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Nunes TSBS. Efeito da N-acetilcisteina em biofilme de Candida albicans [dissertacao
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

RESUMO

Candida albicans (Ca) é o principal fungo patégeno humano, responséavel por
infeccbes como a candidose orofaringea e a candidemia. Essas infeccbes estdo
fortemente associadas com a formacéo de biofilmes. O uso abusivo de antifingicos
tem levado ao desenvolvimento de resisténcia fungica. As terapias direcionadas aos
biofilmes, principalmente contra a matriz extracelular (MEC), séo relevantes para o
desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes. Um dos agentes que tem
demonstrado acédo antibiofiime é a N-acetilcisteina (NAC). Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo da NAC em biofilmes in vitro de C. albicans susceptivel
(CaS) e resistente ao fluconazol (CaR). Culturas planctonicas de CaS e CaR foram
cultivadas e submetidas ao teste de susceptilidade a NAC. Foram determinadas
também a curva de inativacdo de ambas as cepas sob acdo da NAC, seu efeito na
formacdo do biofilme e no biofilme maduro. Por fim, foi avaliada a acdo NAC na
composicado da MEC do biofilme, por meio da quantificacdo de peso seco total e do
precipitado, polissacarideos soluveis em agua (WSP) e alcali (ASP), proteinas do
sobrenadante e do precipitado e DNA extracelular (eDNA). Os dados obtidos foram
analisados descritivamente e pelos testes ANOVA/Welch e Tukey/Gomes-Howell ou
Kruskal-Wallis («=0,05). A concentracdo inibitoria minima da NAC com reducéo de
90% (CIMgo) foi de 25 mg/mL para ambas as cepas. Apesar de ndo ter sido
encontrado nenhum valor de concentracéao fungicida minima (CFM), a NAC reduziu
(p= 0,001) a viabilidade fungica em 1,81 a 4,06 logio em ambas as cepas avaliadas.
Na curva de inativagao, apenas as concentracdes = CIM reduziram o crescimento
fungico durante 24 h, essa acdo fungistatica foi mais evidente entre 8-10h.
Concentragcbes < CIM aumentaram o crescimento fangico. Em biofiimes em
formacéo, concentracdes > CIM (100 e 50 mg/mL) inibiram a viabilidade (reducéo de
1,41 a 2,77 logio) € a biomassa (redugéo de 39 a 88%), e para CaS a NAC 25e 12,5
mg/mL também reduziu biomassa em 77 e 34%, respectivamente. Esse efeito
inibitério também foi observado em diferentes fases da formacéo do biofilme (24, 12
e 6 h). J& em biofilmes maduros, apenas a NAC 100 mg/mL reduziu a viabilidade
(1,12 a 2,30 log10) em ambas as cepas, e em CaR 50 e 25 mg/mL de NAC reduziram
1,26 e 0,64 log1o, respectivamente. Na biomassa, a NAC 100 mg/mL reduziu 69-72%
para ambas as cepas, e em CaR a NAC 50 e 25 mg/mL também reduziu em 64 e
48%, respectivamente. NAC 12,5 mg/mL também aumentou (p< 0,001) a viabilidade
de CasS do biofilme maduro e em formac&o. Na analise dos componenetes da matriz
dos bofilmes, foi observada uma tendéncia da NAC 100 mg/mL (biofilmes maduros)
e 50 mg/mL (biofiimes em formacdo) em diminuir o peso seco do precipitado,
proteinas do sobrenadante, WSP, ASP e eDNA. Assim, a NAC apresentou efeito
fungistéatico contra as CaS e CaR, com um efeito concentracdo-dependente. O efeito
antibiofilme da NAC foi decorrente de sua acéo fungistatica, uma vez que somente
as concentracfes que inibiram a viabilidade fungica reduziram a biomassa. Houve
uma tendéncia da NAC em diminuir os componentes sollUveis da matriz. Este foi um
estudo experimental in vitro inicial, que visa futuramente a aplicabilidade clinica da
NAC como um coadjuvante no controle de biofilme de Ca sobre a superficie de
préteses dentarias.

Palavras — chave: Acetilcisteina. Biofilmes. Matriz extracelular. Candida albicans.
Farmacorresisténcia fangica.



Nunes TSBS. Effect of N-acetylcysteine on Candida albicans biofilm [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

Candida albicans is the main fungal pathogen in humans, responsable for local and
systemic infections, such as oropharyngeal candidiasis and candidemia. These
fungal infections are associated with biofilm formation. The abusive use of antifungals
has led to the development of fungal resistance. The therapies towards the biofilms,
mainly against the matrix, are relevant for the development of more effective new
treatments. One of the agents that have demonstrated antibiofilm action is N-
acetylcysteine (NAC). Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect in
vitro of NAC on biofilms of C. albicans susceptible (CaS) and resistant to fluconazole
(CaR). CaS and CaR were submitted to the susceptibility test to NAC. The time-kill
curves of NAC and its effect on biofilm formation and mature biofilms were also
determined for both strains. Finally, the effect of NAC on the composition of the
biofilms matrix was evaluated [total and pellets’s dry weight, water (WSP) and alkali
soluble polysaccharides (ASP), supernatant and pellet’s proteins, and extracellular
DNA (eDNA)]. The data were descriptively analyzed and submitted to the
ANOVA/Welch and Tukey/Gomes-Howell or Kruskal-Wallis tests (a= 0.05). The
minimum inhibitory concentration of NAC with 90% of reduction (MICg) was 25
mg/mL. Although no minimum fungicidal concentration (MFC) value was found, NAC
reduced (p< 0,001) the fungal viability by 1.81 to 4.06 logio for both strains. In the
time-kill curves, only concentrations > MIC reduced the fungal growth for 24 h, this
fungistatic action was most evident between 8-10 h. Concentrations < MIC increased
the fungal growth. For biofilm formation, concentrations > MIC (100 and 50 mg/mL)
inhibited the viability (reduction of 1.41 to 2.77 logio) and the biomass (reduction of
39 to 88%) for both strains, and for CaS NAC at 25 and 12.5 mg/mL reduced the
biomass in 77 and 34%, respectively. This inhibitory effect of NAC was also observed
in differents stages of biofilm formation (24, 12, and 6h). For mature biofilms, only
NAC at 100 mg/mL reduced the viability (1.12 to 2.30 logio) of both strains, and for
CaR 50 and 25 mg/mL of NAC reduced 1.26 and 0.64 logio, respectively. NAC 100
mg/mL reduced the biomass in 69-72% for both strains, and for CaR NAC at 50 and
25 mg/mL also reduced the biomass in 64 and 48%, respectively. NAC 12.5 mg/mL
also increased (p< 0.001) the CaS viability during biofilm formation and for mature
biofilm. For the components of biofilms matrix, NAC at 100 mg/mL (mature biofilms)
and 50 mg/mL (biofilm formation) seems to show a tendency in decreasing the
pellet’'s dry weight, supernatant’s proteins, WSP, ASP, and eDNA. Therefore, NAC
showed a fungistatic effect against CaS and CaR, with a concentration-dependent
effect. The antibiofiim effect was due to its fungistatic action, since only
concentrations that inhibited fungal viability reduced the biofilms biomass. NAC
seems to reduce the soluble components of the biofilms matrix. This is an initial in
vitro study, which will drive the future clinical application of NAC as a coadjuvant in
the control of Ca biofilm on the surface of dental prostheses.

Keywords: Acetylcysteine. Biofilms. Extracellular matrix. Candida albicans. Fungal
drug resistance.
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1 INTRODUCAO

Biofilme € o nome dado a uma comunidade complexa de micro-organismos
incorporados em uma matriz extracelular (MEC), aderida a uma superficie inerte ou
vival3. A formacdo do biofilme é dividida em algumas fases e organizada de forma
ciclica e continua3. A estrutura de um biofilme maduro proporciona vantagens para
0S micro-organismos em comparagdo com sua forma planctonica, pois a
organizagcdo em comunidade facilita a captacdo de nutrientes, maior protecéo contra
desidratacdo e resisténcia a antimicrobianos®. Os biofilmes séo responsaveis por
boa parte das infeccbes humanas e tém ligacdo com a exacerbacdo ou amenizagao
dos sintomas, tornando as infeccdes persistentes dificeis de serem eliminadas por
antimicrobianos e pelo sistema imunoldgico®.

A candidiase é a infeccdo fangica que mais acomete 0s seres humanos,
sendo causada por fungos do género Candida, principalmente pela espécie Candida
albicans, que é a mais prevalentel. C. albicans vive como um micro-organismo
comensal nas mucosas oral e genital, trato digestivo e pele na maioria dos
individuos saudaveis. Entretanto, sob certas condi¢des, pode ocorrer a transicao de
fungo comensal para patdogeno oportunista, podendo invadir tecidos e provocar
infeccdes®. A capacidade de C. albicans mudar sua morfologia de levedura
(comensal) para forma filamentosa de hifas ou pseudohifas (invasiva, infecciosa) é
conhecida como polimorfismo®. Outro importante fator de viruléncia desse fungo é a
sua flexibilidade de adaptacdo e capacidade de adesdo em sitios variados,
principalmente a formacgdo de biofilme’. Infeccdes microbianas de uma forma geral,
o que inclui a candidiase bucal, estdo fortemente associadas a biofilmes&.

Dentre os fatores de risco para o desencadeamento da candidiase
orofaringea esta o uso de proteses dentarias (conhecida como estomatite protética),
antibidticos por tempo prolongado, terapias imunossupressoras, diabetes, ma
nutricio e a debilidade decorrente do tratamento do cancer (quimio e
radioterapia)®!®. Devido a forte ligacdo da infeccdo flingica com o estado
imunolégico do paciente, a candidiase ja foi considerada um indicador do
desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) antes do
surgimento dos antirretrovirais'*. Em determinados casos, a infeccédo bucal pode se
prolongar para o trato gastrointestinal inferior ou para a corrente sanguinea, gerando

um quadro de fungemia®. Mais de 90% dos casos de fungemia sé&o provocados pelo
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género Candida (candidemia), e essa infeccdo sisttmica em pacientes
imunossuprimidos pode evoluir para o 6bito em 40% a quase 80% dos casos®1213,
Nas ultimas décadas houve um crescimento consideravel dos casos de infeccdes
nocominais geradas por fungos, aumentando consequentemente o indice de
mortalidade; até 60% dos Obitos provenientes dessas infec¢des hospitalares sao
causadas por fungos'4. Candida spp. vém se destacando nesse contexto, pois
corresponde a até 80% das infec¢des fungicas de origem hospitalar e corresponde a
guarta causa de infeccdo da corrente sanguinea'4, geralmente associadas a uso de
cateter’. Essas infecgGes sdo sérias, pois células organizadas em biofilme séo
resistentes a antifingicos, sendo necesséarias novas terapias para eliminar o
biofilme’.

Um importante componente do biofime € a MEC, que € responsavel pela
arquitetura tridimensional do biofilme e propriedades mecanicas, como forca
adesiva, coesdo e rigidez, aléem de permitir agregacdo ou agregados de células
organizadas (microcolonias)!®. Esse ambiente modula a expressdo génica, o
metabolismo e a sinalizacéo celular por moléculas que influenciam o comportamento
microbiano (quorum sensing)!®>. De maneira geral, a MEC do biofilme é composto
por carbiodratos (B-glucanos e mananas), proteinas, lipidios e DNA extracelular
(eDNA)'S. Entretanto, apesar desta vasta variedade na sua composicéo, a fungéo de
cada componente presente na MEC de C. albicans ainda ndo é conhecida®. Uma
vez que a MEC protege as células dentro do biofilme e atua como uma barreira fisica
aos agentes externos, como antimicrobianos!’, novas terapias direcionadas para a
desestruturacdo da MEC podem ser potencialmente promissoras.

Tradicionalmente a candidiase é tratada por medicamentos tépicos ou
sistémicos'®. A terapia medicamentosa tépica muitas vezes tém resultados efetivos,
porém sua concentracdo na cavidade bucal torna-se reduzida a valores
subterapéuticos devido aos efeitos diluentes da saliva e a acdo de limpeza da
musculatura bucal, necessitando de multiplas doses do medicamento e cooperacéo
do paciente!®. A terapia medicamentosa sistémica, por sua vez, pode promover
efeitos colaterais hepatotoxicos e/ou nefrotdxicos, o que exige muita cautela durante
sua prescricdo'®, além do risco de desenvolver cepas resistentes devido ao uso
indiscriminado dos agentes antifungicos?®. Clinicamente, a resisténcia aos
antifangicos provoca a falha de determinada terapia antifungica, resultando na

persisténcia ou até progresséo da infeccdo?l. Em termos laboratoriais, a resisténcia
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antifingica € mensurada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, a
concentracdo minima do farmaco necessaria para inibir o crescimento do micro-
organismo?2. A partir da CIM, por meio de protocolos padrdes, se estabelece uma
série de concentracdes do agente antimicrobiano ao longo de um periodo de tempo
definido. Atualmente, a resisténcia microbiana € uma ameaca mundial e uma das
maiores preocupacdes da area da saude?.

