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RESUMO

A secrecao lacrimal, muco e residuos acumulados na superficie de uma protese
ocular podem propiciar o crescimento microbiano, incluindo a formacgao de biofilmes
e surgimento de doengas como endoftalmites recorrentes. A resina acrilica
atualmente é o material de escolha para a confecgédo dessas proteses. O controle de
formacéao de biofilmes na superficie de uma proétese ocular € de extrema importancia
para a manutencdo da saude da cavidade anoftalmica de seus usuarios. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito antibacteriano do tratamento por terapia
fotodindmica (TFD) sobre o biofilme de estafilococos desenvolvido na superficie de
uma resina acrilica ocular escleral. Para isso foram confeccionados 66 discos de
resina acrilica especifica para protese ocular (10 mm em didmetro e 2 mm em
espessura) e esterilizados com 6xido de etileno. Para a avalicdo microbioldgica
amostras de Staphylococcus aureus foram utilizadas e a cinética do biofilme foi
avaliada ao final de 12h, 24h e 48 h. O biofilme foi formado sobre a superficie dos
discos por 24 h e ao final os discos foram tratados com azul de metileno (AM) em
diferentes concentragdes de (25, 50, 75 ou 100 ug/mL), com ou sem fotoativagao de
laser diodo (TFD), controle positivo com gluconato de clorexidina 2%, e controle
negativo com PBS. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica por
ANOVA e tukey (a = 0,05). Pode-se verificar menores valores de UFC para os
tratamentos com AM e TFD nas concentracbes de 75 e 100 pg/mL,
comparativamente as menores concentragdes e ao controle negativo. Nao houve
crescimento bacteriano no controle positivo. Concluiu-se que a TFD foi eficaz no
controle de biofilme de S. aureus formado sobre resina acrilica escleral, sendo este

tratamento promissor como alternativa para controle quimico de proteses oculares.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, biofilme, terapia fotodinamica, protese

ocular, resina acrilica.



ABSTRACT

The lacrimal secretion, mucus and residues accumulated on the surface of an ocular
prosthesis can promote microbial growth, including the formation of biofilms and the
appearance of deseases such as recurrent endophthalmitis. Acrylic resin is currently
the material of choice for making these prostheses. The control of formation of
biofilms on the surface of an ocular prosthesis has extreme importance for the
maintenance of the health of the anophthalmic cavity of its users. The objective of
this study aimed to evaluate the antibacterial effect of photodynamic therapy (PDT)
treatment on Staphylococcus spp. biofilm developed on the surface of an acrylic
scleral ocular resin. For this, 66 disks of acrylic resin specific for ocular prosthesis
(10 mm in diameter and 2 mm in thickness) and sterilized with ethylene oxide were
made. For the microbiological evaluation, samples of Staphylococcus aureus were
used and the biofilm kinetics was evaluated at the end of 12h, 24h and 48h. The
biofilm was developed on the surface of the discs by 24 h and treated with methylene
blue (MB) in different concentrations of (25, 50, 75 or 100 pg / mL) with or without
diode laser photoactivation (PDT), positive control with 2% chlorhexidine gluconate
and negative control with PBS. All data obtained in the study were submitted to
statistical analysis by ANOVA and tukey (a = 0.05). Lower CFU values can be
verified for MB and PDT treatments at concentrations of 75 and 100 pg / mL,
compared to the lowest concentrations and negative control group. There was no
bacterial growth in the positive control. It was concluded that PDT was effective in the
control of S. aureus biofilm formed on acrylic scleral resin, and this treatment is

promising as an alternative for the chemical control of ocular prostheses.

