm formBuoe composition of the extracellular
matrix of the biofilm polymer hindered the diffusioof PS inside, requiring higher
concentrations of MB to disseminate it and to abtsatisfactory reduction for PDT.
HBLa" group, in higher concentration, formed aggregaiffisulting its use for PDT. We
conclude that the organism @lbicanswas organized in biofilms in a standardized way
using elastomeric discs from catheters and the Gkkdwed that the biofilm measured
11Qum at thickness, showing an optical change wherestdgjl to the PDT with MB 1mM.
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1.Introducéo

A terapia fotodinamica, do inglgshotodynamic therapyPDT) é uma fototerapia
baseada na utilizacdo de substancias que sdoaginadpresenca da luz gerando espécies
reativas de oxigénio (EROs) e que podem sensibifistemas biol6gicds® As células
que sao consideradas alvos sdo coradas pelo foststieador (FS) e irradiadas por luz
em comprimento de onda ressonante a absorcdo @mteorO processo fotoquimico
rapidamente gera espécies reativas de oxigénio fER©OmMo perdxidos, radicais
hidroxilas, ions superéxidos e oxigénio singleemdo este ultimo apontado como o maior
responsavel pelo dano celular no processo fotodawanktssa técnica apresenta bons
resultados contra um grande numero de patogermasive microrganismos resistentes a
antimicrobiano$ °*3 Estudos mostram que a PDT apresenta um efeitbdetCandida
albicans’ ***® No entanto, poucos trabalhos na literatura relatacomportamento e a
resposta d€. albicansorganizado em biofilme frente a PDT, utilizandencoFS o azul

de metileno.

O fotossensibilizador e o comprimento de onda d#efgeradora de luz devem ser
observados na utilizacdo da PDT, pois a reacaqudattca s6 ocorre quando uma série de
parametros € obedecida. O fotossensibilizador deverradiado dentro da sua banda de

absorcao, gerando o efeito iniciador da terapiadiofmica.

C. albicansé um fungo normalmente encontrado no corpo hursang contudo,
ocasionar um processo patoldégico em individuos &aais. Este microrganismo pode
facilmente ser recuperado da mucosa oral, tratdrojatestinal, vagina e péle

Entretanto, sob certas circunstancias, este m@nisgo pode causar uma infeccao,



conhecida como candidose, que acomete principatmeatientes imunodeficientes,

podendo evoluir para infecgéo sistémica

Além disso, a incidéncia de infec¢cdes hospitalgres fungos tem aumentado
expressivamente nas Ultimas décadas. Até 60% dassobriundos de infeccbes
hospitalares s&o causadas por fuffjd¢este contexto, as espécies do géfenadidatém
sido os agentes mais freqientemente encontradogspondendo a cerca de 80% das
infeccbes fungicas de origem hospitalar e sdo ataju@musa de infeccdo da corrente
sanguinea (precedida apenas pela estafilococuslasagnegativaStaphylococcus aureus
e enterococus), conduzindo ao 6bito em torno de 28% dos pacientes que desenvolvem

candidemi&® °

A capacidade da levedura em aderir, infectar e atadeenca em conjunto €&
definida como potencial de viruléncia ou patogel@ade. Um dos principais mecanismos
de viruléncia deste fungo é a sua versatilidaded#ptacdo, e capacidade de adesdo em
sitios variados. Principalmente a formacdo, em uso@erficie, de comunidades

microbianas denominadas biofilfet

O biofilme formado por fungos, especialmente @ralbicans € a causa de
infeccBes associadas a dispositivos médicos, cantatéteres, geralmente formados por
elastbmeros. Este microrganismo € o principal matégncontrado em casos de infec¢des
hospitalares, sendo que a remocdo do cateter zattmié quase sempre necessaria. O
biofilme formado nessas condicbes pode acarretaa disseminagdo de patdogenos na
corrente sanguinea, o que implica alta morbidaden@talidade dos pacientes

hospitalizadoS. O crescente nimero de pacientes imunocompronsetidobretudo



transplantados, eleva o grau de atencdo a infeagiesadas por leveduras patogénicas
oportunistas. Em sua maioria, estes patdgenosasgéreeraCandida sppDados revelam
que 60% das espécies de leveduras isoladas dagscomm infeccdes por fungos, sdo da
espécieC. albicans o que torna a infeccdo por este microrganismoass rmprevalente
dentre os fungdé Estas infeccbes sdo particularmente sérias,gsot£lulas organizadas
em biofilme s&o resistentes a antifingf¢o$ 2> A resisténcia a antifiingicos é adquirida
no inicio da formacé&o do biofilme, e aparentemémntegida por diferentes mecanismos em
biofilme novo e madurd. Sendo assim, novas terapias sdo necessariagljmiar o

biofilme?.

