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INTRODUGCAO

A terapia fotodinamica (PDT) surgiu como uma solu¢gdo n&o invasiva para tratar
varias infecgdes causadas por bactérias, fungos e virus, principalmente aquelas que séo
resistentes aos tratamentos e drogas convencionais. O laser pode promover reparagao
tecidual, modulacéo da inflamagéo e analgesia. Ademais, o laser pode apresentar efeito
antimicrobiano, quando combinado com agentes fotossensibilizadores.

Os fotossensibilizadores naturais possuem um grande histérico de uso na medicina.
Por serem bastante hidrofilicos sdo eliminados rapidamente do organismo, o que reduz
as chances de toxicidade (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2019). Um exemplo disso é a
propolis: uma substancia composta principalmente de pdlen, cera e secre¢des salivar de
abelhas. A sua composi¢cao quimica € incerta e pode variar de acordo com a estacao e os
tipos de plantas polimerizadas.

Diante do exposto, este estudo buscou avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofiime
da PDT associada a diferentes tipos de propolis sobre fungos da espécie Candida
albicans, um patdégeno oportunista da cavidade bucal, frequentemente relacionados com o
desenvolvimento de candidiase.

OBJETIVO

A pesquisa busca avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de diferentes tipos
de proépolis, com ou sem a aplicagdo do PDT, em micro-organismos causadores de doengas
de interesse médico e odontoldgico, como espécies de Candida albicans.



METODOLOGIA

Este estudo consiste em uma pesquisa experimental de carater quali-quanti, de
natureza basica, que objetiva determinar a minima concentragdo de extrato de propolis
capaz de inibir eficientemente o crescimento microbiano de cepas isoladas de leveduras do
género Candida.

O desempenho dos extratos de propolis foi avaliado em quatro etapas principais:

1. Preparo dos extratos de propolis: Os trés tipos de prépolis (marrom, verde e vermelha)
foram extraidos por meio da técnica de maceragao com solugao hidroalcdolica.

2. Cepas Microbianas e condigdes de crescimento: Foram selecionadas as cepas de
Candida albicans (ATCC 36801 e SC5314), doada pela Fundagao Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, RJ. As cepas foram reativadas em meio Sabouraud Destrose Agar com
clorofenicol. As culturas foram incubadas a 37°C em microaerofilia (5% de COZ2) por
24-48 horas para obter unidades formadoras de coldnias (UFCs) isoladas.

3. Padronizagdo do indculo inicial: Os indculos iniciais foram padronizados utilizando a
Escala MacFarland 0.5, seguindo o protocolo recomendado pelo CLSI.

4. Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CEM) sobre células planctdnicas: .
Os testes foram realizados de acordo com estudos prévios (Hakimiha et al., 2014; Lima
et al., 2014; Azizi et al., 2018), com algumas modificagcbes. Resumidamente, colénias
isoladas em meios semisseletivos foram utilizadas para o preparo dos inéculos usando-
se a Escala MacFarland 0,5. Cerca de 10’ UFCmL™" de fungos foram inoculados em
180 uL de meio BHI dispostos em microplacas de poliestireno com 96 pocos (diluicao
1:10) contendo entre 46, 93, 187, 375, 750, 1500 ou 3000 ug/mL de extrato de verde,
marrom ou vermelha diluido serialmente, em duplicata. Solugdo de azul de toluidina
a 0,01% (0,1 mg/ml) e veiculo controle foram utilizados como controles positivos e
negativos, respectivamente. As microplacas foram incubadas a 37°C por 5 min e as
células viaveis (crescimento positivo) foram evidenciadas com resazurina a 0,1% e
incubacéao por 20 min a 37°C. A CFM foi definida como a menor faixa de concentracao
do extrato capaz de suprimir o crescimento fungico pelos resultados colorimétricos da
resazurina (Fonseca et al., 2020).

5. 4. Atividade antibiofilme do extrato de prépolis com e sem PDT — determinagdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) sobre biofilmes: Biofilmes pré-formados em
superficie de poliestireno, com 48 horas de crescimento em meio YP (1,5% de extrato
de levedura e 1% de glicose) suplementado com glicose a 0,5%, foram tratados com
extrato de propolis concentrado com ou sem a PDT associada (100 mW, 9J por 90
segundos, 320J/cm?) e (100 mW, 9J por 120 segundos, 320J/cm?). Apds a formagao do
biofilme, o sobrenadante foi substituido por uma suspensao contendo extrato de propolis
(7500 e 15000 pg/mL) ou azul de toluidina (0,01%) ou veiculo controle. Apds incubagao
por 24 horas a 37°C, uma duplicata foi irradiada. As células de biofilme expostas ao
extrato de prépolis, com ou sem irradiacdo, foram removidas assepticamente dos
pocos, diluidas seriamente (diluicado de 10) em solugao salina esterilizada, plaqueadas