Devido as limitacBes apresentadas atualmente pelos tratamentos disponiveis
para infeccbes microbianas, outros métodos antimicrobianos estdo sendo
pesquisados. Uma alternativa terapéutica € a N-acetilcisteina (NAC), um derivado do
aminoacido L-cisteina®#?>. A NAC é um agente mucolitico com ampla margem de
seguranca e bastante difundido na pratica médica®%-3!, comercialmente conhecido
como Fuimucil/Flumucil, Bromuc, etc. Sua fragédo ativa, sitio tiol (-sh), desempenha
um papel na eliminagéo de radicais livres e destruicdo das ligagbes de dissulfeto
intermolecular ou intramolecular em proteinas, o que reduz a viscosidade das
secrecdes®3, A NAC é um potente antioxidante, atuando contra radiais livres
oxidantes nas células do tecido pulmonar®®, sendo administrado na medicina por
vias inalatdria, intravenosa? e principalmente oral e intramuscular3*,

A NAC tem multiplas aplicacbes terapéuticas, sendo mais frequentemente
usada para reduzir a viscosidade do muco em bronquite cronica®>26.28-30.35 em
pacientes com comprometimento pulmonar, incluindo pacientes pediatricos com
fibrose cistica®®, e como desintoxicante para overdose de paracetamol?429.31.36.37 33
existem evidéncias de que a NAC, isolada ou em associacdo com antibiotico, pode
diminuir o risco da intensificacdo de bronquite cronica, doenca pulmonar obstrutiva e
rinossinusite®*. Os bons resultados da NAC na medicina pulmonar tém despertado
certo interesse em estudar seu efeito em outras doencas mediadas por biofilme?”’.
Por exemplo, na agricultura, ja foi demonstrada a capacidade da NAC em controlar
bactérias que atacam citrus, oliveiras, tomates e hortalicas3®. A bactéria Xylella
fastidiosa forma um biofilme no xilema das plantas, que compromete o fluxo de agua
e sais minerais. Sob forma de pulverizador, a NAC, além de regredir a doenca,
possibilitou aumento na produtividade, e os frutos apresentaram maior diametros8,
Essas investigagbes de novas indicagoes de medicamentos que originalmente s&o
designados para outra proposta sao conhecidas como “reaproveitamento de

medicamento” (drug repurposing), cujas vantagens incluem menor tempo e menor



16

custo de investigacdo, como aqueles despendidos para a avaliacdo clinica de
seguranca do medicamento®°.

A NAC é um composto ndo antibiotico que tem sido investigada com relacdo a
suas propriedades antimicrobianas?’?°3°, Foi demonstrado que a NAC diminuiu a
producdo de polissacarideos extracelulares, rompeu biofilmes maduros e reduziu a
adesdo das bactérias a superficies?’*, Na area odontolégica, a NAC tem se
mostrado eficiente na reducdo da formacdo dos biofilmes em uma variedade de
patdgenos endodobnticos clinicamente importantes?”?°. Pesquisas recentes
exploraram a capacidade da NAC em aumentar os efeitos dos antibidticos
convencionais®, seu uso na inibicdo da adesdo de bactérias as células epiteliais e
superficie de dispositivos médicos3'3¢, e sua acdo na formacdo de biofilme de uma
gama de bactérias importantes na area da saude, tais como: Pseudomonas
aeruginosa®®4!, Escherichia coli*?, Staphylococcus epidermidis*®, Staphylococcus
aureus®! e Streptococcus pneumoniae“®.

Pesquisas in vitro sugerem que a NAC tem uma atividade antibiofilme
promissora, com atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos?/:31:4-
43, Porém, ainda sdo desconhecidos os mecanismos dessa atividade antimicrobiana
e antibiofilme da NAC, necessitando de mais pesquisas para entender melhor o
potencial dessa substancia nas infeccdes relacionadas a biofilmes. Existem algumas
hipéteses para explicar o mecanismo da atividade antimicrobiana da NAC: 1. inibicédo
competitiva da utilizacdo de cisteina; 2. reacdo do grupo sulfidrii da NAC com
proteinas bacterianas; e 3. desorganizacdo do equilibrio redox intracelular com
potenciais efeitos indiretos no metabolismo celular e vias de transducédo de sinal
intracelular'44, J4 a atividade da NAC na dispersdo do biofilme pré-formado pode
ser devido a perturbacao da fisiologia microbiana, ou devido a um efeito direto da
NAC na arquitetura da MEC do biofilme (por quelacdo de calcio e magnésio ou
interacdo com componentes cruciais na MEC)#144,

Alguns estudos avaliaram a acdo da NAC sobre C. albicans**4’, porém em
apenas um deles foi utilizado cepas padrdes?®®, os outros trabalharam com isolados
clinicos. Sabe-se que cepas de isolados clinicos apresentam diferencas fenotipicas
gue podem afetar seu comportamento, como viruléncia e capacidade de formagéo
de biofilme, e por isso é importante avaliar cepas padrdes. Adicionalmente, a agéo
da NAC contra cepas resistentes a antifUngicos ainda nao foi avaliada, e, caso

efetiva, pode indicar a NAC como uma alternativa aos antifingicos convencionais.
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Também nado foram encontrados estudos sobre o efeito da NAC na composicdo da
matriz do biofilme fangico. Assim, a hipétese do presente estudo in vitro € que a
NAC pode apresentar efeito antifiingico e/ou antibiofilme contra cepas padrdes de C.
albicans susceptivel (CaS) e resistente (CaR) ao fluconazol.

Este estudo visa a possibilidade da aplicacdo clinica da NAC como uma
solucdo auxiliar no controle do biofilme de Ca sobre a susperficie de proteses
dentarias e outros dispositivos médicos que apresentam formacao de biofilme de Ca,
podendo atuar na prevencdo e/ou tratamento da candidiase associada ao uso de
prétese (estomatite protética).
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2 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi avaliar in vitro o efeito da N-acetilcisteina (NAC)
na viabilidade de C. albicans em culturas planctonicas e biofiimes e na composicao
da MEC do biofilme. A hipo6tese cientifica € que a NAC pode apresentar atividade
antifingica e/ou antibiofiime, ou seja, capacidade de reduzir a viabilidade e a
biomassa de C. albicans, sua formacdo de biofiime, assim como alterar a
composicdo da MEC do biofilme. Foram avaliadas 2 cepas padrdes de C. albicans,
uma susceptivel (CaS) e outra resistente (CaR) ao fluconazol. Assim, os objetivos
especificos deste estudo foram:

1. Avaliar a capacidade fungistatica e fungicida da NAC em culturas
planctonicas de CaS e CaR ;

2. Avaliar o efeito da NAC na formacao de biofilme e em biofilme maduro de
CaSeCaR;

3. Avaliar o efeito da NAC na composicado da MEC (Polissacarideos soluveis e
insoluveis em agua,; proteinas do pellet e do sobrenadante; e eDNA) de biofilmes de
CaS e CaR.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Candida albicans

Mais de 200 espécies de Candida ja foram descritas na literatura®®, das quais
mais de 17 espécies causam infeccdes em humanos*® e aproximadamente 90% das
infecgbes invasivas sdo causadas por C. albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei*®. Candida é um micro-organismo
comensal presente no trato gastrointestinal e genitourinario, flora normal de pele e
membranas mucosas humanas, ou seja, vive em equilibrio com o hospedeiro sem
progredir para uma infec¢do??. Entretanto, sob determinadas condigdes, este micro-
organismo torna-se um patégeno oportunista gerando infeccdo no hospedeiro'®*° e
invadindo os tecidos®. Dentre as condi¢ces que possibilitam este fato, destacam-se
principalmente a imunossupressdo do hospedeiro!®, mas também condicGes de
desequilibrio por fatores externos como: uso de antibidticos de amplo espectro,
ruptura de pele ou mucosal®, microbiota alterada em hospedeiro saudavel
(disbiose)®°. Humanos com sistema imunoldgico integro dificilmente desenvolvem
infeccdo ao serem expostos a este tipo de micro-organismo*°.

A capacidade de Candida spp. provocar uma doenca € devido a alguns
fatores de viruléncia, como: aderéncia, formacdo de biofilme, capacidade de se
defender dos agentes de defesa do hospedeiro e producédo de enzimas hidroliticas,
gue causam danos ao tecido (proteases, fosfolipases e proteinas hemolisinas)®!.
InfeccBes por fungos de Candida spp. ndo estéo restritos a condi¢des locais, como
candidiases oral, incluindo a estomatite protética, e candidiase vaginal, mas
envolvem também infecgbes sistémicas (fungemia)°.

Fungemia € caracterizada pela disseminacdo da infeccdo na corrente
sanguinea, que quando causada por Candida spp., recebe o nome de candidemiaZ.
Cerca de 90% dos casos de fungemia sdo candidemia'?, que é a quarta maior
infeccdo nasocominal com taxa de mortalidade de até 50%?2 e uma infeccdo médica
extremamente grave'?. Dentre os procedimentos de maior risco para este tipo de
contaminacao sao as cirurgias que resultam em viola¢gdes no trato gastrointestinal,
permitindo a disseminacdo de C. albicans que 14 residem, e 0 uso de cateteres em
unidades de terapia intensiva que resultam na formacéo de biofilme2. Os sintomas
da candidemia sdo bem semelhantes aos de uma septicemia (causada por

bactérias), e infelizmente muitas vezes o diagnéstico demora a ser estabelecido, o
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que dificulta o sucesso do tratamento com uso de antifiingicos®2. Por esse motivo,
tratamento com antifingicos sdo administrados de forma profildtica apds
procedimentos de risco como transplantes de medula &éssea e cirurgias
abdominais®?.

A espécie C. albicans é a mais comum e significativa que acomete 0s seres
humanos, pois corresponde a 90% dos isolados flngicos da cavidade bucal®3. C.
albicans possui trés morfologias distintas: leveduras, pseudo-hifas e hifas
verdadeiras?®. Cada morfologia apresenta forma de crescimento e patogenicidade
distinta®. A forma de leveduras é encontrada sob superficies de pele e mucosas de
individuos saudaveis, e a forma de hifas corresponde a morfologia patogénica capaz
de invadir tecidos®. As leveduras, por exemplo, se desenvolvem por brotamento;
pseudo-hifas alongam-se sem se segmentar da célula mae, formando filamentos
alongados com constricdes nas juncdes septais® e hifas verdadeiras, por sua vez,
sé@o células mais alongadas, de paredes paralelas e sem constricbes nas juncdes
septais®.

A transicdo da morfogénese de levedura para hifas de C. albicans é uma
caracteristica regulada pelo ambiente?°. As hifas séo influenciadas pela temperatura
(acima de 35°C), pH neutro e alta concentracdo de CO2*. Leveduras sdo mais
presentes em temperatura abaixo 30°C e pH acido, ja& as pseudo-hifas se
estabelecem nos ambientes de transicdo para hifas®. Apesar das pseudo-hifas
apresentarem formas alongadas semelhantes as hifas verdadeiras, estas
apresentam mecanismo de crescimento polarizado, organizacdo de ciclo celular e
hidrolise do septo primario ap0s a citocinese, 0 que sugere que as pseudo-hifas sdo
muito mais semelhantes as leveduras do que as hifas®®.

Essa capacidade de C. albicans alterar sua morfologia de levedura
(comensal) para forma filamentosa de hifas ou pseudo-hifas (invasiva, infecciosa) é
conhecida como polimorfismo?°. Assim, o polimorfismo é um importante fator de
viruléncia?®, pois os micro-organismos que crescem exclusivamente como leveduras
sdo menos virulentos em modelos de camundongos de candidiase sistémica®’; hifas
expressam fatores de viruléncia como adesinas e proteases?%; a invasdo em tecido
epitelial subjacente ocorre com o fungo na forma de hifa®8. A presenca de leveduras,
pseudo-hifas e hifas desempenham um papel crucial na formacéao de biofilme de C.
albicans®*; biofilmes compostos predominantemente por hifas apresentam maior

resisténcia a compressdo, ou seja, um biofilme mais dificil de ser rompido®°. C.
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albicans ainda conta com outros importantes fatores de viruléncia, como a
flexibilidade de adaptacdo, capacidade de adesdo a sitios variados e,
principalmente, a formacéo de biofilme”.