O biofilme € uma comunidade estruturada de céligasmicrorganismos, embebida
em uma matriz extracelular polimérica e aderentma superficie inerte ou viva formando
uma estrutura tridimensioffal Essas células inicialmente se aderem & superfiotendo
ser a mucosa ou um dispositivo médico e, depoisecam a produzir a matriz extracelular
poliméric£®. Com o amadurecimento do biofilme, sua estrutwsspi uma arquitetura
caracteristica que possibilita uma propriedadetfpita distinta da sua forma planctonica,
principalmente a resisténcia a antimicrobianosnfasores vantagens dos microrganismos
se organizarem em comunidades consistem na maibddae de captacéo de nutrientes,
favorecendo um crescimento mais ordenado da comd@id uma maior prote¢cao contra
radiacbes UV, fagocitose, desidratacdo e resisténeintimicrobianos, conforme ja citado

acima.

A composicdo do biofilme d€. albicansconsiste em uma mistura de células
hospedeiras, células em forma de leveduras, pse#aslok hifas, além da matriz

extracelular composta de proteinas e polissacaidg®u desenvolvimento se da em trés



fases que dura aproximadamente 24-48 horas. Nairfasal, a célula planctbnica na
forma de levedura adere na superficie do substEssa aproximacédo das leveduras no
substrato pode ser aleatdria ou atraida por ummioaxia. Ap0sS a aproximacao das
células, existe uma interacdo destas com a supesado hidrofébica e eletrostatica. A
producao de adesinas pela levedura e a aderénplagiestas e fibrinas do hospedeiro no
substrato ajudam ainda mais na adesao primariafagéasecundaria, as células aderidas
proliferam formando microcolénias, e comecam a proda matriz extracelular. Neste
momento existe o aparecimento de mecanismos dentcagéo intercelulares que leva a
uma expressdo diferencial de genes. Esses genesesgonsaveis na transicdo de
leveduras para hifas, na arquitetura da paredéaceha coesividade do biofilme dada pela
matriz. E por ultimo, quando as células comecam eosfluirem, a rede formada comeca
a ser constituida de uma transicdo de célulasedideadas em pseudohifas, hifas e
leveduras, tudo envolvido pela matriz extracelufalimérica e promovendo um

crescimento tridimensiorfal

Modelosin vitro foram utilizados para mostrar os estagios de dedamento e
processos para a formacdo do biofilme @ealbicans Atualmente estd claro que a
interacdo célula-substrato e célula-célula; aléndiferenciacdo em hifas e producdo de
matriz extracelular, s&o passos chaves para o #siEnento e maturacdo do biofilfte
Alguns autores ressaltam a facilidade de adesé&wipe em substratos hidrofobicos, como
elastdmercs' % Qutro fator importante para essa aderéncia setigografia superficial
do substrato. Em superficies mais lisas a formaigidiofiime € menor do que em

superficies rugosas.



O biofilme formado pelaC. albicans possui uma comprovada resisténcia a
antifingico$® **e sua patogenicidade estéa fortemente relacionadacgdes hospitalares.
Em sua maioria, estas infec¢cbes evoluem para urdroude disseminacdo na corrente
sanguinea, podendo ocasionar a morte do patieAtguns estudos descrevem a dificil
penetracdo e difusdo de farmacos no biofilme, aeslngéo de concentracdo de até 80%,
relatando ser este um dos fatores de resisténdiaA busca de novas modalidades
terapéuticas é imperativa, e dentre estas novae$ias encontra-se a terapia fotodinamica

antimicrobiana para reducdo @ealbicans® organizada em biofilme.

Alguns FS sédo bem conhecidos, com eficiéncia cownapl@ na literatura. O azul de
metileno (AM) é um dos corantes com propriedadésséensiveis mais estudafa¥® 3%
3 Seu espectro de absorcdo mostra uma banda ressomaregido vermelha do espectro
eletromagnético, entre 600nm e 670nm (fig 1). Ecemée estudo, Prates al. utilizaram
o AM em concentracdo de 1M para a reducdo d€. albicanse obtiveram em 6
minutos de irradiacdo com um laser’d®60nm e com dose de 108Jfcnma reducéo de
100%°. A escolha do FS citado foi também devido & suaabtoxicidade em baixas
concentracoesO aumento de concentracdo de AM pode interferirseo espectro de
absorcao devido a sua dimerizagéo (fig 1). Conmeediacdo da molécula de AM, existe
uma mudanga nas propriedades de absorcdo, aumentzaid o pico de absorcdo na
regido de 600nm além de uma maior eficiéncia foémicd™ *¢ Porém, nada foi relatado

sobre sua acgéo fotodinamica em biofilmeCdalbicans
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Figura 1. Espectro de absorgéo do azul de metilerespectro visivel. Nota-se que

com o aumento da concentragdo h4 uma dimerizacamigauld”.

