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APRESENTACAO

A colecéo “As Ciéncias Bioldgicas e a Interface com varios Saberes” € uma obra que
tem como intuito principal a apresentacéo e discussao cientifica por meio de trabalhos
em diferentes areas do conhecimento e que compde seus capitulos. O volume abordara
de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos de pesquisas experimentais realizadas
em laboratérios e revisdes que literatura que passam conhecimentos na area de ciéncias
Agararias, Botanica e Saude publica e saude coletiva, como também na area educacional.
Essas pesquisas foram realizadas em Instituices Federais como também em: Institutos
Federais, Faculdades privadas, etc.

O objetivo central deste E-book foi apresentar de forma categorizada e clara os
estudos desenvolvidos em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais. Além disso,
em todos esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Agricultura, a
Botéanica, a Farmocobotanica, e a Metodologia de Ensino Aprendizagem.

Os temas abrangendo conteudos diversos e interessantes sdo, deste modo,
discutidos aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de estudantes, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pelo desenvolvimentos e padronizagao
de metodologias que possam melhorar a germinagéo e desenvolvimento de vegetacodes,
como também conhecer metodologias que possam ser usadas em salas de aulas
com a intencdo objetivo melhorar a apresentacédo de conteudos abstratos e facilitar o
entendimento desses conteudos pelos estudantes.

Deste modo a obra As Ciéncias Bioldgicas e a Interface com varios Saberes, abrange
varios assuntos que apresentam teorias bem fundamentadas em resultados praticos
obtidos de experimentos laboratoriais, em dados coletados de artigos j& publicados,
mas apresentados aqui como pesquisa de revisédo realizadas por diversos professores,
pesquisadores, graduandos, pds-graduandos e académicos que arduamente realizaram
suas pesquisas que aqui serdo apresentados de maneira objetiva e didatica. Sabemos
como € importante a divulgacao cientifica de resultados de pesquisas para o conhecimento
do homem nas areas de Agricultura, Boténica, Zoologia e Educacéao do Brasil e de outros
paises.

Além disso, evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer
uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores exporem e divulguem
seus resultados.

Eleuza Rodrigues Machado
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EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA
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EM DESCONTAMINACAO DE SUPERFICIES
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RESUMO: A terapia fotodindmica (TFD)
€ uma alternativa a descontaminacédo de
superficies, baseada na interacdo entre um
fotossensibilizador nao toxico (PS) e uma
fonte de luz adequada para a formacdo de
espécies reativas de oxigénio. O objetivo

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes
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deste estudo foi testar um novo dispositivo
patenteado - o «Dispositivo de Inativacao
Fotodindmica Ultrass6nica» (UPID) sob o
deposito de patente MU-BR 20.2018.00.9356-
3 - na inativagdo fotodindmica em placas de
acrilico contaminadas. O dispositivo de baixo
custo contém diodos emissores de luz (LEDs)
vermelhas, com comprimento de onda de 660
nm e foi construido em um recipiente de aco
inoxidavel para melhor distribuicdo da luz. O
efeito da irradiacdo com LED vermelho (660
nm) azul de metileno (AM) (100 ymol /L) diluido
em agua ou alcool a 70% no microrganismo:
Candida albicans ATCC 10231. Para estimar
os efeitos do PDI, placas de acrilico foram
contaminadas por suspensdes do fungo (3x108
UFC / mL), depois tratado com uma solugéo de
AM por 30 minutos, seguido de irradiagcao por
30 minutos (0,45 J/cm2). A inibicdo microbiana
foi avaliada pela contagem do numero de
unidades formadoras de colbénias (UFC), em
comparacdo ao grupo controle. Os resultados
mostraram que o UPID promoveu reducéo
(p <0,001)
quando comparado ao controle positivo. O novo

significativa do microrganismo
dispositivo promoveu uma inibicdo microbiana
eficaz nas superficies testadas e, portanto,
possibilita novos estudos. A perspectiva é que
esse nhovo dispositivo possa ser uma alternativa
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de baixo custo e nédo téxico para a desinfecc¢ao de dispositivos biomédicos, instrumentos néo
criticos e também para uso na industria de alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Terapia Fotodinamica (TFD); azul de metileno (MB); redug&o microbiana.

EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY POTENTIALIZED BY THE ULTRASONIC
CHAMBER ON THE DECONTAMINATION OF ACRYLIC SURFACES

ABSTRACT: Photodynamic Therapy (PDT) is an alternative to surfaces decontamination that
is based on the interaction between a non-toxic photosensitizer (PS) and a light source suitable
for the formation of reactive oxygen species. The objective of this study was to test a new
patented device - the “Ultrasonic Photodynamic Inactivation Device” (UPID) under the patent
deposit MU-BR 20.2018.00.9356-3 - in the photodynamic inactivation on contaminated acrylic
plates. The low-cost device contains red light-emitting diodes (LEDs), with a wavelength of
660 nm and was built in a stainless steel container for better light distribution. The effect of red
LED irradiation (660 nm) methylene blue (MB) (100umol/L) diluted in water or 70% alcohol
on three types of microorganisms: Candida albicans ATCC 10231. In order to estimate the
effects of PDI, acrylic plates were contaminated by bacterial suspensions (3x108 CFU/mL),
then treated with a solution of MB for 30 minutes, followed by irradiation for 30 minutes (0.45
J/cm?). Microbial inhibition was evaluated by counting the number of colony forming units
(CFU), compared to the control group. The results showed that the UPID promoted significant
reduction (p<0.001) of the microorganism when compared with the positive control. The new
device promoted an effective microbial inhibition on the surfaces tested and, thus, makes
possible new studies. The perspective is that this new device may be a low-cost and non-
toxic alternative to the disinfection of biomedical devices, non-critical instruments and also for
use in the food industry.

KEYWORDS: Photodynamic Therapy (PDT); methylene blue (MB); microbial reduction.

11 INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD) utiliza de um fotossensibilizador (FS) que é absorvido
pelas células microbianas, seguido de irradiagcdo com luz ressonante, resultando em morte
celular (DOUGHERTY, 1998; WAINWRIGHT, 2002). ATFD emprega um fotossensibilizador
nao toéxico e luz visivel de baixa intensidade que, na presenca de oxigénio, se combinam
para produzir espécies de oxigénio citotoxico (GARCEZ, 2013).

Na literatura, inumeros fotossensibilizadores sao utilizados em diversas areas da
assisténcia a saude (GARCEZ, 2013). No entanto, o FS mais eficaz na TFD pertence a
diferentes grupos de compostos, como xantenos halogenados (Rosa de Bengala - RB),
fenotiazina (azul de toluidina O - TBO e azul de metileno — AM) (WAINWRIGHT, 2002).

O AM é um fotossensibilizador pertencente a classe das fenotiazinas que tem
desempenhado um papel importante em microbiologia, farmacologia e como corante
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histoldgico por muitos anos (WAINWRIGHT, 2002), sua acéo ja é bem conhecida, atuando
efetivamente no acido nucleico (WAINWRIGHT, 2002). Dessa forma, esse corante pode
ser considerado uma boa opcao de fotossensibilizador na TFD e na inibicdo e controle
microbiano (LEAL, 2017). Além disso, o azul de metileno mostra baixa toxicidade, sem
efeitos colaterais (LEAL, 2017), sua absor¢éo ocorre entre 500 e 700 nm, com pico em
aproximadamente 660 nm.

Derivados de fenotiazina como azul de metileno e azul de toluidina sdo os
fotossensibilizadores mais estudados utilizados no tratamento e no controle microbiano,
como nas infecg¢des orais, por ser de baixo custo o procedimento PDI é facilmente aplicado
a um ambiente clinico.

Varios estudos clinicos relataram a aplicacdo da TFD mediada por FSs no
tratamento de superficies da boca e dos dentes e descontaminacao (GARCEZ, 2013).
As doencas bucais e infec¢des associadas a superficie da boca e a proteses afetam os
tecidos, mucosa e tecidos periodontais, como gengival, cemento, ligamento periodontal
e osso de suporte (LEAL, 2017). Em geral, anti-sépticos e antibiéticos costumam ter
multiplos alvos intracelulares que podem resultar em infeccdes oportunistas e reacdes de
hipersensibilidade e, acima de tudo, podem causar resisténcia microbiana.