Keywords: Staphylococcus aureus, biofilm, photodynamic therapy, ocular

prosthesis, acrylic resin.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

mm = milimetro (unidade de medida equivalente a 10-3m)
mL =mililitro (unidade de medida equivalente a 10-3L)

ML = microlitro (unidade de medida equivalente a 10-5L)
UFC/mL = unidades formadoras de colénia por mililitro

Nm = nandémetro

TFD = Terapia Fotodinadmica

Mg = microgramas

AM = Azul de Metileno

g =grama

Ind. Com. Ltda. =Industria e Comércio limitada

°C = escala de grau Celsius
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1 INTRODUGAO

As proteses oculares sao um tratamento restaurador de extrema relevancia
para pacientes que foram submetidos a perda total ou parcial do globo ocular por
neoplasias, traumas ou doengas congénitas (GOIATO et al.,, 2007). Assim este
tratamento visa proporcionar a melhoria na qualidade de vida destes individuos
(GOIATO et al.,, 2013; NIRALE; THOMBRE; KUBASAD, 2012; SONG; OH; BAEK,
2006), uma vez que os olhos além da visdo, também desempenham um papel
extremamente importante na comunicacéo e relacionamento humano. Além disso, o
olho artificial permite o restabelecimento do contorno facial do paciente, devolve a
harmonia e a estética facial, promove a sustentacdo e a tonicidade muscular e
direciona o lacrimejamento, protegendo a cavidade anoftalmica (GOIATO et al., 2013,
SONG, OH, BAEK, 2006).

Até a segunda Guerra Mundial os olhos artificiais eram confeccionados de
vidro, tendo os alemdes dominio desta técnica, porém, o vidro ndo adaptava-se
corretamente a cavidade, além de quebrar e causar danos a regido ocular, surgindo a
necessidade de buscar materiais mais adequados. Diante disso, a resina acrilica foi
descoberta e bem aceita para este fim, devido as suas vantagens sobre o vidro, como
a disponibilidade no mercado, baixo custo, facil manuseio, biocompatibilidade e um
bom grau de resisténcia (ERPF; DIETZ; WIRTZ, 1947).

Entretanto, é conhecido que estes materiais biocompativeis utilizados na
confecgdo de proteses oculares, sao susceptiveis a adesado bacteriana e colonizagao
por microbiota potencialmente patogénica (PARANHOS et al.,, 2007). Entre os
microrganismos colonizadores de proteses maxilofaciais e tecido remanescente
encontram-se os estafilococos coagulase-positivos, cujo principal representante é o
Staphylococcus aureus. (ARIANI et al., 2012; GUIOTTI et al.; 2016).

O S. aureus vive, principalmente, nas superficies das mucosas e tem sido
considerado um dos mais versateis e perigosos patogenos humanos (PARANHOS et
al. 2007). A secrecéo lacrimal, muco e residuos acumulados na superficie da protese
podem tornar o ambiente excelente para o crescimento bacteriano (DAYAL; RAO;
MAHAJAN, 1984), como o Staphylococcus aureus, uma bactéria oportunista que
coloniza a pele de 20% a 30% da populacido e é capaz de causar uma série de

doencas e intoxicagées no homem (KIM et al., 2015).



Assim, o controle de formagao do biofilme nas proteses é muito importante para
manter a saude da cavidade anoftalmica e pode ser realizado por meio de técnicas de
desinfeccdo e limpeza diarias (HENRIQUES et al., 2005). Os biofilmes sdo definidos
como uma comunidade séssil caracterizada por células que formam microcolénias, e
que estao irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma interface, ou ainda uma as
outras, embebidas numa complexa matriz extracelular de substancias poliméricas,
exibindo um fendtipo alterado no que diz respeito a taxa de crescimento microbiano e a
transcricdo genética (DONLAN;COSTERTON, 2002).

Os biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante na
natureza e sdo cruciais no desenvolvimento de infecgdes, uma vez que servem de
nicho aos agentes patogénicos e estdo associados a altos niveis de resisténcia a
agentes antimicrobianos (DONLAN, 2001).