A candidise oral acontece por meio da penetracdo de hifas de C. albicans no
epitélio da mucosa®. A penetracdo ocorre por meio de endocitose ou penetracédo
ativa®®. Na endocitose, o processo é mediado por células epiteliais e, por isso, ndo
requer que a célula fungica esteja viavel, enquanto que na penetracdo ativa a hifa
viadvel adentra através ou entre células epiteliais®®. Essa invasdo resulta em dano no
epitélio por necrose e/ou apoptose®. A maior parte das infeccdes causadas pelos
fungos da espécie C. albicans estdo associados a formacédo de biofilmes®°. A
capacidade de C. albicans em gerar uma infeccdo em humanos € muito maior em
biofiilmes do que em células planctbnicas, devido aos fatores de viruléncia e a
resisténcia aos antifingicos e a fagocitose do hospedeiro®°.

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos declarou que mais de 80%
das doencas infecciosas sdo causadas por patégenos na forma de biofilmes®.
Dessa forma, é importante o desenvolvimento de pesquisas para gerar novos

métodos para a inibicdo de biofilme de Candida spp.

3.2 Biofilme

Biofilme é um aglomerado de varios micro-organismos estruturalmente
organizados, aderidos a uma superficie, e incorporados dentro de uma MEC?'’. Essa
aglomeracdo nao é formada por micro-organismo aleatorios resultantes da divisdo
celular, e sim por uma comunidade bem especifica e organizada sob controle de
algumas moléculas de sinalizacéo (quorum sensing)®>®2. A morfologia e a arquitetura
do biofilme de Candida spp. apresenta caracteristicas proprias em cada espécie;
assim, biofilmes de C. albicans apresentam caracteristicas especificas dessa
espécie’. Apesar de C. albicans na forma livre (plactonica) apresentar-se susceptivel
a todos os antifungicos tradicionais, sob a forma de biofilme este micro-organismo é
tolerante a maioria dos antifingicos®. Por esse motivo, tém-se investido bastante em
terapias envolvendo biofilme que utilizam um antifngico tradicional associado a
métodos/farmacos que realizem uma desestruturacdo mecanica do mesmo.

Na pratica médica, o biofilme é considerado um verdadeiro desafio a ser

vencido, pois se estabelece na parede interna de cateteres intravenosos, valvulas
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cardiacas e outros dispositivos médicos?. Na fase da dispersédo do biofilme, algumas
células séo desprendidas e véo diretamente para a corrente sanguinea do enfermo?.

C. albicans tem a capacidade de formar biofilmes quando suas células
planctdnicas sdo transportadas para uma superficie®. A formacdo do biofiime é
dividida em algumas etapas: adesédo inicial, crescimento por divisdo celular,
maturacdo e dispersdo®. Durante a aderéncia inicial h4 a adesdo das leveduras
plancténicas de C. albicans a um substrato vivo ou inerte?, em seguida essas
leveduras se proliferam nessa superficie produzindo proje¢cdes alongadas (tubos
germinativos) que configurardo as pseudo-hifas e hifas®. Essa morfogénese é
necessaria para produzir uma camada densa de células de morfologia mista
embebidas em uma MEC?. Neste momento, ja se inicia a producdo de MEC, que
proporciona a aderéncia de novas células, esculpindo assim a arquitetura inicial do
biofilme3. O crescimento se d& por multiplicacdo celular e recrutamento de novas
células®. Por conseguinte, hd a maturacdo do biofilme, que compreende o
crescimento continuado e o acumulo da MEC, aumentando assim a biomassa do
biofilme, alterando seu tamanho e forma, resultando na tolerancia aos
antimicrobianos®. Por fim, acontece a dispersdo, em que as leveduras, células ndo
aderidas e fragmentos do biofilme se desprendem?. Esta Ultima fase é bem critica,
pois ha sério risco de transmissédo da infeccdo para novos sitios, possibilitando a
formacédo de novos biofilmes em outros locais®.

Uma pesquisa in vitro utilizando a cepa padrédo de C. albicans (SC5314)
demonstrou que o desenvolvimento do biofilme é influenciado por fatores como:
superficie, meio de cultura, fonte de carboidrato e pH®%. Este estudo realizou a
formacdo de biofilme sobre uma superficie de poliestireno e avaliou a adeséao, a
expressdo de genes de adesdo e a susceptibilidade de biofilmes maduros as
equinocandinas sob diferentes meios [Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
e Yeast Nytrogen Broth (YNB)] e com diferentes valores de pH (5,6 e 7,0). Com
relacdo a adesdo, essa foi significativamente melhor em meio RPMI 1640 com pH
7,0. Sobre este mesmo pH, foi notado uma maior transicdo de leveduras para hifas,
0 que possivelmente influenciou a formacdo de um biofilme mais espesso em meio
RPMI 1640 sob pH 7,0. J& em YNB, notou-se mais adesdo do que formacédo de
biofilme propriamente dito®. Houve um aumento da expressdo dos genes de adeséo
ALS3 e EAP1 em biofilmes formado em meio RPMI 1640 e pH 7,0, genes esses que

desempenham papel fundamental para formacéo do biofilme in vitro®. Com relacédo
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a susceptibilidade as equinocandinas, biofilmes mais espessos (formados em meio
RPMI 1640 em pH 5,6 e 7,0) foram mais tolerantes a caspofungina e anidulafungina
guando comparados com os formados em YNB®4,

O resultado da pesquisa anteriormente descrita tem papel importantissimo
para concluir que as condi¢cdes ambientais, no que diz respeito ao meio utilizado e
pH, influenciam significativamente a arquitetura do biofilme, expresséo génica e
susceptibilidade a antimicrobianos®*. Pesquisas envolvendo biofilme de C. albicans
demonstram que as duas formas, tanto leveduras como hifas, possuem funcdes
fundamentais durante a formacéo desses biofilmes®’. Ja foi dito anteriormente que o
polimorfismo de C. albicans é um importante fator de viruléncia®!, e que a transicdo
de levedura para hifas é fundamental para a formacédo de biofilmes densos e
homogéneos®®.

Em uma revisdo de literatura, foram descritos os principais genes envolvidos
nas diversas fases da formacdo do biofilme2. Durante a fase da aderéncia inicial, as
leveduras expressam as adesinas Eapl% e Als1%” que constituem proteinas da
parede celular, que por sua vez sdo necessarias para a adesdo ao substrato®’. Em
seguida, ha a propagacédo das células ja aderidas, que por sua vez expressam as
adesinas Als3 e Hwpl, que irdo proporcionar a ligacdo célula-célula®’. Com a
progressdo das hifas, ha um acumulo das adesinas Als3 e Hwpl, que aumentam
ainda mais o poder de adesao de novas células, proporcionando uma caracteristica
extremamente pegajosa as hifas®. O fator de transcricdo Efgl e a quinase Yakl sédo
fundamentais para a formacédo de hifas®®. Acredita-se que o fator de transcricdo
Zapl regula a producédo de componentes dos polissacarideos da MEC, e que o fator
de transcricdo Bcrl regula a aderéncia, possibilitando a adesédo de leveduras a
superficies®®. Os genes envolvidos durante a maturacéo do biofilme sdo os mesmos
relacionados a producdo de MEC ou biomassa total do biofilme3. J& na disperséo,
foram identificadas as proteinas Ume6, Pesl e Nrgl, e a superexpressao do gene
UMES6 reduziu a dispersdo de células, e a superexpressao de PES1 ou NRG1 a
aumentaram®. Nesta mesma revisdo de literatura®, é lancada a hipétese de que,
durante a aderéncia inicial, tanto as leveduras, que expressam adesinas Alsl,
guanto as hifas, que expressam principalmente ou exclusivamente adesinas Als3,
participam deste processo?®.

Foram descritos acima alguns dos genes envolvidos no processo de formacao

do biofilme; porém, é provavel que este processo sofra alteracbes no seu
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mecanismo genético quando os fungos estdo na forma de biofilmes mistos3. Este
fato tem relevancia clinica, ja que mais de 20% das infec¢bes sanguineas de
Candida spp. sdo polimicrobianas. Para se ter maior clareza dessas alteragées, é
importante recorrer a estudos in vitro que simulam a formacao de biofilmes de C.
albicans com bactérias, nos quais sédo descritas relacées benéficas e antagonicas’.
Como relacdo benéfica, existe um aumento na aderéncia e resisténcia aos
antibiéticos em biofilmes mistos’2. Foi demonstrado que a associacédo de C. albicans
com Streptococcus mutans resultou num biofilme mais patogénico quando
comparado aos respectivos biofilmes monoespécies, com maior severidade de
lesdes de carie num modelo de infecgdo roedor’®. Em contrapartida, algumas
relagcdes inibitérias também sdo demonstradas’. O farnesol produzido por C.
albicans, por exemplo, inibe a formacao de biofilmes de Staphylococcus epidermidis
e aumenta a suscetibilidade aos antibiéticos’®. Da mesma forma, a homoserina
lactona, produzida por bactérias, inibe a filamentacdo de C. albicans, dificultando a
formacdo de biofilmes flngicos™. O peréxido de hidrogénio e o acido lactico
produzidos por bactérias vaginais inibem a viruléncia e o crescimento de C.
albicans’. Assim, trabalhos investigando o controle de biofiime flingico de C.
albicans com a associacdo de bactérias que inibam seu metabolismo sdo bastantes
relevantes e promissores.

Em hospitais, a conduta para infeccbes sanguineas de Candida spp., por
existir a possibilidade de estar relacionado a um biofilme misto, € o tratamento
simultdneo com mais de um antimicrobiano para controlar a infeccéo™.

Durante a fase de dispersdo do biofilme, foi observado que a maioria das
células dispersas estavam sob a forma de levedura®. Assim, existe um processo de
transicdo morfoldgica levedura-hifa na fase inicial do biofilme e hifa-levedura na fase
de dispersdo®. Entretanto, um fato deve ser observado com muito zelo: foi
constatado que as leveduras encontradas na dispersdo apresentam um fendotipo
distinto das leveduras da fase inicial, pois aquelas apresentam elevada aderéncia,
maior capacidade de filamentacdo e aumento de sua patogenicidade’’. Logo, as
leveduras de dispersdo apresentam um potencial muito grande para formar novos
biofilmes e levar a infeccdo para novos sitios do organismo humano’’.

Os medicamentos convencionais utilizados para tratamento de candidiase
oral apresentam baixa penetragao sobre biofilmes, resultando em uma acgéao fraca e

temporaria. Adicionalmente, vale ressaltar que a utilizacdo de medicamentos em
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concentracfes inferiores as ideais para controle de biofilmes provoca selecdo de
cepas resistentes, por isso € necessaria uma abordagem diferente para evitar essa
realidade!. De uma maneira geral, os biofilmes apresentam altos indices de
tolerdncia contra tratamentos antimicrobianos, devido as suas caracteristicas
totalmente distintas da sua forma planctonical’. A capacidade de C. albicans de
formar biofilme € um dos seus principais fatores de viruléncia, esse fato torna a
eliminacdo de uma infeccdo por esse tipo de biofilme um verdadeiro desafio,
comprovado pelas altas taxas de mortalidade®.

Dentro de um biofilme, os micro-organismos de fato ocupam menos de 10%
do seu peso seco, os outros 90% sdo ocupados pela MECY’. Essa MEC é criada
pelos proprios micro-organismos, é dindmica e sofre alteracdes de acordo com o
meio ambiente, temperatura e pH a qual estdo expostas’®. A existéncia da MEC
extracelular € uma caracteristica crucial no estilo de vida do biofilme de C. albicans,
a qual desempenha papel fundamental no modo de crescimento e protecédo deste
biofilme e, por esse motivo, as pesquisas mais recentes tém focado na composicao,

estrutura e funcdes biolégicas da MECz®°.

3.3 Matriz do Biofilme e sua Composicao

A MEC é um componente intrinseco do biofilme, e indispensavel para sua
formacdo’. A MEC fornece as células um estilo de vida completamente distinto da
sua forma plancténica, pois proporciona uma arquitetura tridimensional ao biofilme,
uma espécie de gel bastante hidratado que favorece a adeséo superficial, coesao
celular e vias de sinalizagdo’. A MEC proporciona microambientes diferentes com
relacéo a porosidade, rigidez, nivel de oxigénio, pH, disponibilidade de metabdlitos e
nutrientes, que resultam num ambiente altamente dinamico, com interacdes
constantes através de sinais quimicos e fisicos'®. A percepc¢éo desses sinais fisicos
e quimicos do ambiente extracelular geram respostas celulares indispensaveis,
como competicdo interespecifica, sinergismo, mutualismo e remodelacdo, para
regular as funcgdes celulares?®.