nos meios semisseletivos correspondentes e quantificadas (UFC/mL) apds 48 horas
de incubacdo. Azul de toluidina 0,01% e meio de cultura sem fotossensibilizantes
foram utilizados como controles. A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do biofilme foi
definida como a menor concentragao dos fotossensibilizantes capaz de inibir 90% ou
mais das células em relacdo ao veiculo controle, com ou sem irradiagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 1 resume os valores de CFM dos extratos marrom, verde e vermelha sobre
células planctbnicas de C. albicans. Nao houve atividade fungicida nas concentragcdes

testadas (tabela 1).

Tabela 1. Concentragédo Bactericida Minima (CBM) de extratos de prépolis e extratos de plantas sobre
células plancténicas, pelo método colorimétrico da resazurina:

Extrato de Propolis L Extrato de Propolis
Extrato de Propolis Verde
L . . Marrom Vermelha
Espécies de Micro-organismos
M
SEMPDT COMPDT SEMPDT COMPDT SEMPDT CF:gT
Candida albicans ATCC 36802 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000
Candida albicans SC 5314 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000 >3000

Fonte: Laboratério de Biologia e Microbiologia celular — ICBS/UFAL (2022)

Para os testes antibiofilme, foram testadas concentragdes dos extratos superiores a
3000 pg/ ml. Foram usadas as concentragdes de 7500 e 15000 pg/ ml, associado ou nao
a PDT, com tempo de 90 segundos de exposi¢cdo. Como os resultados também nao foram
promissores (dados ndo demonstrados), aumentou-se o tempo de exposigao ao laser de 90
para 120 segundos, na tentativa de promover possiveis alteragées ou melhorias na Terapia
Fotodinamica (PDT). Os resultados estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2. Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) de diferentes fotossensibilizadores SEM E COM PDT
(9J/120 seg) sobre células organizadas em biofilmes monoespécie (48 horas em microaerofilia), apds 24
horas de exposi¢cado ao antimicrobiano:

Azul de Toluidina Propolis Marrom Propolis Verde Propolis Vermelha
. . ] % pg/ml pg/ml pg/ml
Espécies de Micro-organismos gy COM SEM COM SEM COM SEM  COM
PDT PDT PDT PDT PDT PDT PDT PDT

Candida albicans

Candida aibioans

SC 5314

>0.01% >0.01% 7500 7500 7500 7500 7500 7500

>0.01% >0.01% 7500 7500 7500 7500 7500 7500

Fonte: Laboratorio de Biologia e Microbiologia celular — ICBS/UFAL (2022)

A tabela 2 demonstra que na concentragao de 7500 ug/ml a formulacdo tamponada
da prépolis foi capaz de inibir a formagao do biofilme em mais de 90%, estando associado
ou n&o a PDT.



Embora nenhum dos extratos tenham apresentado eficacia de 100%, todos eles
demonstraram desempenho melhor que o fotossensibilizador azul de toluidina, que na
concentracéo de 0,01% (comercialmente preconizada), ndo foi capaz de inibir nenhuma
cepa microbiana em biofilme.

A resisténcia circunstancial das cepas de Candida albicans, especialmente na
forma de biofilme, apresenta um desafio significativo para o desenvolvimento de agdes
antifungicas efetivas. Os biofilmes sdo estruturas complexas que protegem as células
fungicas, dificultando a penetracdo de agentes antifungicos convencionais. Isso se deve
a uma combinagao de fatores, como a matriz extracelular do biofilme e a capacidade das
células fungicas de se adaptarem e sobreviverem em ambientes hostis. Independente do
tipo, as propolis avaliadas demonstraram atividade antimicrobiana contra Candida albicans
e foram capazes inibir a formacgao e a viabilidade de biofilmes, independentemente da sua
associacado a PDT. Esse estudo sugere que a propolis pode ser uma opgao terapéutica
viavel para o tratamento de infecgdes fungicas resistentes, oferecendo uma abordagem
alternativa ao uso de antifungicos convencionais.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos de propolis testados apresentaram atividade antibiofilme sobre Candida
albicans, independentemente do uso da PDT. O potencial antimicrobiano dos extratos de
propolis € promissor quando comparavel com o azul de toluidina. Entretanto, mais estudos
serao necessarios para o desenvolvimento de uma formulagao de propolis aplicavel a PDT
para atividade antibiofilme de C. albicans.
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