Estudos recentes mostram que a clorexidina é eficaz como anti-séptico
quimico, com agédo antifungica e bactericida (HENRIQUESet al., 2005; PARANHOS et
al., 2007; SILVA et al., 2010). Entretanto, a literatura cientifica tem mostrado que o uso
continuo de solugdes desinfetantes podem alterar propriedades fisicas e mecanicas da
resina acrilica (NIRALE; THOMBRE; KUBASAD, 2012), como a lisura superficial,
alterando a qualidade das proteses oculares. Por esse motivo, métodos alternativos e
eficazes de desinfecgéo e esterilizagcado de acrilico tém sido pesquisados (RIBEIRO et
al., 2012).

A resina acrilica € um material termossensivel e por isso ndo pode ser
submetida a nenhum processo de esterelizagdo envolvendo altas temperaturas, sendo
necessaria a sua desinfecgdo por métodos mais conservadores em relagcdo a altas
temperaturas. Neste contexto de tratamento, a terapia fotodindmica (TFD) vem sido
aplicada com bastante eficacia, e tem sido aplicada em parasitas patogénicos, na
Odontologia nas areas de periodontia, cardiologia, endodontia e patologia oral, em
ambientes hospitalares e em lesbes de pele, como o cancer de pele (RONQUI, 2015).

Além disso, a TFD consiste na interagdo de um agente corante
fotossensibilizador e uma fonte de luz, como luz laser de baixa intensidade e LED, no
intuito de provocar danos a membrana celular e morte bacteriana. Segundo O’riordan,
Akilov e Hasan (2005) experiéncias usando fontes de luz e corantes datam de mais de

100 anos, essa agao ocorre quando os fotossensibilizadores absorvem os foétons da



fonte de luz e seus elétrons passam a um estado excitado (NIRALE; THOMBRE;
KUBASAD, 2012), gerando espécies reativas de oxigénio como, oxigénio singleto, que
tem a capacidade de matar ou danificar as células bacterianas (GIROLDO et al., 2009).
Entre os fotossensibilizadores mais utilizados na TFD, o azul de metileno (AM) destaca-
se por ter boa absor¢cao em diferentes substratos, com afinidade e comprimentos de
onda maiores que 620 nm, sendo biocompativel e apresentando alto potencial
antimicrobiano quando fotoativado. (PUPO et al., 2011; SILVA et al., 2010).

Desse modo, este estudo justifica-se pela necessidade de meios para
desinfeccdo de préteses faciais, incluindo préteses oculares, visto que a TFD, tem se
mostrado promissora no controle microbioldgico. (DOVIGO et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2012; FREITAS-PONTES et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia antibacteriana da TFD quanto ao
biofilme de Staphylococcus aureus, desenvolvido na superficie de uma resina acrilica

utilizada na confeccéo de protese ocular.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar in vitro o comportamento do crescimento do biofilme na superficie
de resina acrilica escleral.

- Avaliar in vitro a eficacia do tratamento com TFD, variando a concentragao
do AM, comparativamente a clorexidina e controle, na remog¢ao do biofilme de

Staphylococcus aureus, na superficie de resina acrilica escleral.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi utilizado resina acrilica termopolimerizavel em microondas,
Onda-Cryl, (Classico Artigos Odontolégicos Ltda.). A partir disso, foram confeccionados
66 discos de resina acrilica que serviram como superficie para o desenvolvimento do

biofilme bacteriano.