A patogenicidade do biofilme esta vinculada as propriedades fisicas, quimicas
e biomecanicas da MEC’. Andlises biofisicas e mecanicas do biofime e das
substancias poliméricas extracelulares (SPE) explicam que biofiimes de dificil
remocdo mecanica apresentam alta viscoelasticidade, suportando melhor as tensdes

de cisalhamento executada pelos fluidos externos. Além disso, a medida que mais
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SPE sao depositadas na superficie, esses desencadeiam um aumento da coeséo e
resisténcia adesiva a superficie®®. E importante a elucidacdo desses processos
biomecénicos da MEC, para o desenvolvimento de novos métodos que fragilizem os
biofilmes patogénicos?®.

Com relagéao a infecgdo, a MEC se comporta como um verdadeiro escudo
contra as respostas imunolégicas do hospedeiro e gera um alto nivel de resisténcia
contra os antifungicos; dessa forma, a MEC gera consequéncia clinicas bem
negativas®. A MEC é responsavel por imobilizar as células do biofilme através das
forcas adesivas e coesivas, propiciando co-agregacdo de micro-organismos e
consequentemente formacdo de microcol6nias!’. As microcolénias sdo separadas
da MEC por canais de agua, que facilitam a circulagdo de nutrientes dentro do
biofilme'’, da mesma forma que possibilita 0 acesso de um agente antimicrobiano ao
biofiime. Entretanto, alguns componentes da MEC podem retardar a acado dos
antimicrobianos devido a adsorcdo ou neutralizacdo do farmaco’. Esse processo
varia de acordo com a natureza quimica do medicamento, a espessura e a
composicdo da MEC’. Assim, a composi¢do da MEC do biofiime esta fortemente
associada com a caracteristica do biofilme de resistir a determinadas concentracdes
de agentes antimicrobianos’.

A associacdo entre susceptibilidade antimicrobiana e MEC foi citada
primeiramente por Al-Fattani et al.” em 2006, quando os biofilmes de C. albicans
cultivados em condicdes dinamicas apresentaram menor tolerancia a anfotericina B
cinco vezes superior a concentracdo do CIM (forma planctonica). Foram analisadas
ainda a composicdo quimica e a resisténcia dos biofilmes de Candida tropicalis e
Staphylococcus epidermidis, concluindo que a composicdo da MEC tem papel
fundamental na resisténcia aos farmacos’. Em uma pesquisa laboratorial, utilizando
fluconazol radiomarcado sobre biofilmes intactos e sobre biofilmes com MEC
parcialmente removidas (através de sonicacdo em banho suave), foi observado que
a concentracdo de fluconazol radiomarcado foi 30% maior no espaco intracelular de
biofilmes com MEC parcialmente removida®. Esse fato sugere que a presenca da
MEC dificulte a penetragdo do fArmaco no interior das células do biofilme?®.

A MEC de um biofilme de C. albicans é composta por todas as principais
classes de macromoléculas e envolve o biofilme, proporcionando protecéo contra o
ambiente externo®. Um estudo in vitro analisando os principais componentes da

MEC do biofilme de C. albicans cita como componentes: carboidratos, proteinas,
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hexosamina, fésforo, acido urénico e DNA extracelular (eDNA)’. A heterogeneidade
da composicao da MEC do biofilme de C. albicans gera muita davida sobre o peso
que cada componente desempenha no biofilme®. Independentemente do tipo de
biofilme, é atribuida & MEC atuacéo na adesao dos micro-organismos as superficies,
protecdo ao ambiente externo, integridade estrutural e ativacdo enzimatica de
recursos nutricionais'’. E muito importante o conhecimento aprofundado dos
componentes da MEC, para que a partir dai se desenvolvam novas terapias
eficientes para o controle de infeccdes por biofilme de C. albicans®.

Para a analise quimica da composicdo da MEC do biofilme de C. albicans,
formado a partir da cepa NCYC 1467 em meio YNB, Al-Fattani et al.” 2006 utilizaram
enzimas hidroliticas para desprendé-lo. A composi¢cdo da MEC do biofilme foi de:
39,6% de carboidratos, sendo 32,2% de glicose; 5% de proteina; 3,3% de
hexosamina; 0,5% de fésforo e 0,1% de acido urbnico’. Sob acdo enzimatica com
proteinase K, quitinase, DNase | e [-N-acetilglucosaminidase, houve reducao
significativa da densidade Optica em um comprimento de onda de 570 nm, indicando
gue essas enzimas degradam parcialmente a MEC do biofilme. Houve uma reducéo
ainda maior da densidade éptica com a liticase, que degrada o -1,3-glucano. Além
do B-1,3-glucano ser um importante constituinte da parede celular, esse ultimo fato
sugere que o B-1,3-glucano também seja um importante polissacarideo da MEC”.

Entretanto, a técnica de sonicacédo para segregacdo da MEC sobre a parede
celular do biofilme utilizada por Al-Fattani et al.” 2006 recebeu algumas criticas em
virtude da perda em miligramas de materiais da MEC®°. Na metodologia realizada por
Zarnowski et al.8! 2016, as amostras de biofilme de C. albicans, formadas a partir de
isolado clinico e cultivado em meio RPMI, foram formadas dinamicamente em um
sistema de garrafas rolantes, passando pela fase de aderéncia e maturacdo sob
esses movimentos continuos®:. Posteriormente, a MEC formada foi separada da
biomassa por sonicag¢do, em poténcia que ndo comprometesse a parede celular, e
por centrifugacdo®:. Em seguida o sobrenadante, contendo a MEC fracionada, foi
submetido a uma filtracdo sequencial, dialise e liofilizacdo, gerando assim uma
matriz pura e sem componentes da parede celular®’. Essa metodologia garante que
a parede celular ndo sofra dano nem vazamento de células. As amostras ainda
foram analisadas sob microscopia eletrénica de transmissdo para confirmar se

houve apenas a remocéo da MEC8!,
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Contraditoriamente a Al-Fattani et al.” 2006, Zarnowski et al.'® 2014
realizaram um estudo extensivo sobre a MEC de C. albicans in vitro e in vivo
(modelo animal), no tocante a sua composi¢cao bem como o papel dos componentes
da MEC na resisténcia aos medicamentos. Como ja foi explicado, houve o cuidado
de ndo gerar dano as células da parede celular durante a segregacao, ja que o
vazamento de conteudo das células pela parede pode se misturar ao sobrenadante
e confundir no momento da deteccdo dos componentes da MEC®. A andlise de
carboidratos foi realizada por cromatografia gasosa, ressonancia magnética nuclear,
espalhamento de raios-X em angulo reduzido e analise em microscopia confocal e
eletrénica sob marcag¢do com anticorpos. Lipideos, acidos graxos e esterois foram
analisados por cromatografia gasosa, sendo as prostaglandinas avaliadas por
cromatografia liquida de alta performance e espectroscopia de massas. Uma analise
protedmica foi realizada para identificacdo de proteinas da MEC, e o eDNA foi
analisado espectrofotometricamente e por sequenciamento genético. O estudo
revelou que a MEC de biofilme in vitro é composta em peso seco por: 25% de
carboidratos, 55% de proteina, 15% de lipidios e 5% de eDNA. No estudo
realizado por Al-Fattani et al.” 2006, as proteinas da MEC correspondiam a apenas
5%,

Com relagdo aos polissacarideos, a metodologia de Zarnowski et al.'6 2014,
as amostras foram expostas a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), e
constataram a presenca de trés grupos de polissacarideos na matriz: as mananas
foram o componente mais abundante, correspondendo a aproximadamente 87%
(principalmente o a-1,2-ramificado e a-1,6-mananas); o B-1,6-glucano, presente em
uma porcentagem meédia de 13%; e por fim, o 3-1,3-glucano, distribuido em niveis
extremamente baixos. Apesar do B-1,3 glucano ser o maior polissacarideo da
parede celular, este apresentou uma pequena concentracdo na MEC8. Este fato vai
de encontro com que havia sido publicado até entdo por Al Fattani et al.” 2006,
segundo o qual o B-1,3-glucano € apontado como um importante componente da
MEC. Para Zarnowski et al.'® 2014, o B-1,3-glucano ndo estabelece um papel
relevante na resisténcia aos agentes antimicrobianos do biofilme. Outra diferenca
entre esses estudos’*® foi com relacéo a quitina, polissacarideo presente na parede
celular; ao contrario de Al-Fattani et al.” 2006, Zarnowski et al.'® 2014 ndo

detectaram esse componente na MEC*6.
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Como citado anteriormente por Zarnowski et al.'® 2014 ha& uma infima
presenca dos B-1,3-glucano na MEC?®. Entretanto, foi evidenciado um nimero
significante de -1,6-glucano e a-mananas, que juntos dao origem a um Complexo
Manana-Glucano (CMG)!*. Cada componente do CMG da MEC apresenta uma
caracteristica e uma fungdo bem distintas da estabelecida na parede celular'®. A
manana, encontrada na MEC, é uma estrutura muito maior do que a manana da
parede celular'®. Da mesma forma, o B-1,6-glucano da MEC apresenta-se como uma
cadeia linear, enquanto que na parede celular é altamente ramificado!®. Vale
salientar ainda que nenhum componente do CMG foi encontrado em culturas
planctonicas, 0 que prova que esses componentes apresentam contribuicao
especifica para biofilme, mais especificamente para a MEC®,

O CMG foi apontado como crucial para a resisténcia do biofiime de C.
albicans a tratamentos antimicrobianos através de uma combinagcédo de abordagens
genéticas e bioguimicas®. Assim, qualquer substancia que venha a interferir na
formacdo do CMG serd um tratamento promissor®?. Mitchel et al.8? 2015
desenvolveram sua pesquisa utilizando uma abordagem genética, bioquimica e
farmacoldgica buscando a interferéncia que os polissacarideos (B3-1,6-glucano, B-
1,3-glucano e a-mananos) exercem sobre a MEC do biofilme de C. albicans. Cada
um dos trés principais componentes da MEC é necessario para a formacédo e
funcionamento da MEC®. Manipulacdes genéticas sugerem que O0S trés
polissacarideos apresentam comportamento mutuo e coordenado no acumulo de
SPE da matriz, pois a intervencdo na sintese ou exportacdo de algum desses
polissacarideos altera a concentracdo dos outros®. A formacdo da MEC pode
ocorrer de forma extracelular, como reflexo de acBes comunitarias de células do
biofilme®2.

N&o foram encontradas ligacGes diretas, através da ressonancia magnética
nuclear (RMN), que demonstrem que o B-1,6-glucano seja ligado covalentemente as
mananas, mas por microscopia confocal €& possivel observar que as duas
substancias apresentam intima relagéo'®. Na MEC de C. albicans, o B-1,3-glucano e
o eDNA sdo citados como contribuintes para 0os mecanismos de resisténcia
antifingica, em que o B-1,3-glucano dificulta a penetracdo de tais farmacos®384. B-
1,3 glucano atua como uma espécie de esponja para farmacos, impedindo a difuséao
do antifingico pela MECB®3, O trabalho desenvolvido por Zarnowski et al.'® 2014,

evidencia a importancia de se estudar a interagdo da MEC com os diferentes



30

farmacos'®. Sugere-se ainda que outros componentes da matriz atuem nesta ligacdo
matriz-biofilme, e esse tém sido o foco dos préximos estudos?®.

Um estudo avaliou os componentes da matriz do biofilme de cepas
susceptiveis e resistentes ao fluconazol (CaS-ATCC 9002; CaR-ATCC 96901;
C.glabrata susceptivel- ATCC 2001; C.glabrata resistente- ATCC 200918), formados
sobre placas de 24 pocos com meio RPMI®. Foi observado que o fluconazol reduziu
a biomassa total e os polissacarideos soliveis em agua (WSP) em todas as
linhagens avaliadas®. Esse achado sugere a acdo desse antifingico ocorre
principalmente sobre os polissacarideos sollveis em agua®.