A hipocrelina B € um corante de cor amarronzadeva@o de um fungo parasita do
bambu muito comum na China e no Sri Lankblypocrella bambusa€eA sua toxicidade é
baixa, com rapido metabolisma vivo. O seu potencial fotodindmico foi estudado, e
guando este FS é irradiado na regido que se estlwie 400nm até 530nm, a sua
absorcao permite eficiente excitacdo, promovends aspécies reativas citotoxicas para o
microrganismd’. Seu pico de absorcdo é em 485nm, necessitanamaléonte de luz azul

para um melhor efeito na terapia fotodinamicaZfig
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Figura 2. Espectro de absorcéo da Hipocrelina B Hligocrelina B: L&. Nota-se
que a incorporacdo do jonBgroduz unred shiftna banda de absorcéo do FS entre 600

e 650 nm.

Segundo TOFFOE[, em sua dissertacdo de mestrado, a HB:apresentou uma
grande geracdo de oxigénio singleto quando irradem 460nm + 30nm, maior que
aquela obtida com a Hipocrelina B. Consequentemeaqniando irradiada no mesmo
comprimento de onda, mostrou melhores resultados retkicdo microbiana na
concentracdo de LM em células deC. albicans A acdo desse corante na terapia
fotodinamica mostrou-se eficiente, com reducdo @@%d do microrganismo em apenas
30s de irradiacdo, com uma fluéncia de 103/dPor esta razdo, neste trabalho também
investigamos a acdo deste FS sob irradiagdo eminimoforganizado pelo mesmo

microrganismo.

Para a andlise em tempo real da PDT sendo realeradaiofilme deC. albicans

técnicas ndo destrutivas sdo necessarias pardfichgdio de alteracdes em sua estrutura.



Sendo assim, utilizamos para este fim a tomognadia coeréncia optica (OCT). Esta

técnica de diagndstico por imagem permite a an#didenensional de uma estrutura sem
ser invasiva. A OCT utiliza a coeréncia temporaludana producédo de imagens de uma
secao transversal em sistemas biologicos comesdtducdo espacial. Em 1991, Huang et
al descreveram essa técnica como uma ferramerdadlise em profundidade através do

retroespalhamento da luz obtidas de um padrécteidaréncia’

Estudos da utilizacdo da PDT €@n albicansin vitro comecaram a ser reportados
na década de 90. Em 1993, Wilson e Wiigilizaram como FS o azul de toluidina (AT), o
AM e o cristal violeta e mostraram uma reducéo itagignificante com o AT irradiado
com um laser de HeNe e com o azul de metileno lsénado por um laser de diodo de

AsGaAl.

Mais recentementeReloi et al propds a utilizacdo de um diodo emissor de luz
(LED) como fonte de luz para a P#TOs autores construiram um sistema LED emissor
de luz vermelha com 5mW de poténcia no comprimdetonda da= 663nm e como FS
utilizaram o AM. Os microrganismos submetidos a Pimam Staphylococcus aureus
Escherichia colie C. albicans.A concentracdo de AM utilizado ef.albicansfoi de
63.20 £ 11.3QuM e o tempo de irradiagéo foi de 10, 20 e 30mibtewdo mais de 2 logs

de reducéo.

Prateset al em 2009 investigaram a influéncia dos parametresiux na
fotoinativacdo de fungd® Os fungos testados fora. albicans, C. kruseie C.
neoformans var. gruhiiOs autores testaram duas taxas de fluéncia taistih00 mW/crh

e 300 mW/crh durante 3, 6 e 9 min., resultando fluéncias eb®ea 162 J/ch O laser



utilizado como fonte de luz tinha um comprimentcodeal= 660 nm, com uma poténcia
de saida de 30 e de 90 mW. O FS escolhido foi orVtoncentracdo de 1Q01. Os

resultados mostraram uma reducdo microbiana dé kg, com um aumento de reducao
conforme aumentou a fluéncia; com a mesma fluémmaem com taxas de fluéncia
diferentes, os autores encontraram diferencasigsi@mente significantes, mostrando a

importancia do tempo de exposicao de luz.

Também em 2009, Souz al compararam a eficiéncia da PDT &n albicans
utilizando trés FS distintos: o AM, o AT e o verde malaquita (VMY O laser utilizado
para a PDT tinha um comprimento de onda€@60 nm, poténcia de saida de 35mW e
densidade de energia variando entre 15,82)/263 J/crh e 39,5 J/crh A concentracdo
dos FS foi de 0,Img/mL. Os autores ndo encontralifenencas estatisticas entre os FS
estudados. Além disso, densidades de energia rmaarmeentaram a reducao microbiana,
sendo a maior reducéo constatada com o AT, comdemsidade de energia de 39,5 Jlcm
Os autores concluiram que a PDT realizada coméssR& distintos e irradiado com um

laser de baixa poténcia tem efeito fungicida.