3.1. Confecgao dos discos de resina acrilica escleral
Para a padronizagao dos discos de resina acrilica escleral obtidos pela
Onda-Cryl (Classico Artigos Odontolégicos Ltda.), foi utilizada matriz metalica
vazada na espessura de 3 mm, contendo em seu interior 10 compartimentos
circulares, com dimensdes de 10 mm de didmetro cada, que corresponderam as
dimensbes dos discos de resina. Em uma mufla para micro-ondas, esta matriz foi
posicionada entre duas placas de vidro (80 mm x 35 mm x 3 mm), sendo ambas
isoladas com produto a base de alginato (Cel-Lack, Brasil), para que a resina acrilica
nao aderisse as placas de vidro apds sua polimerizagdo. Em seguida, as propor¢des
do p6é e polimero da resina acrilica foram previamente medidas em recipientes
especificos, despejados e misturados em pote palador com espatula 36, de acordo
com as instrucdes do fabricante. Quando a mistura chegou na fase filamentosa, esta
foi inserida no interior da matriz metalica, a mufla foi fechada e o conjunto levado sob
pressao de aprox. 40 libras? (Prensa). Em seguida, a presséao foi removida, a mufla
foi parafusada com os discos confinados em seu interior e foi mantida em descanso
durante 30 minutos para posterior polimerizacdo da resina acrilica em micro-ondas.
A polimerizagdo no micro-ondas foi feita em 10 minutos, programada em trés
tempos, conforme indicacdo do fabricante (3 minutos em poténcia de 30% da
capacidade maxima, 4 minutos em poténcia 0% e 3 minutos em poténcia de 60%).
Apds a polimerizagdo, a mufla foi retirada do micro-ondas e deixada 24 horas
esfriando para posterior abertura e retirada dos discos.
Posteriormente, todos os discos de resina acrilica escleral foram submetidos a
limpeza em agua filtrada para remogao de debris em sua superficie e, na sequéncia
foram deixados ao ar livre, em ambiente asséptico, para secagem. Em seguida, os

discos de resina acrilica foram esterilizados por 6xido de etileno (WILLIANS et al.,
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2011), pela empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda, para

eliminagao de possiveis microrganismos remanescentes.

3.2. Cultivo bacteriano

A amostra de S. aureus (ATCC 6538) foi utilizada neste estudo. Para o
preparo do inéculo, a amostra foi mantida a -80°C em caldo de criopreservagao
Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, Sparks, MD, EUA) contendo 10% de glicerol. Para
a reativagcao da amostra foram semeados 100 pyL de S. aureus em uma placa de
Petri contendo meio de cultura BHI , e incubadas a 37°C, em estufa bacterioldgica,
por 24 horas. As culturas foram inoculadas em um tubo Falcon™ contendo 30 ml de
BHI incubadas a 37°C e mantidas sob agitagdo por 24 horas, a fim de obter células
em fase exponencial. Apds este periodo, a densidade 6ptica foi mensurada por um
espectrofotometro, a fim de estabelecer a absorbancia de 0,5 a 620 nm, que
equivale a 108 UFC/mL.

3.3. Avaliacao cinética do biofilme

Foi verificada a capacidade de formacéao de biofilme em placas de poliestireno
(SOUZA et al., 2014). Apos o periodo de crescimento bacteriano, e verificagdo da
absorbancia, as células foram centrifugadas sob rotagao de 4500 rpm por 6 minutos.
O pellet bacteriano formado foi ressuspendido em caldo BHI enriquecido com 1% de
sacarose, de forma a obter a concentragéo celular correspondente a 108 UFC/mL.
Aliquotas de 200 pL da cultura bacteriana foram aplicadas em placas de 96 pocgos, e
estas mesmas placas foram incubadas a 37°C por 12h, 24h e 48h.

Ao final de cada periodo de incubacéo, o conteudo de cada poco foi aspirado
e os pogos foram gentiimente lavados trés vezes com 200 pL de PBS estéril, e
mantidas em temperatura ambiente até a completa secagem. O biofilme aderido a
superficie da placa foi fixado com 300 uL de metanol (PA 99% v/v) por 10 minutos, e
preservado adicionando-se 300 uL de PBS. Ao final de 48 h o biofilme de cada pocgo
foi corado com solucédo de cristal violeta 0,5%. Apds 10 minutos de coloragao, a
solugdo de corante foi aspirada, os pogos foram lavados com PBS e o corante
aderido ao biofilme foi removido pela adicdo de 200 uL de etanol absoluto por 10
minutos. Apds esse periodo, 150 uL da solugao contida em cada um dos pocos foi

transferida para outra placa limpa e seca. A absorbancia foi quantificada utilizando
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leitor de ELISA (Thermo Fisher Scientific, EUA), em comprimento de onda de 620

nm.