As proteinas juntas ocupam uma propor¢cao em peso seco bastante superior
aos polissacarideos na MEC do biofilme de C. albicans, entretanto o papel da maior
parte delas permanece desconhecido!®. Flemmin et al.!” 2010 realizaram uma
extensa revisdo sobre os componentes da MEC de biofilmes, tanto envolvendo
biofilmes bacterianos como fungicos. Eles afirmam que as proteinas constituintes da
MEC encontram-se sob as formas de: proteinas enzimaticas e proteinas nao
enzimaticas!’. Enzimas sdo proteinas que através da liberacdo de substratos
especificos desencadeiam reacfes metabdlicas; proteinas n&o enzimaticas
equivalem as estruturais, envolvidas na formacéo e estabilizacdo da MEC'".

As proteinas em forma de enzimas atuam no metabolismo, degradam
componentes da MEC, funcionando como um sistema digestivo externo!’. Esse
processo ainda néo estd muito claro, mas pode ter o objetivo de fornecer nutrientes
ou mesmo de separar células para o processo de dispersdo do biofilme!®. Outras
proteinas enzimaticas podem atuar como fatores de viruléncia dos biofilmes durante
um processo infecciosol’. As proteinas ndo enzimaticas da MEC, também
conhecidas como proteinas estruturais, fazem a ligacdo da superficie celular com os
carboidratos extracelulares!’. Essas proteinas estdo relacionadas com a formagéo e
estabilizacdo da rede de matriz polimérica e ligacdo da superficie do fungo com os
polissacarideos extracelulares!’. Entretanto, Zarnowski et al'®. 2014 néo
identificaram nenhuma proteina da MEC associada a parede celular de C. albicans
gue justifique os processos de adeséo e de crescimento do biofilme?®.

O eDNA, também é apontado com contribuinte do mecanismo de resisténcia
antifingica®®®. Entretanto, a real contribuicdo que o eDNA desempenha em
biofiilmes de C. albicans ainda é muito pouco elucidada®. Martins et al.8* 2010

desenvolveram um estudo utilizando a MEC de biofilme de C. albicans formados em
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condicdes de fluxo a partir da cepa padrdo SC5314, com o objetivo de examinar a
presenca e quantidade de eDNA, bem como as consequéncias da adicdo de DNase
(enzima que degrada o DNA) e DNA exdgeno®*. Sob as condi¢bes utilizadas nesse
experimento®, foi observado um maior teor de eDNA e proteina na MEC em
biofilmes formados em RPMI (3045,4 + 227 ng eDNA/mg de proteina), um valor
consideravelmente maior que no meio YNB (13.0 + 8.8 ng eDNA/mg de proteina)®.
A adicdo da DNase néo exibiu efeitos importantes sobre as células aderidas de C.
albicans nos primeiros tempos de formacédo do biofilme (0, 1 e 2 h); ja em biofilmes
pré-formados (24 h), a DNase em concentracdes superiores a 0,03 mg/ml
apresentou um efeito inibitério geral. A concentracdo de 0,13 mg/ml de DNase
apresentou uma reducdo de 40% da biomassa. Ja a adicdo de DNA exdgeno em
células aderidas de C. albicans ndo aumentou o crescimento do biofilme. Entretanto,
em biofilmes maduros concentracdes superiores a 160 ng/ml resultaram em um
aumento da biomassa. A adicdo de 320 ng/ml de DNA exdégeno aumentou a
biomassa em 63%3%.

Utilizando-se da técnica de cromatografia gasosa, foi possivel identificar 8
diferentes classes de lipideos na MEC de C. albicans?®. Dentre os lipideos da MEC,
os glicerolipideos corresponderam a 99,5% (dos quais 89,2% sao glicerolipideos
neutros e 10,4% glicerolipideos polares) e os esfingolipideos, a 0,5%%€. Dentre os
glicerolipideos neutros, destacam-se os acidos graxos livres e os triacilglicerois;

enquanto gue nos glicerolipideos polares, destacam-se as fosfatidiletanolaminas?®.

3.4 Agentes Antifungicos Convencionais

Convencionalmente a candidiase oral é tratada por medicamentos topicos ou
sistémicos'®. Os tépicos apresentam como limitacdo o préprio ambiente oral, onde a
presenca da saliva juntamente com a musculatura bucal resultam em uma acéo de
limpeza natural do organismo, reduzindo para niveis subclinicos a concentracdo do
farmaco®. Devido a limitacdo da cavidade oral, os medicamentos sistémicos
aparentam ser mais interessantes, mas eles promovem efeitos colaterais
hepatotéxicos e/ou nefrotéxicos, o que exige muita cautela durante sua prescricao®.

Os agentes antifungicos convencionais sao divididos em trés categorias:
polienos, az6is e equinocandinas®?’,

Os polienos alteram a permeabilidade da parede celular, e por isso sao

fungicidas; dentro dessa classe encontram-se a anfotericina B e a nistatina!®'°. Os
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azois sdo inibidores da biossintese de ergosterol, e como o ergosterol constitui o
principal esterol presente na membrana plasmatica fungica, sua inibi¢éo interfere no
metabolismo do fungo e, por isso, sdo fungistaticos®”. Porém, recentemente foi
verificado que, em elevadas concentracdes, o fluconazol apresenta acéo fungicida®.
Os azdis sdo ainda divididos em duas subclasses: imidazélicos (clotrimazol,
miconazol e cetoconazol) e triazélicos (fluconazol e itraconazol)*®1%, As
equinocandinas sao a classe mais recente de antifiungicos desenvolvidos e inibem a
sintese de B-1,3-glucano da parede celular®®, componente especifico do fungo, o
que elimina a toxicidade do farmaco as células mamiferas. Dentro desta categoria
existem a caspofungina, a micafungina e a anidulafungina. Azéis tem origem
sintética e recebem sua classificacdo (imidazolicos e triazolicos) de acordo com o
numero de atomos de nitrogénio no anel azol®. O cetoconazol é o Unico dos
imidazdlicos que pode ser usado sistematicamente, entretanto, quando comparado
com os triazolicos, apresenta atividade inferior e reagbes adversas menos
favoraveis, sem contar ainda com a melhor disponibilidade oral dos triazdlicos.
Diante disso, imidazélicos séo considerados antiflingicos de segunda opg¢&o®..

Hoje em dia a equinocandina € uma das categorias de antifungicas mais
eficientes contra biofilmes de Candida spp. O fato desta categoria inibir a sintese de
B-1,3-glucano da parede celular®® levantou a hipétese de que este farmaco reduza
também o B-1,3-glucano da MEC®, entretanto essa hipdtese ainda néo foi
confirmada. B-1,3-glucano foi o primeiro polissacarideo associado a resisténcia
antimicrobiana’3, por evitar que o farmaco penetre na MEC e alcance seu alvo
celular®?. Entretanto, alguns problemas sdo relatados com o uso das
equinocandinas, como efeito paradoxo (altas concentracbes do medicamento
causam crescimento fangico), o qual ainda ndo € bem compreendido, e resisténcia
fangica®.

Resisténcia antifUngicos é caracterizada pela persisténcia ou até mesmo a
progressdo da infeccdo apds o tratamento antimicrobiano, e pode ser classificada
como primaria ou secundaria®®?l, A resisténcia primaria, também conhecida como
intrinseca, é quando o micro-organismo tem baixa suscetibilidade ao tratamento sem
ter passado por uma exposi¢ao prévia ao medicamento. Ja a resisténcia secundéria
é desenvolvida pelo micro-organismo apés demasiada exposicdo aos antifingicos?.

Sob a forma de biofiime, a C. albicans apresenta tolerancia aos agentes

antifangicos, que estd associada a: superexpressdao de bombas de efluxo de
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medicamentos, o0 estado fisiologico das células e a protecao exercida pela MEC. O
B-1,3 glucano se ligam aos antifingicos e dificultam sua difusdo pela MEC®. Dessa
forma, um estudo envolvendo a andlise de cepas resistentes torna o trabalho e seus
resultados mais robustos.

O uso continuo de azdbis tem selecionado cepas mais resistentes ao
tratamento®. Dentre os mecanismos envolvidos nessa resisténcia podemos citar
superexpressao de alguns genes: MDR1, principal gene da bomba de efluxo; CDR,
genes da bomba de efluxo do transportados ABC; e o ERG11, gene da enzima alvo
do azol?*. Também tém sido relatados mecanismos de resisténcia as
equinocandinas, como mutacBes do gene FKS1 (responsavel pela sintese de
proteina alvo das equinocandinas), reducdo de sensibilidade a tais farmacos e
mecanismos de recuperacdo da parede celular por superegulacdo da sintese de
quitina®.

Diante das limitagbes apresentadas pelos antifungicos tradicionais, tém-se a
necessidade do uso de um agente que que venha a complementar as lacunas
existentes, que possa controlar uma infec¢do de C. albicans sem provocar os efeitos

coloaterais encontrados nos antifUngicos convencionais.

3.5 N-acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC), um derivado do aminoacido L-cisteina?*, é um
medicamento amplamente utilizado na pratica médica como agente mucolitico,
bastante utilizado para tratamento de fibrose cistica com grande margem de
seguranca®. Ndo é um composto antibiético, entretanto apresenta propriedade
antibiofilmes?®, pois estudos apontam para a diminuicdo da producdo de
polissacarideos extracelulares, rompimento de biofiimes maduros e reducdo da
adesdo das bactérias a superficies?’3.. A NAC é um potente antioxidante, atuando
contra radiais livres oxidantes nas células do tecido pulmonar®’. Sua fracédo ativa
(sitio tiol -sh) tem a funcdo de eliminar os radicais livres e romper as ligacbes de
dissulfeto intermolecular ou intramolecular nas proteinas, reduzindo a viscosidade
das secrecdes®?33,

Ainda sao desconhecidos os mecanismos dessa atividade antimicrobiana e
antibiofiilme da NAC, necessitando de mais pesquisas para entender melhor o
potencial dessa substéancia nas infec¢fes relacionadas a biofilmes. Existem algumas

sugestdes para explicar o mecanismo da atividade antimicrobiana da NAC: 1.
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inibicAo competitiva da utilizagdo de cisteina; 2. reacdo do grupo sulfidrilo da NAC
com proteinas bacterianas; e 3. desorganizacao do equilibrio redox intracelular com
potenciais efeitos indiretos no metabolismo celular e vias de transdugéo de sinal
intracelular®'44. Ja a atividade da NAC na dispersdo do biofilme pré-formado pode
ser devido a perturbacédo da fisiologia microbiana, ou devido a um efeito direto da
NAC na arquitetura da matriz do biofilme (por quelagdo de célcio e magnésio ou
interacdo com componentes cruciais na matriz)*44.  Entretanto, analisando
criteriosamente esses artigos*#4, bem como os artigos citados pelos menos, nota-se
gue essas sugestbes ndao foram embasadas em estudos cientificos, o que torna
essas hipéteses inconsistentes.

Em uma revisao de literatura a respeito das multiplas aplicacdes clinicas da
NAC, foram citadas as acBes comprovadamente eficientes do medicamento?*:
Tratamento de intoxicagdo por acetaminofeno (paracetamol); prevencdo da
exacerbacdo da doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) em estudos
controlados randomizados (ECR); prevencdo de nefropatia induzida por contraste,
por meio de ECR; reducao e prevencao da infeccéo por influenza em idosos frageis,
com base em ECR; diminuicdo do dano da funcdo pulmonar na fibrose pulmonar
idiopatica, com evidéncias de ECR?.

Em uma reviséo sistematica de ensaios randomizados realizada em 2000%°, a
NAC foi eficaz na reducdo dos riscos de exacerbacbes e na melhora da
sintomatologia de pacientes com bronquite crénica e nao foi observado um aumento
no risco dos efeitos adversos®. Entretanto, o artigo deixa claro que sdo necessarios
mais estudos que justifiquem o uso rotineiro da NAC a longo prazo?>.