Em biofilme, entretanto, os relatos de reducédo ohiena em PDT sdo escassos.
Alguns autores reportam a utilizacdo da PDT emilbies bacteriand$™** ou biofilmes da
placa bacteriana budaf? ** *® Particularmente em biofilme d@. albicans Chabrier-
Rosellet al.analisou a PDT com o FS Photofrin (FPFNeste estudo, os autores relatam
gue o biofilme deC. albicansé sensivel a fototoxicidade mediada pelo PF, selde-
dependente. A atividade metabdlica do biofilme apd®DT foi significativamente menor
do que do biofilme tratado com anfotericina B, pmlesmo periodo de tempo. Os autores

sugeriram que 0s mecanismos de defesa do biofisa€dos para subverter substancias
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oxidativas antimicrobianas ou terapias antimicro@sa aparentemente ndo séo eficazes

durante a PDT com PF.

Sendo assim, neste trabalho procuramos desenvalvea metodologia de
desenvolvimento de biofilme d&. albicanspara estudo da PDT utilizando dois diferentes
FS, uma vez que este microrganismo organizado efiinie € resistente a antifingicos
necessitando de novas terapias. As infeccoes gasbgeno quando evoluem para um
quadro de disseminacdo na corrente sanguinea pochsionar a morte do paciente. Além
disso, investigamos a viabilidade de analisar diliie através da OCT. No melhor de
nosso conhecimento, ndo ha referéncias na literaeibiofiime deC. albicanssubmetido

a PDT e analisado pela OCT.
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2.0bjetivos

1. Desenvolver uma metodologia para formagaatro de biofilme deC. albicans
2. Verificar a sensibilidade do biofilme d& albicansfrente a terapia fotodinamica
antimicrobiana utilizando como FS o azul de metilera hipocrelina B:L'&

3. Analisar o biofilme através da OCT antes e degaiPDT.
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3. Materiais e métodos

Os fotossensibilizadores azul de metileno (AM) pocrelina B (HB) utilizados
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corporation Ltda. cloreto de lantanideo usado
(LaCls.7H,0O) também foi da empresa Sigma-Aldrich Corporatidda. O etanol
(CH3CH,OH) utilizado como solvente da HB e do cloreto detdnio foi adquirido da

Vetec Quimica Fina Ltda.

O fungoCandida albicansATCC90028 usado neste estudo foi obtido dos es®qu
do Laboratorio de Leveduras Patogénicas do ICB-WPaPa a padronizacédo do indculo foi

utilizado o espectrofotdmetro (SP-220 com o softwalinspec 2.3.1).

3.1 Estudo da terapia fotodindmica em leveduras

Para o estabelecimento de parametros da teramdirfétmica em biofilme, um
estudo piloto foi realizado em levedura. A concagdio de azul de metileno utilizada foi
de 10@M e a irradiagéo foi feita através de um LED vehmoelJa a concentracdo de
Hipocrelina B:L&? utilizada foi de 1AM e a irradiacdo desta foi através de um LED azul.
As amostras de cada corante foram divididas emupogrt Grupo controle, que néo
recebeu o tratamento; Grupo LED, que recebeu semeritradiacdo do LED; Grupo
fotossensibilizador, que recebeu somente o fotsgsépnador e o grupo PDT, que recebeu
a associacao LED e corante. O grupo PDT foi diaden quatro tempos diferentes,

dependendo do fotossensibilizador empregado (tdhelas grupos que receberam os FSs
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foram mergulhados na solucdo por 10 min. Os parasele irradiacdo e os tempos de

exposicao estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Grupos utilizados para o estudo. O gruposé& refere ao grupo que recebeu

somente o fotossensibilizador por 10 minutos.

Grupo
Grupo LED FS Grupo PDT
Fotossensib”izadorConcentragaoComprlmento de Tempo de Irradiagcdo (min.)
(mM) onda
Azul de Metileno 0,1 630+20nm 0 3 6 9 12
HipocrelinaB:La+3 0,01 460+30nm 0 05 1 152

A irradiacdo nos grupos que utilizou azul de reatl foi feita por um LED de
260mW de poténcia (MMOptics, Sao Carlos, Sao P&rksil) com comprimento de onda
deA=630nm + 20nm, com taxa de fluéncia de 195,88m\A/darante 3, 6, 9 e 12 minutos
de irradiacdo resultando em fluéncias de 35, 76,e1@41J/cth O diametro do feixe foi
ajustado para irradiar toda a superficie do pogouma area de 1,33émJ4& nos grupos
que utilizamos a HB:L'g, a irradiacéo foi feita por um LED em 460nm + 3Qmuténcia
P=441mW e uma taxa de fluéncia de 331mWW/¢@uantum, ECCO Fibras, Campinas,
Brasil), com fluéncias de 10, 20, 30 e 40F/cth diametro do feixe também foi ajustado

de modo a irradiar toda a superficie do poco.