3.4 Implantagao do biofilme

Em fluxo laminar, os discos de resina foram retirados do envelope de
esterilizagdo com o auxilio de uma pinga estéril e, sob condicbes assépticas,
transferidos individualmente, na posicao horizontal para uma placa de cultura de 24
pocos contendo 800 L de indculo bacteriano, correspondente a 108 UFC/mL de S.
aureus em BHI suplementado com 1% de sacarose. Verificou-se que 800 uL é
volume necessario até cobrir o disco por completo apresentando adesao de biofilme
viavel para os testes. A placas contendo os discos com o inéculo foram incubadas a
37°C, durante 24 horas sem agitagdo. Em seguida, os discos foram transferidos para
uma nova placa de cultura de 24 pogos contendo 800ul de PBS para lavagem.
Posteriormente, a solucao foi aspirada e os discos foram submetidos aos respectivos

tratamentos de desinfeccéo propostos no estudo.

3.5 Tratamentos de desinfecgao

Apo6s o periodo de incubagdo de 24 horas, os discos de resina seguiram
imediatamente ao tratamento com as solugbes proposta: solugdo de AM
(fotossensibilizador) nas concentragbes de 25, 50, 75 ou 100 pg/mL no periodo de 5
min sem fotoativar com laser; solucdo de AM nas concentra¢des de 25, 50, 75 ou
100 pg/mL no periodo de 5 min fotoativados com laser diodo (comprimento de onda:
660 nm; energia: 9J- 1J = 1J/25cm? (Therapy EC); poténcia: 100mW) durante 90
segs.; solucdo de gluconato de clorexidina a 2% (CHX) por 10 minutos como
controle positivo; PBS por 10 minutos como controle negativo; aplicagdo apenas de
laser diodo (comprimento de onda: 660 nm; energia: 9J- 1J = 1J/25cm? (Therapy
EC); poténcia: 100mW) durante 90 segs. Todos os grupos experimentais

permaneceram com 6 discos (n = 6).

3.6 Contagem das células do biofilme
Ao final dos tratamentos, as solugdes foram cuidadosamente aspiradas,
adicionado 800 pyL de PBS aos pogos para lavagem dos discos contendo o biofilme

e posterior remocgao das células fracamente aderidas. A solu¢des de PBS das placas
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foram aspiradas para remogao dos excessos dos produtos e adicionado a placa 100
ML de PBS contendo 0,005% de solugédo Tween para impedir o escoamento do PBS.
Apos, foi realizada a raspagem do biofilme formado sobre os discos utilizando
ponteira estéril. As suspensdes contendo o biofiime foram homogeneizadas e
diluidas em série em 90 uL de solugdo PBS para cada 10 ul de amostra. Para a
semeadura da diluicdo em série foi aplicada a técnica de microgota (ROMEIRO,
2008). Assim, cada placa de Petri correspondeu a um grupo de tratamento, sendo
dividida em cinco sessées identificadas por diluicdo: 102 a 106, Para cada diluicdo
foram aplicadas 3 gotas de 10 pL cada retiradas das suspensbes diluidas. As
placas de petri foram incubadas a 37°C, em estufa bacteriologica (Incubadora BOD,
CIENLAB, Brasil), ambiente de aerobiose por 24 horas. O numero de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) foi obtido a partir da média entre a contagem das
coldénias das 3 gotas para cada diluicdo, multiplicado por um fator de corregao

(devido aos 10 uL de cada gota) e pelo inverso da diluigéo.