No que diz respeito aos efeitos colaterais, eles sédo citados como raros em
doses de até 1.200 mg duas vezes ao dia, mas os efeitos sdo principalmente
gastrointestinais?*. Deve-se ter cuidado com a interacdo da NAC em pacientes que
usam nitroglicerina e medicamentos relacionados, devido a acédo vasodilatadora da
NAC?*. A dosagem varia de acordo com o objetivo, para profilaxia da exacerbacéo
da DPOC, a dose é de 600 mg a 1.200 mg dividida em doses diarias; na prevencéao
de nefropatia induzida por contraste, 1.200 mg antes do procedimento e 1.200 mg
apos o procedimento duas vezes ao dia por 48 h; atenuagéo de influenza, 600 mg
duas vezes ao dia pelo periodo da doenca; diminuicdo do dano da fungcéo pulmonar

na fibrose pulmonar idiopética, 1.800 mg em doses divididas?*.
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Na dosagem de 1.200 mg duas vezes ao dia ou menos, a NAC € bem
tolerada. Nessas dosagens, os efeitos colaterais sdo incomuns, mas existe a
possibilidade do paciente apresentar: ndusea, vomito, diarreia, erupcdo cutanea
transitoria, rubor, dor epigastrica e constipacdo®’. Em dosagens muito superiores,
geralmente utilizada para tratar casos de superdosagem de acetaminofeno, a NAC
ndo costuma ser bem tolerada, nesses casos € comum acontecer dor de cabeca,
zumbido, urticaria, erupcbes cutaneas, calafrios, febre e reacdes anafilactéides
(pseudoanofilaxia)®’. Como dito anteriormente, deve-se ter cuidado ao administrar
NAC em pacientes que fazem uso de nitroglicerina e outros medicamente
relacionados, pois a NAC potencializa o efeito desses farmacos, podendo gerar
quadros de hipotensdo®’.

A NAC esta disponivel sob formula de capsulas (500 a 1.000 mg), sendo a
concentragdo de 600 mg a mais comumente encontrada. Sob a forma intravenosa, a
NAC esta disponivel em 200 mg/mL?*. Na medicina, ela é administrada por vias
inalatoria, intravenosa? e, principalmente, oral e intramuscular3*.

A NAC também é uma precursora da Glutadiona, o tiol mais abundante de
células eucaridticas®®. Ela estd envolvida em processos bioldgicos, como

metabolismo, atividade enzimatica, sintese de proteinas e eDNA °. Em um estudo

experimental acerca da glutadiona, mostra que C. albicans possui a enzima (y-

glutamilcisteina sintetase — GCS1) que metaboliza a mesma. A ruptura dessa
enzima (GCS1) resultou em apoptose de células. Este fato sugere a glutadiona
como um metabdlito essencial em Ca®®.

Evidéncias encontradas em estudos anteriores com a NAC3* demonstram
gue, isoladamente ou associada a algum antibiético, ela pode diminuir o risco da
intensificacdo de bronquite cronica, doenca pulmonar obstrutiva e rinossinusite,
doencas associadas a presenca de biofilme34. Essas evidéncias positivas da NAC na
area médica vém motivando a elaboracdo de novos estudos, a fim de investigar seus
efeitos sobre outras doencas mediadas por biofilme?’. A NAC tem se mostrado
eficiente na reducédo da formacdo dos biofilmes em uma variedade de bactérias
clinicamente importantes nos tratamentos endoddnticos?’:2°.

A NAC tém demonstrado capacidade em aumentar os efeitos dos antibiéticos
convencionais®®. A NAC ainda possui atividade anti-inflamatéria, devido a sua

capacidade de inibir a ativagdo e liberacdo de varias citocinas pré-inflamatorias,
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como: a fator nuclear kappa B, fator de necrose tumoral a, metaproteinase-9 da
MEC, interleucinas 6 e 8.

Em um estudo experimental analisando a formagdo de biofiimes de
Streptococcus pneumoniae sobre placas de poliestireno, a NAC isoladamente ndo
apresentou uma reducéo significativa sobre micro-organismos planctonicos e em
biofilme*®. Porém, quando associada a amoxicilina, eritromicina e levofloxacina, a
NAC reduziu o biofilme em logio de 1,78+0,86, 2,27+0,28 e 1,52+0,14,
respectivamente?®. Os mesmos antibiéticos, isoladamente, apresentaram uma
reducdo em logio inferior a associacdo com a NAC, 1,33+0,58, 1,99+0,85 e
1,42+0,56 respectivamente?.

Em um estudo experimental que avaliou a acdo da NAC na formacao de
biofilme de 10 cepas bacterianas diferentes sobre superficies de aco inoxidavel, foi
proposto que a acdo da NAC na reducdo da adeséo bacteriana a superficie é tanto
guimica como biolégica**. A NAC aumentou a molhabilidade da superficie, o que
gerou uma diminuicdo da adesdo bacteriana inicial. Ainda neste estudo*, a NAC
teve seu efeito estudado na producdo de polissacaridos extracelulares dessas
cepas, bem como para uma cultura multiespécie (7 cepas). Para esta analise foi
utilizada uma versdo modificada do método de hidrélise acida de Dall e Herndon®e.
Os polissacarideos foram precipitados em etanol, e em seguida passaram por um
processo de desidratacdo com acido concentrado de furfural e triptofano, que juntos
formam um produto de condensacéo de cor violeta acastanhada. As amostras foram
lidas em espectrofotdmetro a 500 nm. A NAC 0,5 mg/mL reduziu a producéo de EPS
na maioria das cepas avaliadas, mesmo em concentracfes em que o crescimento
nao foi inibido**, com uma reducdo média de 58% + 20% para as bactérias testadas.

Outra pesquisa também utilizou a versdo modificada de hidrdlise acida de Dall
e Herndon®, porém as amostras foram medidas em 490 nm, para estudar o efeito da
NAC por 24 h sobre polissacarideos extracelulares de biofiimes de 18 isolados
clinicos de P. aeruginosa pré-formados durante 48 h*. Como resultado desta
pesquisa, houve uma reducado significativa dos polissacarideos extracelulares na
presenca da NAC, com reducdo média de 27,46% e 44,59% na presenca de 0,5
mg/mL e 1 mg/mL de NAC, respectivamente.

Foram encontrados alguns trabalhos*>-4’ estudando o efeito da NAC sobre
biofilmes de C. albicans. Em um deles®, foram determinadas as CIMs de

cetoconazol e NAC pela técnica da zona de inibicio em &gar contra 10 isolados
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clinicos de C. albicans de lesGes orais e vaginais*®. Foi observado que valores de
CIM variaram de 0,4 a 0,8 uyg/mL para cetoconazol e de 16 a 20 mg/mL para NAC.
Foi avaliada também a influéncia desses farmacos na formacgéo de biofilme e em
biofilme maduro das cepas avaliadas, mensurada pela técnica do violeta cristal
utilizando concentragdes de CIM e 2xCIM para cetoconazol e de 4 e 8 mg/mL para
NAC (menor que CIM)*. A porcentagem de redugdo na formacédo de biofilme do
cetoconazol foi de 25% a 87,4%, da NAC foi de 32,8% a 87,8% e a associacdo de
ambos farmacos foi de 57,2% a 100%*°. Em biofilmes maduros ou pré-formados, o
cetoconazol reduziu a formacao de biofilme em 22% a 80,70%; a NAC, em 50% a
95,2%; e a associacdo de ambas de 54,07% a 100%%. Apesar desses resultados
promissores, verifica-se uma grande variacdo entre os isolados clinicos, os quais
nao foram comparados com uma cepa padrdo. Adicionalmente, a viabilidade do
biofiime tratado com NAC nao foi avaliada, uma vez que o cristal violeta € uma
técnica de coloracéo de todo biofilme, incluindo células vivas, mortas e MEC*.

Em outro estudo, biofilme de isolados clinicos de C. albicans foram cultivados
por 24 h e expostos a NAC“®. O valor de CIM que reduziu 50% do metabolismo dos
biofilmes foi 32 mg/mL apds 48 h*. Andlise de microscopia confocal demonstrou
reducdo significativa da biomassa e da espessura do biofilme monoespécie e
polimicrobiano de C. albicans e S. epidermidis expostos a NAC 8 mg/mL por 24 h?6,
NAC 16 mg/mL promoveu reducdo de colbnias de C. albicans somente no biofilme
monoespécie até 72 h de exposicdo, porém nédo no biofilme polimicrobiano®. Além
disso, também foi observado sinergismo de NAC e anfotericina B contra as cepas de
C. albicans, porém nao houve sinergismo entre a NAC e fluconazol contra uma das
cepas flingicas avaliadas*. Porém, tanto a determinacdo de CIM como a do
sinergismo da NAC com antifingicos foram realizadas por meio de metabolismo
celular (ensaio de XTT), o qual pode apresentar resultados distintos e
superestimados quando comparados com a viabilidade microbiana por crescimento
de coldnias®®. A avaliacdo da viabilidade microbiana por unidades formadoras de
colénias (UFC) é considerada fundamental na avaliacdo antimicrobiana/antibiofilme,
e somente é considerado antimicrobiano o agente que promove reducdo de 3 logio
nos valores de UFC100,

Aslam e Darouiche*’ 2011 estudaram o efeito da NAC sobre alguns micro-
organismos, tanto na sua forma plancténica como biofilme, quanto a viabilidade,

espessura do biofiime e a composicdo dos MEC*. Além de C. albicans, foram
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analisados ainda: S. aureus sensivel e resistente a meticilina (MSSA, MRSA), S.
epidermidis, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE), P. aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e C. krusei*’. De maneira geral a CIM
das bactérias foi de aproximadamente 5 mg/mL, e a concentracédo fungicida minima
(CFEM) apresentou o mesmo valor ou uma diluicdo acima, exceto para C. albicans
que apresentou valores de CIM e CFM de 40 mg/mL e 160 mg/mL,
respectivamente*’. A NAC a 80 mg/mL foi bactericida, com uma reducdo superior a
99,9% para todas as espécies estudadas*’. Entretanto, nessa mesma concentragéo,
ela foi apenas fungistatica para C. albicans e C. krusei*’. A avaliacdo de biofilmes foi
realizada somente para as espécies bacterianas em microscopia confocal, em que
foi verificada a espessura da biofilme, a quantidade de células nédo viaveis, e a
intensidade de fluorescéncia verde como marcador de polissacarideos da MEC*".

Alguns estudos avaliaram o efeito da NAC em micro-organismos da cavidade
oral. Um biofilme multiespécies oral foi isolado de uma crianga com alto risco a carie
e formado em discos de hidroxiapatita na presenca da NAC por 24 h?. Foi
observado um efeito dose-dependente da NAC na biomassa total do biofilme, pois
as concentracdes 10 mg/mL e 100 mg/mL da NAC reduziram consideravelmente a
biomassa aderente dos biofilmes?®. Houve reducdo também na MEC do biofilme
guando expostos a essas concentracées?®. Os componentes celulares do biofilme e
namero de células aderentes totais (vivas ou mortas) tiveram um efeito dose-
dependente?®. Entretanto, na analise de microscopia de fluorescéncia, a proporgéo
de bactérias vivas comparadas as mortas ndo diminuiu acentuadamente quando
expostas a 1 mg/mL, 10 mg/mL e 100 mg/mL de NAC?8. Andlises microscopicas
demonstraram que a NAC 10 mg/mL e 100 mg/mL promoveram dispersdo dos
componentes celulares e da MEC, além de reduzir a co-agregacédo?®®. A andlise da
ecologia microbiana por sequenciamento genético revelou a presenca dos seguintes
géneros no biofiime: Abiotrophia, Fusobacterium, Gemella, Granulicatella,
Haemophilus, Neisseria, Porphyromonas, Streptococcus, e Veillonella®. Por outro
lado, a NAC na concentracdo de 10 mg/mL promoveu pouca alteracao ecoldgica,
com reducdo significativa somente para Fusobacterium?2.

Quando o periodontopatdogeno Prevotella intermedia foi avaliado, a NAC
demonstrou valor de CIM de 3 mg/mL!%%. A formacdo de biofilme foi reduzida na
presenca de NAC 1,5 mg/mL, e a maior reducdo da biomassa foi observada na

presenca de NAC 3 mg/mL%. Entretanto, ndo foi observado sinergismo da NAC
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com os antibiéticos ampicilina, ciprofloxacina, metronidazol e tetraciclina, tanto em
relacdo aos valores de CIM como na redugcdo do biofiime maduro!®l. Esses
resultados demonstraram que a incubagdo do micro-organismo com a NAC por 24 h
foi efetiva em inibir a formagédo do biofilme, mas ndo em erradicar o biofilme ja
formado?©?.

A acdo da NAC em bactérias encontradas em infeccbes endodonticas
(Actinomyces naeslundii, Lactobacillus salivarius, Streptococcus mutans e E.
faecalis) demonstrou valores de CIM entre 0,78 e 1,56 mg/mL?°. Também foi
observada reducdo da biomassa total de biofimes mono e multiespécies das
bactérias avaliadas, cultivados na presenca de NAC nas concentracdes de 0,78 a
3,13 mg/mL. Imagens de microscopia eletronica de varredura demonstraram que o
biofilme multiespécies formado em disco de hidroxiapatita pré-condicionados com
saliva por 3 semanas foram desestruturados apoés tratamento com NAC por 10
minutos (min) em concentragdes entre 25 e 200 mg/mL (equivalentes a 16,03 até
256,41 vezes os valores de CIM)?°, Apds 24 horas de tratamento, observou-se 99%
de reducédo da viabilidade dos biofilmes maduros, quando comparado ao grupo
controle?®, Também apds 24 horas de tratamento, a desorganizacdo do biofilme
multiespécies e a reducdo de viabilidade causados pela NAC 50 mg/mL foram
significativamente maiores do que o hidroxido de calcio saturado ou solucdo de
clorexidina a 2%°.

