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1. Introdugao
Os implantes de titdnio sdo amplamente empregados na reabilitacao de pacientes edéntulos,
mas apresentam superficies que favorecem colonizacdo microbiana e formacgao de biofilmes, levando
ao desenvolvimento de infecgdes peri-implantares, associada a falha do implante em até 40% dos
casos.' Dada a complexidade bioldgica desses processos infecciosos e a geometria dos implantes,
persiste a auséncia de consenso sobre a estratégia terapéutica ideal.? Nesse cenario, as abordagens
nao cirurgicas adjuvantes tém ganhado énfase, em especial a terapia fotodinAmica antimicrobiana
(TFDa)?, que combina luz visivel, oxigénio e um fotossensibilizador para gerar espécies reativas de
oxigénio (ERO) capazes de oxidar simultaneamente multiplos alvos microbianos.* Entretanto, os
fotossensibilizadores convencionais carecem de agdo microbicida intrinseca, limitando sua eficacia ao
periodo de irradiagéo e demandando multiplos ciclos.®
Nesse contexto, um agente que una potente atividade antimicrobiana propria e capacidade
fotossensibilizadora se mostra ideal. A demeclociclina (DMC), antibidtico da classe das tetraciclinas,
inibe a sintese proteica ao se ligar a subunidade 30S do ribossomo, resultando em efeito bacteriostatico.®
Além disso, quando excitada por luz azul (~415 nm), a DMC gera ERO com comprovada eficacia
fotodindmica in vitro e in vivo.”® Apesar dessas propriedades promissoras, a aplicagdo da DMC em TFDa
para infec¢des peri-implantares ainda nao foi explorada. Portanto, este estudo objetivou investigar o
potencial da DMC contra biofilmes polimicrobianos peri-implantares, por meio de sua caracterizacao
optica e da avaliacao de sua atividade antimicrobiana em condi¢ao de irradiacdo luminosa ou nao.

2. Metodologia
2.1 Preparagao dos discos de Ticp

O delineamento experimental adotado neste estudo encontra-se esquematizado na Figura 1.
Discos de titanio comercialmente puro (Ticp) foram polidos em politriz automatica sob irrigagdo continua,
utilizando-se lixa metalografica #320. Na sequéncia, fez-se limpeza ultrassénica em alcool isopropilico
70 %, acetona e agua destilada (10 min), seguida de secagem.®
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2.2 Determinagao de CIM e CBM da DMC

Amostras de saliva foram coletadas de voluntarios saudaveis em jejum de 2h e sem uso de
antibidticos, antifungicos ou antissépticos bucais nos 3 meses anteriores, conforme aprovacao pelo
Comité de Etica da FOP/UNICAMP (CAAE: 74390923.7.0000.5418). A saliva coletada (inéculo
microbiano) foi diluida em meio fluido universal modificado (MFUM) suplementado com 10 % de BHI e
10% de sacarose. O indculo foi ajustado com ODsso = 0,1+ 0,02 (=107 células/mL) em espectrofotémetro,
e, em seguida, a suspensao foi adicionada em placas de 96 pogcos contendo concentracdes crescentes
de DMC (0-10.000 ug/mL; Sigma-Aldrich). Apds incubacao de 24 h a 37 °C com 5% CO», 10 yL de cada
poco (n=3/grupo) foi semeado em meio de cultura Columbia Blood Agar acrescido de 5 % de sangue de
carneiro e incubados por 3 dias a 37 °C. A CIM foi definida como a menor concentragao capaz de inibir
o crescimento e a CBM como a menor concentragcao sem crescimento bacteriano.