3.7. Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o software Minitab (versdo 17). A
transformacao Box-Cox foi utilizada para a obtengdo de dados em acordo com a
distribuicdo normal para o teste de Kolmogorov-Smirnov (P<0.05). A transformacéao
indicou que a fungdo logaritmica natural (In) aplicada aos dados atende aos
pressupostos da Analise de Variancia (ANOVA). A Analise de Variancia (ANOVA)
trés-fatores foi realizada para verificar a diferenga significante entre os fatores
analisados: AM, concentracdo e TFD. As diferengas significativas nos valores
obtidos na nested-ANOVA foram comparados por teste de Tukey-Kramer HSD em

nivel de significancia de 0,05.
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4 RESULTADOS

Os discos de resina tratados com CHX-controle positivo ndo apresentaram
crescimento para a amostra de S. aureus, havendo completa inibicdo. Assim, como
o valor numérico foi zero referente ao tratamento de CHX, estes resusltados nao
foram considerados na nested-ANOVA. A figura 1 apresenta as placas de Petri para
contagem de UFC dos tratamentos, sendo visivel menor presenga de UFCs para
todos os tratamentos propostos em relagao ao controle PBS.

FIGURA 1. Placas Petri apds incubagao a 37°C por 24 horas para contagem do

numero de coldnias formadas por mililitro.

Clorexidina 2%

50 pg/mL de
AM e TFD

. 75 pg/mL de
- AM e TFD

100 pg/mL [

| 100 ug/mL de
de AM '

AM e TFD

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Na avaliacao cinética pode-se verificar crescimento do biofilme de S. aureus
seguindo normalmente as fases: log (exponencial), estacionaria e de declinio, sendo

a escolha do periodo de 24 horas de incubagé&o ideal para o estudo (Figura 2).

FIGURA 2. Valores médios de OD do crescimento do biofilme de S. aureus. Fase log

(exponencial) em 12 h, fase estacionaria em 24 h, e fase de declinio em 48 h.

0,9
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Fonte: Arquivo Pessoal.

17



No teste ANOVA, pode-se verificar diferenga para todos os tratamentos (AM,

TFD e concentragao) e a interagao entre estes fatores (P<0,001) (tabela 1).

Tabela 1. Resultados de ANOVA-nested trés fatores para log de UFC/mL.

sSQ MQ

Fator de variagao gl Ajustada Ajustada F P
AM 1 97,50 97,499 68,94 <0,001*
TFD 1 109,80 109,877 77,69 <0,001*
AM x TFD 1 24,99 24,994 17,67 <0,001*
Concentragdo (AM; TFD) 6 251,12 41,854 29,59 <0,001*
Erro 50 70,72 1,414

Total 59 531,82

*P<0,05 apresenta diferenca estatistica significativa.

Os valores médios e o desvio padrdao da contagem de UFC para cada
tratamento de desinfecgao, sdo apresentados na figura 3. Pode-se verificar entre os
tratamentos, menor numero de UFC para os discos de resina tratados com
AM75+TFD (UFC=3,23E+04) e AM100 sem e com TFD (UFC=1,13E+05; 2,71+04),
com diferenga estatisticamente significativa (P<0,001), em relagdo ao PBS-controle
negativo (UFC=2,57E+08), e demais tratamentos. Além disso, os discos tratados
com o0s demais tratamentos: incluindo apenas o laser diodo, e AM nas
concentracbes de 25 e 50 com e sem TFD, e 75 sem TFD apresentaram menor

numero de UFCs, estatisticamente significativa (P<0,001) em relagdo ao PBS.
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FIGURA 3. Média e desvio padrao do numero de células aderidas do biofilme de S. aureus (ATCC 6538) por mL para cada
tratamento de desinfecgéo. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica entre os tratamentos (P<0,001; nested-
ANOVA).