A irradiacdo de todos os grupos foram feitas emgglale 96 pocos, com diametro
de 6 mm e com 2QQ. de volume. A concentracdo de unidades formadibeasolonia por
mililitro (UFC/mL) de C. albicansutilizada foi de 1BUFC/mL com uma transmitancia de

73% + 3% em um feixe de= 530nnte.



14

3.2 Meios e condi¢des de crescimento

Amostras deC. albicansforam crescidas em placas de Petri contendo meio d
cultura agar de dextrose Sabouraud e foram incgbaata24h a 37°C em atmosfera de ar.
Estas células foram colhidas e novamente incubagtaem tubo de ensaio com 5mL de
caldo Sabouraud dextrose (24h a 37°C) na mesmastergd As células foram entdo
colhidas e lavadas duas vezes em solucdo salineoteada com fosfato (PBS) pH=7.2
0,15M e depois colhidas novamente para quantifca@ara a lavagem das células, o tubo
de ensaio contendo o meio de cultura €aalbicansfoi agitado em um vértex e depois
centrifugado a 3.000RPM durante 10 minutos, seatimdo todo o liquido sobrenadante

deixando apenaspelletde células no fundo (Fig 3.).

Figura 3. Células aglutinadas, formandoetiet

Adicionamos 6mL de PBS e o tubo foi agitado em wmtex, repetindo 0 processo
todo duas vezes, certificando assim a subtracatodi® meio de cultura e mantendo
somente as células @ albicans Em seguida, as células foram ressuspendidasrdm 6
de PBS, submetidas a diluicOes seriadas para fjoagdio e usadas imediatamente sobre o

substrato.
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Na literatura ndo existem relatos de quantificad@@oncentracéo de 10FC/mL
através do espectrofotdmetro, portanto, outro espiidto foi realizado para ser usado na
criacdo de biofilme e a transmitancia do comprimete onda= 530nm foi mensurada
em suspensao de. albicans O nivel de transmitancia na suspensao de PB§jusiado

em 34% ~ 38%, que corresponde & concentracad d&EWmL.

3.3 Preparacao do substrato — Discos de silicon@agiomeérico

Foram utilizados discos de silicone elastoméri&ts) riundos de cateteres (fig 4.)
com 0,6cm de diametro (o0 mesmo diametro dos poigasados no estudo em levedura).
Para a conformacédo em discos, os cateteres (dnggnte em formato de tubo) foram
previamente planificados entre duas placas de @gmmcessados em autoclave, através de
um aquecimento a vapor em uma temperatura de 1&iftCuma pressdo de 1,58kgffcm
por 16 min (fig 5.). Este material foi lixado emagulacao fina (lixa 400) para aumentar a
superficie de contato e para melhorar a aderénmuigdpa das células fungicas (fig 6.).
Com o auxilio de uma lamina circular (Fig 7.) aagide silicone foram cortados em discos
(fig 8.). Esses discos obtidos foram lavados commég sabdo e enxaguados com agua
destilada. ApOs a secagem das amostras, prossegaonoa esterilizagdo em autoclave.
A utilizacdo deste material se deve a semelhangasamptada aos materiais usados em

cateteres e a habilidade destes em crescer bipBegendo Hawser e Dougtag’.
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Figura 4. Cateter elastomérico Figura 5. Planificacdo dos cateteres.

Figura 6. Lixa para aumentar rugosidade das aasostr

Figura 7. Detalhe da lamina circular.

Figura 8. Discos cortados com 6,0 mm de didmetro
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3.4 Formacéao de biofilme

Os discos de silicone foram colocados em placasuttara de células e foram
incubados em soro fetal bovino durante 24h a 3%Cuena cadmara incubadora com
agitacao orbital. Apos este periodo, os discosridevados com PBS para remover o soro
fetal bovino residual. Para certificar a unifornddada formacéo de biofilme nos discos,

estes foram imersos em 6mL do in6culo contenddJET/mL.

As amostras foram incluidas em uma placa de Peiiendo o inoculo com a
concentracdo de I0FC/mL e incubadas por 90 min. a°87em camara incubadora com
agitacao orbital. Em seguida, os discos foram clasamente lavados em PBS para
remover as células ndo aderidas ao substrato. Asteas foram novamente imersas no
caldo de cultura Sabouraud dextrose e incubadaggioa 37C na camara incubadora
com agitacdo orbital. A agitacdo durante o cresgimeo biofilme aumenta a quantidade
de sintese de matriz extracelular poliméficApés todo o procedimento de formacédo de
biofilme, recolnemos algumas amostras aleatorianaisamos a formacao de biofilme
através da microscopia Optica sobre placas de Eattendo PBS em um aumento de

400x.