A NAC apresentou valores de CIM e concentracdo bactericida minima (CBM)
de 1,56 e 12,5 mg/mL, respectivamente, contra E. faecalis, com acdo mais efetiva
em pH=11?’. Enquanto que o efeito antibacteriano de hidréxido de célcio incubado
com po6 de dentina foi abolido, a incubacdo com pé de dentina ndo interferiu ha acao
antibacteriana da NAC?’. Além disso, biofilmes de 21 dias formados em amostras de
dentina apresentaram menor viabilidade apo6s incubacdo com NAC 50 mg/mL por 7
dias, cuja acdo antibacteriana foi superior a do hidréxido de calcio?’. A acéo
bactericida da NAC 12,5 mg/mL e 25 mg/mL foi mantida mesmo apdés 14 dias e 21
dias, respectivamente, de pré-incubacdo com pé de dentina?’.

Outros estudos verificaram acdo antibacteriana da NAC em micro-organismos
responsaveis por infeccdes médicas. A NAC foi avaliada quanto a sua eficacia como
um agente auxiliar na reducdo de UFC de bactérias na ponta de um duodenoscépio,
pois essa area tém sido relatada como um reservatério de contaminacdo bacteriana

persistentel®?, A submerséo da ponta do duodenoscopio em NAC 20% (200 mg/mL)
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por 30 min reduziu significativamente as UFC bacterianas (redugdo meédia de
41,6%), quando comparadas ao grupo controle tratados com agua estéril (reducéo
média de 8,8%)'%2. Entretanto os autores ndo relataram se a reducéo obtida com a
NAC foi clinicamente significativa para a satde dos pacientes'®, A combinacéo da
NAC e ciprofloxacina apresentou o maior efeito tanto na erradicagcao do biofilme de
P. aeruginosa, como na reducdo da aderéncia bacteriana a superficie de cimento
6sseo comparada aos efeitos da NAC e ciprofloxacina isolados®.

Foram determinadas as CIM da NAC contra E. faecalis, Corynebacterium
ammoniagenes, Mycobacterium smegmatis, Propionibacterium acnes, S. aureus, S.
epidermidis, Streptococcus pyogenes e 14 cepas clinicas de estafilococos
coagulase-negativos (SCN)3%. Os valores de CIM obtidos foram de: 0,098 mg/mL
para M. smegmatis; 6,25 mg/mL para P. acnes e 25 mg/mL para as demais cepas®..
Foi constatado que a aderéncia de E. faecalis, S. epidermidis e nove cepas SCN
foram significativamente reduzida em concentracGes inferiores a CIM da NACS.
Entretanto, a formacdo de biofiime de E. faecalis, S. aureus e duas cepas SCN
aumentou em concentragées sub-CIM de NAC3!. O efeito da NAC no crescimento
planctonico e na formacdo de biofilmes de M. smegmatis foi tempo-dependente. A
NAC 12,5 mg/mL reduziu significativamente a formacao de biofilme e crescimento de
cultura mista de P. acnes e S. epidermidis. A NAC também reduziu a biomassa de
biofilme maduro de M. smegmatis em duas vezes em relacéo ao controle (sem NAC)
e de biofilme misto de P. acnes com S. epidermidis (reducéo de 61%)3.

Com intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas, toxicologicas e
biolégicas do cloranfenicol, a NAC foi analisada juntamente com a B-ciclodextrina
para a obtencdo de um complexo de inclusdo desse antibidticol®. A atividade
antimicrobiana desse complexo contra E. coli e S. aureus foi semelhante ao
cloranfenicol isolado. Com a complexacdo multicomponente foi observada reducao
da atividade metabdlica e da biomassa de biofilmes de cepas resistentes e
susceptivel de S. aureus'®s,

A NAC a 10 mg/mL por 10 min potencializou a inativacdo fotodinamica de
biofilme de S. aureus mediada pela hipericina e luz LED, com reducdes de 5,2 a 6,3
log10t®*. Foi também demonstrado que a aplicacdo de plasma ndo térmico em
solucdo de NAC inativou 7 logio de culturas planctdnicas de E. coli via producéo de

peroxinitrito (espécie reativa de nitrogénio), além de promover acidificacdo do meio,
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0 qual, apesar de essencial para inativacdo bacteriana, ndo promoveu por si sé

efeito bactericidal®.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

4.1.1 Material de consumo

YV V. V V V V

Y VY

Y YV V V V

YV V V V

Acido morfolinepropanesulfonico (MOPS- Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA).
Agua destilada.

Agua MilliQ.

Alca de Drigalsky (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Alga de inoculagao 10 uL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil).

Cepas de C. albicans [SC5314 (CaS) e ATCC 96901 (CaR) Rockville, MD,
EUA].

Cloreto de Potéassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

Cloreto de Sédio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

Cristal violeta (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

Metanol (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil).
Acido acético (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

Cubeta de 2 mL (Cartel, SP, Brasil).

Dispensador de repeticao (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

Fluconazol F8929 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Fosfato de Potéassio dihidratado (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda,
Diadema, SP, Brasil).

Fosfato de sddio monohidratado (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda,
Diadema, SP, Brasil).

Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil).
Lamina de vidro (Precision Glass Line).

Laminula de vidro (Precision Glass Line).

Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 0,1 g/L de cloranfenicol (SDA,

Acumedia Manufacturers Inc., Baltimore, MD).
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Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, EUA).

Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA).

N-Acetyl-L-Cysteina (NAC- Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Bolvine serum albumin (BSA- Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Solucéo de Bradford (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Tampao TE pH 8,0 (Tris-EDTA- Thermo fisher, Waltham, MA, EUA).
Acetato de sodio 3M pH 5,5 (Thermo fisher, Waltham, MA, EUA).
Cloroformio;fenol;alcool isoamilico (Thermo fisher, Waltham, MA, EUA).
Microtubos tipo Eppendorfs Graduado de 2 mL (Axygen, Curitiba, PR, Brasil).
Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm) (BOECO).

Placas de 96 pocgos de fundo “U” e estéril (TPP Techno Plastic Products).
Placas de 96 pocos de fundo “Chato” e estéril (Kasvi, China).

Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e
Comeércio de Produtos para Laboratorio Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil).

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 uL (Axygen Scientific, Union
City, CA, EUA).

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pyL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA).

Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA).
Pote coletor 50 mL (Alibaba, Shangai, China).

Sistema de filtracdo de 500 mL (Kasvi, China) k15-1500.

Tubos tipo Falcon de 15 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica).

Tubos tipo Falcon de 50 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products,

Trasadingen, Suica).

4.1.2 Instrumentais

>
>
>

Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Bico de Bunsen (J.Prolab, Sao José do Pinhal, Parand, Brasil).
Micropipetas de 0,5 — 10 pL, 100-1000 pL e de 20-200 pL (BOECO,
Hamburgo, Alemanha).

Pipetas de 1-10 mL e 1-5 mL (PZ HTL AS, Warsaw, Pol6nia).
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Provetas graduadas (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.1.3 Equipamentos

>

Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil).

Autoclave vertical Modelo: AV 60. N°6614 (Phoenix Ind. e Com. De
Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil).

Balanga de precisdo Modelo: BG 400. N°016450 (GEHAKA — Ind. e Com.
Eletroeletronica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Céamara de fluxo (BIOSAFE B2, Brasil).

Centrifuga, Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha).

Contador de colbnias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600. Nr-série: 919 (Phoenix
Indastria e Comeércio de Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao
Paulo, Brasil)

Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR,
Brasil).

Estufa bacteriologica Modelo — MA 0324. Série — 9819011 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil).

Estufa para secagem e esterelizacdo Modelo: MA 033. Série: 9819 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil).

Freezer -80°C (Thermo Scientific, EUA).

Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil)

Leitora de Microplacas (FLUOstar Omega S-N 4152596, BMG Labtech,
Alemanha)

Concentrador de amostras (RVC 2-18C D, Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen, Osterode, Alemanha)

4.2 Métodos

4.2.1 Micro-organismos e condi¢fes de cultivo

ao

Uma cepa padrao de C. albicans susceptivel (SC5314, CaS) e uma resistente

fluconazol (ATCC 96901, CaR) foram descongeladas e reativadas

individualmente em meio de cultura SDA a 37°C por 48 h. Em seguida, cinco

colénias foram transferidas para o meio Yeast Nytrogen Broth com 100 mM de
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glicose (YNBQ) e incubadas a 37 °C por overnight (em média 18 h). Apés incubacéo,
a suspensao fungica foi diluida nas razdes de 1:10 e 1:20 no mesmo meio de cultura
fresco, o qual foi incubado a 37 °C até que a densidade 6ptica em 540 nm (DOsao)
atingisse a metade da fase de crescimento exponencial (mid-log) do micro-
organismo de acordo com sua curva de crescimento (CaS: 0,424 + 0,042 e CaR:
0,460 + 0,030). Essa concentracdo da suspensao foi equivalente em unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) a 6,64 x10° + 2,72 x 108 UFC/mL para
CaS e 6,32 x10° + 1,49 x 10% UFC/mL para CaR. Em seguida, a suspenséo flingica
foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min a 25 °C, o sobrenandante foi descartado e
resuspendido em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640. O RPMI
utilizado nos experimentos continha glutamina e fenol vermelho, ndo possuia
bicarbonato, foi tamponado com &cido morfolinepropanesulfonico (MOPS) e
suplementado com D-glicose 2%, pH 7,0%4. A DO da suspenséo flingica em RPMI foi
também determinada (CaS: 0,585 + 0,167 e CaR: 0,498 + 0,005).

4.2.2 Avaliacao antifungica da NAC

A NAC foi preparada de acordo com a instrucdo do fabricante com pequena
modificacdo. Apos mensuracédo da sua massa em balanca de preciséo, a diluicédo foi
realizada em meio de cultura RPMI 1640 ao invés de agua, como recomendado. Foi
obtida uma solucdo estoque de 100 mg/mL (concentracdo maxima recomendada
pelo fabricante).

A susceptibilidade das suspensfes C. albicans a NAC foi avaliada por meio
do teste de microdiluicdo para determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)
e da concentracdo fungicida mimina (CFM) de acordo com as normas do Clinical
and Laboratory Standard Institute??>. Uma aliquota de 100 yL de cada suspenséo
fungica foi individualmente incubada com o mesmo volume de diluicbes seriadas de
NAC em RPMI 1640 por 24 e 48 h a 37° C (concentracao final do in6culo de 0,5-2,5
x 10 UFC/mL) em placas de 96 pocos com fundo em "U"?2. Para CaS foram
utilizadas as concentracdes de NAC de 0,195 a 50 mg/mL, ja em CaR foram
utilizadas apenas concentracbes que apresentaram efeito nos experimentos
previamente realizados com Cas, 12,5 a 50 mg/mL. Amostras controles consistiram
de cada in6culo fungico com meio de cultura estéril e somente de meio de cultura
estéril sem in6éculo. A turvacdo do meio foi lida em espectrofotbmetro a 540 nm

(FluosStar Omega®). A menor concentragdo de NAC que promoveu a inibicdo do



46

crescimento fungico (auséncia de turvacdo) foi considerada a CIM. As amostras
foram entdo diluidas em tamp&o de fosfato e salina (PBS, NaCl 0,136 M; KH2PO4 1
mM; KCI 2 mM; NaoHPO4 10 mM; pH 7,4) e plagueadas em duplicatas em placas de
SDA, que foram incubadas por 48 h a 37° C para crescimento de col6nias. A menor
concentracdo de NAC que inibiu o crescimento de col6nias foi a CFM. Apé6s a
contagem, foi obtida a média entre as duplicatas de cada amostra e 0 numero de
UFC/mL foi calculado utilizando a formula a seguir:

UFC/mL = (numero de colbénias X 10") / g, onde “n” equivale ao valor
absoluto da diluicdo (1, 2, 3 ou 4), e “q” equivale a quantidade, em mL, pipetada para

cada diluicdo quando nas semeaduras das placas (0,025 mL).