Ambientes e superficies contaminadas sao fatores importantes na transmissao de
doencas infecciosas (RUTALA, 2013). Assim, mecanismos alternativos para o controle
microbiano da superficie devem ser estudados, e muitos sdo importantes na area da
saude (RUTALA, 2013).

A TFD é um tratamento alternativo para inibicdo e controle microbiano de varias
superficies, incluindo aquelas associadas a saude bucal. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano da TFD usando um novo dispositivo patenteado,
o “Dispositivo de Inativacdo Fotodindmica Ultrassénica” “MU-BR 20.2018.009356-3”
em placas de acrilico contaminadas e extrapolar os resultados para outros materiais
e superficies, como cirargicos e instrumentos estéticos, seringas, cateteres ou até

embalagens de alimentos, equipamentos industriais e de laboratorio.

2 | MATERIAIS E METODOS

Dispositivo

O “Dispositivo de Inativacéo Fotodinamica Ultrass6nica” ou “Ultrasonic Photodynamic
Inactivation Device” (UPID) foi patenteado por dois professores da Universidade Estadual
do Norte do Parana e esta depositado no Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INP), sob o registro MU-BR 20.2018.009356-3 (figura 1).

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes Capitulo 5




Figura 1 — Dispositivo de Inativagcao Fotodindmica Ultrass6nica” (UPID)

Preparacao da placa de acrilico

A preparacao das placas de acrilico seguiu a metodologia modificada de Ferreira
et al, 2008. A resina acrilica autopolimerizavel (Jet, S&do Paulo) foi separada em potes
Paladon. Apbés a mistura dos reagentes, as misturas foram manipuladas até ficarem
espessas e homogéneas e adicionadas a um molde de vidro (10 cm?). O polimero
resultante foi reservado e polimerizado em uma panela eliminadora de bolhas (n° 1)
(PROTECNI EQUIPMENT) até atingir a etapa plastica, ideal para o trabalho. As placas
de acrilico, que simulam a superficie das prbéteses dentéarias, aparelho ortodéntico ou
material similar e outros utensilios aplicados na saude foram cortadas em quadrados de
1 cm?e direcionadas para os testes TFD.

Fotossensibilizador

A solucao Azul de Metileno (AM) (Synth, Sao Paulo) foi preparada no Laboratério de
Bioquimica da Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP) Jacarezinho, Parana,
usando agua destilada e alcool a 70% (v/v) em 100 ymol/L (GARCEZ, 2013). A solucao
AM foi mantida em condi¢des escuras e baixas temperaturas até seu uso.

Provas

Este experimento utilizou 36 placas de acrilico previamente esterilizadas em
Ultravioleta — UV (30 minutos).

Aleatoriamente, 6 placas de acrilico ndo foram contaminadas e serviram como
controle negativo. As demais foram contaminadas pelo micro-organismo Candida albicans
ATCC 10231.

Antes de submeter as amostras ao processo de TFD, 6 amostras foram escolhidas
aleatoriamente paraserem o controle positivo; 12amostras foram escolhidas aleatoriamente
para serem submersas na solucéo de azul de metileno (100 ymol/L) em alcool a 70% (v/v)
por 20 minutos e foram submetidas a TFD; 12 amostras foram escolhidas aleatoriamente
para serem submersas na solucao de azul de metileno (100 ymol/L) em agua destilada
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por 20 minutos e foram submetidas a TFD.

As amostras de controle positivo ndo foram submetidas ao processo TFD e os
controles negativos foram autoclavados. As 24 amostras que foram submetidas a TFD,
ao final dos processos laboratoriais, os resultados foram avaliados com um swab estéril
espalhado em uma placa de Petri para a Unidade de Formacéao de Colbnias (UFC).

Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a C. albicans ATCC 10231. Esse fungo foi adicionado
individualmente a 50 microlitros de caldo de nome do BDA estéril e o crescimento foi
realizado em estufa microaerdbia (Tecnal TE-399) a 36 °C por 24 horas, até o estagio
estacionario. Posteriormente, a solucdo foi diluida usando uma escala de McFarland
equivalente a 3x10® UFC/mL.

A amostra de acrilico foi colocada em um recipiente de vidro (10x20 cm) contendo
300 mL para a cepa fungica diluida respectivamente na fase estacionaria em solugao
salina tamponada com fosfato (PBS) (escala McFarland-3x10® UFC/mL) e deixado por 15
minutos em temperatura ambiente.