O esquema a seguir mostra o cronograma do procettimexperimental para

crescimento do biofilme.



CRONOGRAMA DE CRESCIMENTO DO BIOFILME:

Crescimento no ag
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Dia 1

Dia 2

Dia 3

l 24h
Amostras no soro fetal bovi Crescimento no caldo
l 24h no (rbital Shaker a 37°¢ l
Lavagem no PBS Lavagem de células e quantificacalo
10’ blastéporos incubados por 90 |
Discos removidos e
reposicionados em novas plas j

!

| Biofilme formado |

Figura 9: Cronograma de crescimento do biofiimedte 5 dias.

48h no Orbital Shaker a 37°

Dia 5
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3.5 Terapia fotodinamica em biofilme

Para a avaliacdo da susceptibilidade do biofilmetegapia fotodinamica
antimicrobiana, foi utilizado o corante azul de ilrab como fotossensibilizador em uma

concentracdo final de 10m*> *°

e 1mM. Este aumento na concentracdo foi devido a
dificuldade de penetracdo e difusdo dentro do Imefiem concentracdes mais baixas. O
grupo que utilizou a Hipocrelina B:Ia(HB:La™) como fotossensibilizador teve sua

concentracao final ajustada paraup*’.

As amostras foram divididas em 4 grupos: gruporota{L-FS-) , que nao recebeu
o tratamento; grupo LED (L+FS-), que recebeu somentrradiacdo do LED; grupo
fotossensibilizador (L-FS+), que recebeu somerftaassensibilizador durante 10 min e o
grupo PDT (L+FS+), que recebeu a associacdo LEDrante por 10 min (tabela 2). O
grupo PDT se subdividiu em outros grupos, variamddempo de irradiagdo e a

concentracdo no caso do AM .

Tabela 2: Grupos utilizados para o estudo.

Sigla Caracteristica do grupo

L-FS-  Grupo controle

L+FS-  Grupo Irradiado sem fotossensibilizador

L-FS+ Grupo néo irradiado e exposto ao fotossdimabior
L+FS+ Grupo submetido a terapia fotodinamica

Para aplicacédo do corante, os discos SE foram asien solucdo aquosa de azul
de metileno e solugéo de HBapor 10min. Decorrido este periodo, os discos foram
removidos da solucéo e irradiados (L+FS+), ou ainente processados na diluicao

seriada (L-FS+).
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A irradiacdo nos grupos que se utilizou azul deleret foi feita pelo mesmo LED
de 260mW de poténcia com comprimento de onda=#30nm = 20nm, com taxa de
flueéncia de 195,88mWi/cthdurante 3, 6, 9 e 12 minutos de irradiacdo, t@sdb em
fluencias de 35, 70, 106 e 141Jfcfig 10A). O diametro do feixe foi ajustado para
irradiar toda a superficie do disco SE, em uma &eal,33crh J4 nos grupos que
utilizamos a HB:L&, a irradiacdo foi feita por um LED em 460nm + 3Qrpoténcia
P=441mW e uma taxa de fluéncia de 331mW/dig 10B), com fluéncias de 10, 20, 30,
40, 60, 120 e 180J/cnfTabs. 3 e 4). O diametro do feixe também foitajis de modo a

irradiar toda a superficie do disco. Esses tempasradiacdo foram determinados através

do estudo piloto realizado em leveduras.

Figura 10. Amostras sendo irradiadas em placasetie¢ @®mi=630nm £+ 20nm (A) e

460nm = 30nm (B).
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Tabela 3: Parametros utilizados na PDT em biofilme

Fotossensibilizador Azul de Metileno HipocrelinaB:la+3
Concentragéo (mM) le0,1 0,01
Comprimento de onda de irradiacéo (nm) 630 £ 20 #80
0 0
3 0,5
6 1
. . . 9 15
Tempo de irradiacao (min.) 12 5
3
6
9

Tabela 4. Fluéncias utilizadas nos grupos que fa@metidos a terapia fotodinamica.

Fluéncias utilizadas neste estudo (Fjcm

HB:La™ 10 20 30 40 60 120 180

AM 35 70 106 141

3.6 Andlise microbioldgica:

Apb6s os tratamentos realizados, todas as amoshmesm introduzidas
individualmente em tubos tipeppendorfcontendo 1mL de PBS. Os tubos foram

identificados e agitados em um vortex por 60s.