2.3 Perfil de absorgao UV-Vis e Ensaio Fotodinamico

O espectro de absorgédo da DMC (500 ug/mL) foi obtido por espectrofotometria UV-Vis na faixa
de 430—490 nm. Para avaliar o potencial fotodinamico, preparou-se mistura de DMC (500 pg/mL) e azul
de metileno (10 pymol/L) em placas de 24 pogos (n=3/grupo), submetendo-a luz LED (~450 nm) por
intervalos de 5 min até 4 h, com grupo escuro como controle. A atividade fotodinadmica foi quantificada
pela variagdo de absorbancia segundo metodologia adaptada.®

2.4 Ensaio microbiolégico
2.4.1 Formagao da pelicula salivar e Formacgao do Biofilme

Os discos de Ticp estéreis foram imersos em saliva centrifugada e filtrada (0,22 um) por 30 min
a 37 °C sob agitacao (60 rpm) (Cordeiro et al., 2018; Pantaroto et al., 2018). Discos com pelicula salivar
foram distribuidos em placas de 24 pocos contendo 100 uL de saliva nao filtrada e 900 uL de mFUM
suplementado com 10 % de BHI e 10 % de sacarose e incubadas por 24 h a 37 °C em 10 % CO,. Em
seguida, realizou-se lavagem com NaCl 0,9 % para remover células nao aderidas e adicionou-se meio
mFUM fresco. Apds mais 24 h de incubagéao, procedeu-se a nova lavagem e transferéncia dos discos
para placas limpas de 24 pocos, em que cada pogo recebeu 900 yL de mFUM fresco e 100 yL de novo
in6culo de saliva humana padronizada. As amostras foram entdo incubadas sob rigorosas condi¢des
anaerobicas (10 % H,, 5 % CO,, 85 % N,) a 37 °C por mais 48 h, favorecendo especificamente o
desenvolvimento de bactérias anaerdbias.

2.4.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa)

Biofilmes formados foram tratados com 1 mL de DMC a 500 pg/mL (com DMC) ou 1 mL de NaCl
0.9% estéril (controle negativo) e pré-incubados por 15 min em ambiente escuro (papel-aluminio).
Metade das amostras foi exposta a luz azul (~500 nm) por 30 min (com luz) e a outra metade permaneceu
em escuro como controle (sem luz), isolando o efeito do fotossensibilizador.

2.5.3 Avaliagao de Viabilidade e Morfologia do Biofilme

Apds o tratamento, os discos foram transferidos para 1 mL de NaCl 0,9 % e submetidos a
sonicagao (7 W, 30 s). As suspensdes foram diluidas seriadamente, semeadas em duplicata em CBA +
5 % sangue de carneiro e incubadas 48 h a 37 °C/10 % CO,. As UFC (n = 6/grupo) foram contadas em
estereomicroscopio e expressas como log;, UFC/mL. Para MEV, biofilmes (n = 1/grupo) foram fixados
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em glutaraldeido 2,5 % (2 h), desidratados em etanol (50-100 %), secos ao ar, metalizados com ouro e
analisados em JEOL JSM-5600LV (15 kV).°

2.5 Analise estatistica e apresentacao dos dados

Os dados foram avaliados quanto a normalidade (Shapiro—Wilk) e homogeneidade de variancias
(Levene). Para o ensaio fotodindmico aplicou-se teste t de Student; para os ensaios microbiolégicos,
ANOVA de dois fatores (antibiético x luz) com pés-teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 1. Delineamento Experimental.

3. Resultados e Discussao
3.1. Determinac¢ao de CIM e CBM da DMC
Os ensaios de CIM e CBM revelaram que na concentragdo de 4,88 ug/mL observou-se
crescimento superior ao indculo inicial, caracterizando concentragao subinibitéria sem impacto relevante
nos mecanismos de proliferagéo bacteriana (Figura 2). Entre 39,06 e 312,5 ug/mL, os niveis de UFC
mantiveram-se estaveis em relagdo ao controle inicial, evidenciando agao bacteriostatica da DMC. Em
concentracao de 625 ug/mL, nao foi observado qualquer desenvolvimento de colénias apds 48 h de
cultivo em CBA, confirmando efeito bactericida total. Optou-se por 500 ug/mL nos experimentos
subsequentes por estar imediatamente abaixo 10
da CBM, garantindo inibicdo substancial sem
provocar erradicagcdo completa, o que

-]
-+— CIM

possibilita investigar o potencial fotodindmico
da DMC em condicbes de respostas subletais
a ativagao luminosa.
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Figura 2. Quantificagdo da viabilidade bacteriana (log;, 2 aEs
UFC/mL) em funcdo da concentracdo de DMC para l
determinagao de CIM e CBM. Dados apresentados como ©
média + desvio-padrdo (n = 3). N
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3.2. Caracterizagao optica e fotodinadmica