UFC/mL

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

AM25+TFD

AMS0

AMS0+TFD

AMT75

Tratamentos de desinfecgao

Fonte: Arquivo Pessoal.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo rejeitaram a hipotese nula, pois houve diferenca
estatistica significativa entre todos os fatores avaliados (AM, TFD e concentragao)
(ANOVA, P<0,05). O agente quimico digluconato de clorexidina 2% utilizado no
estudo, devido a sua eficacia antimicrobiana reconhecida (DA SILVA et al., 2008)
apresentou amplo espectro na inibicdo do desenvolvimento de biofilme da amostra
de S. aureus. A imersdo em clorexidina comprovou sua eficacia antimicrobina diante
da carga de microorganismos presente na superficie dos discos de resina acrilica,
comprovado na (figura 1), a qual mostra nenhum crescimento de S. aureus. Estudos
prévios confirmam esta tese de que a utilizagao da clorexidina 2% por 10 minutos, é
efetiva na redugdo de certos microrganismos, como Staphylococcus aureus
(GUIOTTI, 2016). Entretanto, o uso frequente pode ocasionar, em longo prazo,
alteragcdes das propriedades fisicas e mecanicas da resina acrilica e causar
manchamento da base de uma prétese dentaria e comprometer a estética da calota
ocular com a consequeunte diminuigdo da qualidade do material (GANASHI et al.,
2013; SALVIA et al., 2013; SILVA et al., 2010).

Neste contexto, métodos alternativos e eficazes para desinfecgdo ou
esterilizacdo de materiais restauradores odontologicos tém sido pesquisados
(RIBEIRO et al., 2012). O tratamento apenas com laser e a associa¢ao da luz com o
fotossensibilizador apresentara efeito antimicrobiano, pois houve menor reducgao
signifificativa de UFC/mL comparada ao controle (figura 3). Os discos somente
irradiados, apresentaram diferenca estatistica significativa, em relacdo ao grupo
controle, corroborando resultado de Suarez et al. (2013) que mostrou que o laser é
capaz de reduzir significativamente a carga bacteriana.

Em nosso estudo foi testado a TFD mediada pelo fotossensibilizador AM,
apresentando reducgado efetiva da atividade antimicrobiana comparativamente ao
grupo controle, e corroborando resultados de um estudo anterior (KOMINE;
TSUJIMOTO, 2013). Ainda, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que
quando o AM foi utilizado isoladamente como tratamento nas concentragdes de 25,
50 pg/mL nao apresentou menor reducdo de UFC/mL significativamente quando
comparado ao uso de TFD. Adicionalmente, pode-se verificar reducéo significativa

de UFC/mL na concentragdo de 75 ug/mL (Figura 3). Este resultado pode indicar
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que o AM em menores concentragdes pode nao ter efeito citotoxico significativo
sobre o microorganismo testado, S. aureus, em acordo com os achados de Pupo et
al. (2011), que verificou diferenga significativa entre as concentracées de AM e maior
espectro microbioldgico em maiores concentragoes.

Em destaque neste estudo pode-se verificar que o uso da TFD aumentou o
efeito inibitério do AM nas concentracdes de 75 e 100 pg/mL (figura 3), corroborando
estudos que mostram que o uso do laser associado a um fotossensibilizador é eficaz
contra varios microrganismos (GARCEZ et al., 2010; MIRANDA et al., 2013;
PINHEIRO et al.; 2009). De acordo com Giroldo et al. (2009) apdés a irradiagéo, o AM
pode levar a produgao de oxigénio singleto citotoxico e outras especies reativas de
oxigénio, que podem danificar a membrana celular e promover a morte da célula. A
TFD nao foi eficaz em reduzir completamente os microrganismos do biofilme
avaliado, mas os resultados obtidos neste estudo foram capaz de comprovar
reducao significativa da viabilidade celular bacteriana na area de alcance do laser,
diante dos parametros testados.