Apo6s a homogeneizagdo das amostras, retiramds & cada tubo e submetemos

a diluicdo seriada em placas de 96 pocos contedfid_lde PBS (até a diluicido T0da
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concentracao inicial). Aliquotas deiilOforam removidas de cada diluicdo e escorridas em
triplicata em meio de cultura Agar de dextrose Saed. Subsequentemente, elas foram

incubadas a 37°C durante 12h ~ 16h para a contdgeuiC.

3.7 Andlise da terapia fotodinamica através da OCT:

As amostras com biofilme formado na superficie rforamergulhadas
cuidadosamente em solucéo de PBS para a remogiaeeso de meio de cultura, com a
finalidade de nédo atrapalhar a leitura, uma vezayirelice de refracdo do meio de cultura
nao € conhecido e pode variar durante o crescingmtoiofiime. Subsequentemente, os
discos foram posicionados em placas de Petri éstéreantendo-a sempre fechada e,

assim, evitando a desidratacao do biofilme.

O equipamento de OCT (OCP930SR, Thorlabs, EUAatb neste estudo emite
luz proveniente de um LED com emissao em 930nn&noa de 2mW e resolucao lateral
e longitudinal no ar de gu&h. Para a terapia fotodinamica utilizamos comordera AM
na concentracdo de 1mM e fonte de luz um LED &om630 + 20nm. O tempo de pré-
irradiacéo foi de 10 minutos e apds esse tempopvemos 0 excesso de AM sobre a

amostra, lavando-a cuidadosamente com PBS.

O sinal captado mostra inicialmente um pico intemsiginado pela reflexado
(mudanca de fase entre dois meios de indice dacéefrdiferentes: o ar e a agua do
biofilme). O indice de refracdo utilizado para dcuobp da profundidade foi de 1,30 (o

mesmo da agua). O software que analisou os sibéidos foi desenvolvido no Labview
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pelo Prof. Anderson Zanardi de Freitas, do CenteoLdsers e Aplicacdes, IPEN-

CNEN/SP.

3.8 Analise estatistica

As amostras foram realizadas em triplicata e em melnos dois dias separados. Os
resultados foram analisados por one-way ANOVA enaslias foram comparadas pelo

teste TUKEY. O nivel de significancia adotado feisds.
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4. Resultados e discussao

C. albicansé um fungo com a capacidade de se organizar diim@alependendo
das condicbes ambientais e do substrato utiliz&doém, o desenvolvimento de uma
metodologia para padronizar o crescimento do Ibiefino substrato ndo é trivial. E de
fundamental importancia a uniformidade das rugakdecriadas pela lixa de granulacao
fina para que a aderéncia primaria das levedujasgel em todas as amostras. A figura
11 mostra o biofilme formado, analisado por micopsa Optica realizada sobre uma
amostra, com o0 aumento original de 400x. E possiveérvar que conseguimos obter uma
quantidade de microrganismos padronizada, com wnaatdo uniforme de hifas e

leveduras na superficie dos discos elastomeéricos.

B IR

7 -\-4 b Ll
|Comprimento : 50um|
L. B

Figura 11. Biofilme deC. albicansformado em discos de silicone elastoméricos. A

seta amarela indica uma hifa do biofilme e a setmelha indica uma levedura.
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Em todos os testes antimicrobianos com PDT, grgposrole foram feitos para
observacdo dos efeitos da irradiacdo, a toxiciddolecorante no escuro e controle
ambiental. Em todos os experimentos, ndo foi emadatqualquer diferenca estatistica
significante entre estes grupos. Estes resultanlogecgem aos achados na literatura, onde
nao foram encontradas evidéncias de efeitos ddiaga@o ou toxicidade do azul de
metileno nas concentracdes e tempo de pré-irragliestiidados * ** 3132 49 hem como

na utilizacdo da hipocrelina B 1%".

O microrganismo, quando organizado em biofilme, tneasuma resisténcia maior
a terapia fotodinamica antimicrobiana sob os megmacdmetros utilizados & albicans
em suspensao, quando o FS utilizado foi o azuletdeno. Quando o fungo esta na forma
de blastoporo, com o AM a 10Wl, a terapia mostrou uma reducdo de 100% apods
irradiacdo de 6 minutos. Entretanto, quando orgalazm biofilme, ndo houve reducgao

quando este FS foi utilizado na mesma concentnagsie periodo de tempo (fig. 12).
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Figura 12. Fracdo de sobrevivéncia @e albicansem forma de blastéporo e
organizada em biofilme. Note que em concentragigss e sob 0s mesmos parametros de
irradiacdo, o comportamento do biofilme e do blasté quando submetidos a terapia

fotodinamica séo diferenteBarras de erro representam o desvio padréo.