Inativacao fotodinamica para TFD

Apds o processo de contaminagcdo da amostra, a TFD foi aplicada para inibicao
microbiana. As placas foram colocadas em sacos de polipropileno contendo 200 mL
de azul de metileno (100 ymol/L), por 20 minutos para uma melhor absor¢cdo do FS.
Posteriormente, o UPID foi utilizado no tratamento da TFD por 30 minutos (densidade de
energia de 0,45 J/cm?), de acordo com Foggiato, 2018. As amostras foram removidas,
deixadas em capela estéril por 10 minutos e esfregadas em PBS estéril. Posteriormente,
toda a superficie de uma placa de Petri com 50 mm de didmetro contendo BHI foi pontuada.
O procedimento destinado a UFC, de acordo com o método proposto por Jett, 1997. As
placas de Petri foram colocadas em uma estufa microaerofilica por 24 horas a 37° C. A
contagem de UFC foi feita com uma lupa Phoenix CP608 (Phoenix Industry and Commerce
of Scientific Equipment Ltd.). Todas as amostras foram manuseadas em uma area livre de
contaminacao (fluxo laminar e bico de Bunsen) durante a preparacao da cultura, irradiagao
e medicdo da area de inibicdo e todo o material envolvido foi previamente autoclavado.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) - Versao 25. A normalidade dos dados foi testada com o Teste Shapiro-Wilk. Uma
vez que a variavel UFC nao apresentou distribuicdo normal nos grupos de microrganismos
(Teste Shapiro-Wilk: p <0,001), foi utilizado o Teste Mann-Whitney para comparar a média
UFC deste grupo com o controle positivo e diferentes tipos de solu¢do de azul de metileno.
Para a analise dos resultados das diferencas entre os trés grupos, apds TFD foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. No teste estatistico, foi considerado um
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nivel de significancia de 5%. Assim, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas se a significancia fosse inferior a 0,05 (p <0,05). O grafico foi feito na Origin
Pro-Verséo 9.1.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No grupo controle positivo, a contagem inicial de C. Albicans foi 23474,83 + 2553,25
UFC/mL (figura 1a).

Figura 1a — Controle positivo de C. Albicans.

A analise estatistica esta na tabela 1:

Teste  Apé6s TFD Teste Teste
Grupo Controle - Controle + Apo6s TFD (AM  Mann- (AM em Mann- Mann-
P em agua) Whitney alcool Whitney Whitney
Test® 70%) Test® Test®
v:f:)drgz ggo 23354?3 183.17 0.50 p<
C. albicans iguais a zero 055325 S[zn=_1 ?2576 p < 0.001 ?r?_:112§) 0.001@ p<0.001

(n=6) (n=6)
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Tabela 1 — Analise estatistica.

Apbs a TFD, os valores de UFC foram praticamente zero, esses resultados sao
iguais ao controle negativo (amostras em autoclave). As amostras tratadas apenas com a
solucéo de azul de metileno em alcool a 70% (v/v) apresentaram inibic&do fungica.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o “Dispositivo de Inativacao
Fotodindmica Ultrassonica” (UPID) e a concentracéo de MB utilizada (100 umol / L) foram
efetivos no controle microbiano, tanto em agua quanto em etanol (70%). Contudo, foi
demonstrado que a solugédo do AM em alcool foi significativamente mais eficaz (p<0,001),
quando comparado com a solu¢ao diluida em dgua. Esse resultado provavelmente ocorreu
devido a acdo do alcool em aumentar a permeabilidade da membrana plasmatica e parede
celular das calulas fungicas.




41 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que o “Dispositivo de Inativacao
Fotodindmica Ultrassonica” (UPID) referente a patente “MU-BR 20.2018.009356-3” foi
eficaz no controle fungico de superficies de acrilico contra leveduras. Esses resultados,
juntamente com varios estudos na literatura, sugerem boas perspectivas para a
formulacao de protocolos clinicos adequados para controle microbiano e, assim, propéem
uma alternativa atoxica e de baixo custo a desinfec¢cdo de ferramentas biomédicas como
instrumentos nédo criticos e, eventualmente, usado em laboratérios, clinicas estéticas,
odontolégicas, médicas, bem como na industria alimenticia e em geral.
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