Na Fig. 3A, o espectro de absorgao da DMC revelou banda Soret de 0,25 u.a. a 450 nm,
coincidente com o comprimento de onda da fonte azul e indicando captacdo Optica eficiente. A
conjugacao 1 da estrutura tetraciclica potencializa reagées fotoinduzidas essenciais ao seu mecanismo
fotodinamico.*'" Em ensaios fotodinamicos, a degradagéo do AM atingiu 16,23 % (x 1,89) ap6s 30 min
de irradiagéao, significativamente superior ao controle escuro (3,66 % = 1,03; p = 0,0005), comprovando
a dependéncia luminosa da DMC. No estado excitado, a DMC gera ERO por meio de reagdes Tipo | e
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Tipo Il, que oxidam cromoéforos e fragmentam o corante.® Esses achados confirmam o potencial da DMC
como fotossensibilizador eficiente em solugéo.
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Figura 3. (a) Espectro de absorgdo UV-Vis da solugdo de demeclociclina (500 ug/mL. (b) Atividade fotodindmica da DMC sob
irradiagdo azul (A = 450 nm). (b') Analise quantitativa da atividade fotodindmica apés 30 min de irradiagdo. Dados expressos
como média + desvio-padrdo (n = 3). Teste t de Student, p = 0,0062.

3.3. Ensaios Microbiolégicos

Nos ensaios microbioldgicos, o controle negativo (sem DMC) manteve alta viabilidade microbiana
(7,47 £ 0,59 log.g UFC/mL), sem reducao significativa sob irradiacdo azul isolada (7,16 + 0,38; p =
0,7445), o que evidencia a resisténcia do biofilme polimicrobiano. O tratamento com DMC em escuro
promoveu queda superior a 1 log, reduzindo a viabilidade para 5,83 * 0,55 log,, UFC/mL (p < 0,0001).
Esse efeito intrinseco da DMC decorre principalmente de seu efeito bacteriostatico e eventualmente
ruptura da bicamada lipidica e interferéncia na sintese proteica, comprometendo a integridade e o
metabolismo bacteriano. Contudo, assim como ocorre com muitos antibidticos, a DMC isolada enfrenta
barreiras de penetragcdo na matriz extracelular do biofilme, rica em polissacarideos, proteinas e DNA
extracelular, o que limita sua agdo nos estratos mais profundos.’?> Quando combinada a irradiagdo azul
(A = 450 nm, 30 min), observou-se redugéo adicional para 4,26 + 0,54 log;, UFC/mL (p < 0,0002),
confirmando o efeito fotodindmico da DMC, que passa a gerar espécies reativas de oxigénio (superoxido,
peréxido de hidrogénio e oxigénio singlete). Essas ERO intensificam a peroxidacéo lipidica, a oxidagao
de residuos aminoacidicos e as rupturas de fita de DNA, resultando em lise celular.*"® As micrografias
de MEV corroboram esses achados, mostrando leve reducdo da matriz, possivelmente pelo
destacamento de células mortas apds TFDa. Esses resultados indicam que, embora a DMC apresente
atividade antimicrobiana intrinseca significativa, seu potencial microbicida aumenta com a fotoativagao.
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Figura 4. (a) Quantificacdo da viabilidade bacteriana em biofilmes tratados com DMC (500 ug/mL) e/ou irradiagdo azul, a em
logio UFC/mL como média + desvio-padrdo (n = 6). ANOVA de dois fatores seguida de pos-teste de Tukey; p < 0,05. (b)
Fotomicrografias de MEV (x2 000) dos biofilmes dos diferentes grupos.

4. Conclusao

Em sintese, a demeclociclina distingue-se de outros fotossensibilizadores ao combinar, em um

unico farmaco ja regulamentado, acado bacteriostatica intrinseca e geracao eficiente de ERO sob luz
azul, superando a limitacdo de agentes que s6 atuam durante a irradiagdo. Ao atuar simultaneamente
como antibiético e fotossensibilizador, a DMC representa uma estratégia promissora para o controle de
biofilmes peri-implantares, potencialmente contribuindo para o tratamento de infec¢gbes peri-implantares.
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