Como limitagcdes deste estudo, pode-se ressaltar resultados encorajadores da
associagdo de AM ao laser, sendo a TFD aplicada. Algumas limitagdes foram
observadas durante a realizagdo deste estudo, como o design do aparelho laser,
que nao permitiu abranger todas as areas do disco de resina acrilca igualmente.
Além disso, acredita-se que a concentragao, o tipo de fotossensibilizador, o tempo
de exposicdo e a densidade de energia do laser também podem influenciar os
resultados da TFD (PUPO et al.; 2011). Diante disso novos estudos devem ser
realizados a fim de aperfeicoar esse dispositivo de luz e torna-lo pratico e preciso
para ser usado pelos cirurgides-dentistas. Ainda sugere-se testes com novos tempos
de irradiacao, fontes de luz com comprimentos de onda diferentes e utilizando outras
classes de fotossensibilizadores tanto ja existentes quanto desconhecidas. Portanto,
mais estudos s&o necessarios para confirmar a eficacia dos fotossensibiizadores e
tornar sua aplicacado clinica acessivel e uma alternativa real ao tratamento da

microbiota desenvolvida na superficie de proteses faciais e oculares.
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6 CONCLUSOES

- O gluconato de clorexidina a 2 % apresentou amplo espectro na remogédo do

biofilme de S. aureus, com erradicacao de UFCs.

- Houve diminui¢ao dos valores de UFC para todos tratamentos propostos no estudo

em relagao ao controle PBS, incluindo o AM.
- O AM e TFD na concentragao de 100 ug/mL apresentou maior eficacia no controle

de biofilme de S. aureus formado sobre resina acrilica escleral, comparativamente

aos demais tratamentos e grupo controle PBS.
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APENDICES

APENDICE A - Materiais e equipamentos utilizados no estudo.

FIGURA 1. Resina acrilica: polimero termopolimerizavel N1 e monémero Onda-Cryll
(Classico Artigos Odontologicos Ltda.).

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 2. Discos de resina acrilica estéreis por éxido de etileno.

FONTE: Arquivo pessoal

26



FIGURA 3. Amostra de S. aureus (ATCC 6538).

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 4. Gluconato de clorexidina (Concentragdo de 2%, Maquira Industria de

Produtos Odontolégicos S.A).
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FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 5. Azul de metileno (pd) (VetecQuimica Fina Ltda.) e solugdo diluida em

agua pura estéril.

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 6. Solugdes de azul de metileno: 100ug/mL (A); 75ug/mL (B); 50pg/mL (C);
25ug/mL (D).

FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 7. Espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific).

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 8. Laser diodo (THERAPY EC).

FONTE: Arquivo pessoal.
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APENDICE B - Cultura, desenvolvimento do biofilme e contagem das unidades
formadoras de colbnias.

FIGURA 9. Avaliagao cinética do biofilme no espectrofotdbmetro (Thermo Fisher

Scientific).

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 10. In6culo bacteriano de S. aureus.
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FIGURA 11. Pellet bacteriano em tubo Falcon™.

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 12. Placa de 24 pogos com discos de resina imersos em caldo BHI
suplementado com 1% de sacarose, com S. aureus, na concentragdo de 108
células/mL (DO 620nm=0,5).

FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 13. Placa de 24 poc¢os contendo os discos de resina com o biofilme

formado sobre a superficie destes, apds 24 horas de incubacgao a 37°C.

FIGURA 14. Transferéncia dos discos de resina para uma nova placa 24 pogos,

para lavagem com PBS.

FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 15. Discos de resina na placa 24 pogos e tratamento realizado com as

solugdes preparadas de azul de metileno.

]

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 16. Procedimento de aplicagcdo de PDT sobre os discos de resina.

FONTE: Arquivo pessoal
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FIGURA 17. Formacgao de halo no disco de resina tratado com azul de metileno,

imediatamente apds a aplicagao do laser diodo.

T\ \

FONTE: Arquivo pessoal

FIGURA 18. Visualizagdo da area n&o corada por azul de metileno devido a
auséncia de biofilme.

FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 19. Placas de 24 pocgos contendo os discos de resina tratados com

clorexidina e solug¢des de azul de metileno apds lavagem em PBS.

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 20. Procedimento de diluicdo seriada.

FONTE: Arquivo pessoal.
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FIGURA 21. Aplicagao da técnica da microgota para a contagem de células por

mililitro.

FONTE: Arquivo pessoal.
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