A HB:La™ em uma concentracdo deydM obteve em leveduras uma eficiéncia
superior ao AM na concentracao de 100 O tempo necessario para reduzir em 100% o
namero de células viaveis @& albicansfoi de 6min. para o AM (fig. 13) e 10s para a
HB:La™ e uma fluéncia menor também, de 703/gara o AM e de 10J/chpara a
HB:La"™ (fig. 13).Porém, ao fotossensibilizar o biofilme, a HB*{apresentou uma menor
eficiéncia quando comparada aquela obtida em leasd(fig 13). Provavelmente, na
concentracdo de UM, o FS ndo conseguiu penetrar na matriz extraaejblimérica,

impedindo sua difusédo no biofilme para que ocoe@sprocesso fotodinamico de maneira



27

efetiva. Alguns autores observaram que a matriaesiular polimérica dificulta a difusédo
de antifungicos, e quando o farmaco penetra nalief a sua concentracdo € bem menor
do que a concentracdo extéthg™ °* °! Isso explica a dificuldade de difusédo do
fotossensibilizador em concentracdes eficientes paterapia fotodinamica. No estudo
com a HB:L&> nds tentamos aumentar a concentracdo do FS pdfizar sua eficacia.
Quando utilizamos a HB:["Aem concentracéo de 10, observou-se um precipitado do
FS no biofilme, e quando utilizamos para a redueéo leveduras, a HB:[& nado
demonstrou nenhuma reduc&o microbiana, inviabilieaseu uso em concentracdes

maiores (fig. 14).
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Figura 13. Fracdo de sobrevivéncia de albicansapés PDT utilizando como
fotossensibilizadores AM a 1mM e 0,1mM e HB*fem 1QuM.
Por outro lado, a utilizagdo de uma maior concedttade AM melhorou a

distribuicdo do FS dentro do biofilme. Alguns ae®mostraram que o biofilme, por ser
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rico em polissacarideos, é capaz de reduzir sigiifiamente, mas nao bloquear, a
penetracdo dos antimicrobiad®s? Utilizando o azul de metileno a 1,0mM, obtivemos
uma reducado acima de 99% em 3min. de irradiacée, H00% apos 6min (fig. 14). Estes
achados sugerem que o AM em uma concentracao deMl,tesmo com os fatores de
defesa do biofilme, é difundido na matriz extralzlupolimérica em concentracbes

suficientes para a PDT.
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Figura 14. Fracao de sobrevivéncia de biofiimé&dalbicansapés PDT utilizando

como fotossensibilizadores AM a 100, almM e HB:L&*em 1QuM.

A figura 16 mostra a arquitetura do biofilme atd@ técnica de OCT. Observa-se
que o biofilme apresenta uma superficie mais aelodaacterizada pelo alto espalhamento
da luz (regido mais brilhante) seguida de uma camaals densa (regido mais escura), que

€ o disco de SE. A espessura de biofilme formaddefd 1Qum (fig 15).
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Figura 15. Imagem obtida pela técnica de OCT ddilime formado porC.

albicansem discos de silicone elastomérico. Note as setaselhas indicando a espessura

do biofilme.

A superficie do biofilme é rica em agua, retidaapéehifas formadas apresentando

uma maior transmissao de luz (fig 16). Duranterapia fotodinamica, essa camada foi

aumentando, sugerindo a destruicdo da arquitetutziadiime provavelmente ocasionada

pela lise destas células que a comp@amo as leveduras, hifas e pseudo hifaCde

albicans
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Figura 16. OCT realizada antes e depois da PDT eoAM 1mM. A camada
superficial aonde a luz foi mais transmitida € aadigua foi mais retida pelas hifas antes
da PDT (seta vermelha). Note 0 aumento da espedsucamada aonde a luz foi mais

transmitida, indicada pela seta amarela apos a PDT.
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5. Conclusbes

O microrganismoC. albicansse organizou em biofilme mediante as condi¢cdes
ambientais estabelecidas pela metodologia desadsol®btivemos uma formacdo de
biofilme padronizado nos discos elastoméricos oidgnde cateteres com espessura de

110um.

Os FS utilizados AM e HB:L'dforam efetivos na reducéo @e albicansem forma
de leveduras apdés a terapia fotodindmica nas ctacées de 1QM e 1QuM,
respectivamente. O mesmo microrganismo quando izagm em biofilme nos substratos

de silicone elastomérico teve uma maior resisténtemapia nestas concentracoes.

O AM em 10@M nao apresentou eficiéncia na acao antimicrobagam@DT em
biofilme. Com o aumento da concentracdo em 10 yex&sM foi eficiente em reduzir

100% deC. albicans apds 6min. de irradiacao.

A HB:La™ mostrou-se um fotossensibilizador eficiente emedevas na

concentracdo de M. Em biofilme, nesta concentracéo, este FS naoastrou efetivo.

A OCT mostrou-se uma ferramenta possivel de skzada para medir o biofilme

e verificar em tempo real a acdo da terapia fotodina.
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