4.2.3 Curvas de inativacao

Determinadas as CIM e CFM, em seguida foi estabelecida curva de inativacao
da NAC em culturas planctbnicas de ambas as cepas de C. albicans. O mesmo
procedimento descrito acima foi realizado utilizando-se as concentracbes da NAC
avaliadas no teste de CIM e CFM incubadas com cada suspenséao fangica; porém, a
DOs40 foi registrada de 2 em 2 horas até 24 h em um aparelho automatico incubador

e leitor de absorbancia (FLUOstar Omega).

4.2.4 Efeito da NAC na formacéao de biofilme

O protocolo para formacéo de biofilme de C. albicans (Figura 1) foi baseado
no reportado por Chandra et al.1% 2008 com modificacGes. Ao final da execucgéo de
todos os experimentos de formacdo do biofilme, obtiveram-se as seguintes
concentracdes do indculo para as cepas de C. albicans: 6,40 x10° + 6,28 x 10°
UFC/mL para CaS e 6,39 x10° + 7,80 x 10° UFC/mL para CaR. Assim, aliquotas de
200 uL de cada suspenséo fungica foram individualmente pipetadas em orificios de
placas de 96 pocos de fundo chato e incubadas por 90 min a 37 °C (fase de
aderéncia). Em seguida, o meio de cultura foi aspirado e cada poco foi lavado 2
vezes com PBS para remocgao de células ndo aderidas. Entdo, 200 uL de diferentes
concentracfes de NAC diluida em RPMI 1640 (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e
12,5 mg/mL) foram adicionados e incubados a 37 °C por 48 h para formacgéo do
biofilme. A amostra controle negativo recebeu somente meio de cultura sem NAC.

Apos incubacéo, o biofilme formado foi quantificado por viabilidade fangica

(UFC/mL) e biomassa total. Para avaliagédo da viabilidade, o biofilme foi lavado 2
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vezes com 200 yL de PBS e desprendido do fundo e das paredes do orificio por
raspagem utilizando a ponta da pipeta por 30 seg em cada poco. Em seguida,
diluicbes seriadas decimais de cada amostra do biofilme desprendido foram
plaqueadas em SDA, que foram incubadas por 48 h a 37 °C para crescimento de
colonias (UFC/mL). Para avaliagdo da biomassa total do biofilme (biomassa celular e
da MEC), ap0s a incubacédo, as amostras foram lavadas duas vezes com 200 uL de
solucdo de PBS. Uma aliquota de 200 uL de metanol 80% foi adicionada em cada
poco e mantida durante 15 min. Em seguida, o metanol foi removido e o corante
cristal violeta 1% foi adicionado e mantido por 5 min. Posteriormente, as amostras
foram lavadas com PBS, e em seguida, foi adicionado 200 pL de &cido acético 33%
para remocdo do corante. Uma aliquota de 200 pL desse produto resultante foi
transferida para o poco de uma placa de leitura de 96 pocos, e sua absorbancia foi
mensurada utilizando-se o espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 570 nm
(FLUOstar Omega)*?’.

Figura 1 - Fluxograma para analise do efeito da NAC sobre biofilmes em formacéo
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Fonte: Elaboragéo propria.

4.2.5 Avaliacao do tempo de agéo no biofilme
Determinadas as concentracdes que reduzem a viabilidade/biomassa dos

biofiimes, em seguida foi avaliado o menor tempo necessario para promover tal
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reducao sobre biofilmes em formacéo. Assim, as concentragdes de NAC 100 mg/mL
e 50 mg/mL foram adicionadas em meio RPMI nos pogos previamente aderidos com
células de CaS e CaR (CaS 6,69 x10° + 2,06 x 10° UFC/mL e CaR 5,87 x10° + 8,80
x 10° UFC/mL) e incubadas a 37 °C por periodos de 6h, 12h e 24h. Para o periodo
de 6h, por se tratar da fase inicial da formac¢éao do biofilme, a NAC CIM (25 mg/mL)
foi incluida na analise, uma vez que esta concentracdo foi fungistatica para células
planctonicas. Em seguida, a viabilidade (UFC/mL) e biomassa total (cristal violeta)

foram mensurados conforme descrito acima (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma para analise do efeito da NAC sobre biofimes em formagdo em
tempos de 6h, 12h e 24h
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Fonte: Elaboragédo propria.

Biomassa total (570nm)

4.2.6 Efeito da NAC em biofilme maduro

Aliquotas de cada suspensdo de C. albicans (CaS 6,39 x10° + 7,80 x 10°
UFC/mL e CaR 7,74 x10° + 1,84 x 108 UFC/mL) foram individualmente transferidas
para orificios de placa de cultura de 96 pocos de fundo chato para aderéncia celular,
conforme descrito acima'®®. Apds lavagem com PBS, 200 uL de RPMI 1640 foi
adicionado e incubado por 48 h para formacéo do biofilme maduro!®®. Em seguida o
meio de cultura foi removido e o biofilme foi lavado 2 vezes com PBS. As amostras

receberam 200 pL de NAC nas concentracdes de: 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL
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e 12,5 mg/mL. As amostras foram incubadas a 37° C por 24 h. Amostras controle
negativo receberam somente meio de cultura. Apds incubacéo, o biofilme foi lavado
2 vezes com PBS e avaliado por viabilidade fuangica (UFC/mL) e biomassa total,

conforme descrito acima (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma para analise do efeito da NAC sobre biofilmes maduros
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Fonte: Elaboracao prépria.

4.2.7 Efeito da NAC na composicdo da matriz do biofilme

Os biofilmes tratados ou ndo com NAC nas concentracfes 100mg/mL (para
biofilme maduros), 50 mg/mL e 25 mg/mL (biofilme em formacé&o de 48h) tiveram sua
composicao da MEC analisada por meio de polissacarideos solGveis em agua (water
soluble polysaccharide, WSP), polissacarideos soltveis em alcali (alkali soluble
polysaccharide, ASP), proteinas totais, DNA extracelular (€DNA) e lipidios, conforme
descrito em estudos anteriores®®!l Para isso, o biofilme foi formado por 48 h
conforme descrito anteriormente, porém em placas de fundo chato de 24 orificios
contendo 2,5 mL de in6culo em cada orificio. Apds sua formacao, os biofilmes foram

lavados 2 vezes com mesmo volume de NaCl 0,89%, desprendidos do po¢o com a
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ponta da pipeta por 1 min em cada poc¢o e suspendidos em 2,5 mL de NaCl 0,89%.
O conteudo referente ao biofilme raspado de 3 pocos (7,5mL) foi transferido para um
tubo falcon de 15mL. Deste volume, 100 pL foi destinado para plagueamento em
SDA e outros 100 pL foi destinado para o peso seco total, restando assim 7,3mL. A
amostra foi centrifugada a 5.500 xg por 10 min (4° C). O sobrenadante foi
armazenado em outro tubo Falcon de 15 mL e o pellet (precipitado celular com os
componentes insollveis da MEC) foi lavado 3 vezes com 2 mL de 4gua Mili-Q (5.500
xg/ 10 min / 4° C), ao final de cada centrifugagcdo o novo sobrenadante foi adicionado
ao mesmo tubo Falcon de 15 mL com os sobrenadantes anteriores. Portanto, o
sobrenadante total foi de 13,3 mL. Os sobrenadantes armazenados (13,3 mL) foram
utilizados para os testes de WSP, eDNA e proteinas do sobrenadante. O pellet foi
ressuspenso em 2 mL de agua, dos quais 500 pL foram utilizados para célculo do
peso seco, 50 pL para quantificacdo de proteinas do pellet, e 750 pL para a
determinacdo de ASP e 200 pL para quantificacao de lipidios (Figura 4).

Figura 4 - Fluxograma para analise dos componentes da matriz do biofilme
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Fonte: Elaboracgédo propria.
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4.2.7.1 Unidade formadora de coldnia (UFC/mL)
Uma aliquota de 100 pL do biofilme raspado em NaCl 0,89% foi reservador
para o plaqueamento em SDA para obtencéo das unidades formadoras de colonia.

4.2.7.2 Anélise do peso seco total

Uma aliquota 100 pL do biofilme raspado em NaCl 0,89% foi pipetado em um
eppendorf previamente pesado e etiquetado. A amostra foi centrifugada (12.000
rpm/ 15 min / 4° C), o sobrenadante descartado e em seguida foram adicionados 300
UL de etanol 99%%. O contetdo foi homogeneizado e armazenado por 18h em
freezer (-80° C) 8. Em seguida a amostra foi centrifugada (12.000 rpm/ 10 min / 4°
C) e o sobrenadante descartado®. A amostra foi lavada 3 vezes com etanol 75%,
sempre descartando o sobrenadante®®. Ao final da Ultima centrifugacédo o pellet foi
seco ao ar, e novamente pesado®. A diferenca entre o peso inicial e o final € o peso

seco total da amostra, utilizado para normalizagdo dos dados.

4.2.7.3 Analise do peso seco do pellet

Da aliquota previamente separada, 500 puL foram pipetados e colocados em
um papel aluminio previamente pesado e etiquetado®®. As amostras foram secas em
estufa de secagem a 100° C, e novamente pesadas na balanca®®. A diferenca entre
0 peso inicial e o final foi 0 peso seco total da amostra, o qual foi utilizado para

normalizacdo dos dados de ASP e proteinas do pellet.

4.2.7.4 Anadlise de proteinas do sobrenadante

Esta etapa utilizou o método de Bradford!!? para determinacéo das proteinas
do sobrenadante. Uma aliquota de 1,1 mL do sobrenadante foi armazenada, e deste
volume 500 pL foi misturado com 500 pL do reagente de Bradford em placa de 48
pocos (em duplicata).

Realizou-se uma curva padrdo com albumina sérica bovina (BSA) a
200mg/mL diluido a 100 pg/mL, solucdo padrdo para a constru¢cdo dos pontos da
curva padrao, apresentados no Quadro 1. Na curva padrdo, também foram utilizados
500 uL de cada ponto da curva com 500 pL do reagente de Bradford em placa de 48
pocos (em duplicata).

Em seguida, a placa devidamente aliquotada foi colocada em incubadora

orbital por 20 min. A absorbancia das amostras em 595 nm foi determinada em
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espectrofotometro (FluorStar), onde o utilizando-se 4gua em lugar de solugéo-

padrao para o branco (blank).

Quadro 1 - Pontos da curva padrdo para quantificacdo das proteinas do sobrenadante

Curva padréo em pg/mL

Concentragéo Vol. De BSA a 100 pg/mL | Vol. De 4gua mili-Q
de BSA (ug/mL) (solucéo padréo)

0 0 uL 1.000 pL

0,5 5puL 995 pL

1 10 pL 990 pL

2 20 pL 980 pL

4 40 pL 960 pL

6 60 pL 940 pL

8 80 pL 920 pL

Fonte: Elaboracéo prépria.

Apos a leitura, os valores foram plotados para obtencdo da equacédo da reta
[y= ax + b, na qual “y” correspondia ao valor de DO (variavel dependente); “x”, a
concentragdo de proteinas (variavel independente); “a” e “b” eram os valores de
coeficiente linear e coeficiente angular, respectivamente; e R?, o coeficiente de
determinacéo] (Figura 5). Quando o R? estava préoximo a 1 (0,99-0,97), os valores de
DOsgs das amostras eram substituidos pelo Y na equacéo da reta, convertendo-0s

em concentracdo de proteinas.
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Figura 5 - Curva padréo de proteinas do sobrenadantes em pg/mL
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Fonte: Elaboracéo prépria.

4.2.7.5 Analise de proteinas do pellet

Para esta etapa foi reservado um volume de 550 pL do pellet. Por se tratar de
uma amostra mais concentrada, foi necessario realizar uma diluicdo das amostras
para que estas se enquadrassem na curva padrdo. Dessa forma, foram utilizadas
aliuotas entre 40 e 50 pL diluidas em 460 e 450 pL de agua mili-Q
respectivamente. A esta amostra diluida adicionou-se 500 pL do reagente de
Bradford em placa de 48 pocos (em duplicata).

A curva padrao foi feita com albumina sérica bovina (BSA) diluida a 100
png/mL, solucdo padrdo para a constru¢cdo dos pontos da curva padrdo, conforme
explicado anteriormente nas proteinas do sobrenadante (Quadro 1). Na curva
padrao, também foram adicionados 500 pL do reagente de Bradford a cada ponto da
curva em placa de 48 pocos (em duplicata).

Em seguida, a placa devidamente aliquotada foi colocada em incubadora
orbital por 20 min. As respectivas absorbancias a 595 nm foram determinadas em
espectrofotometro (FluorStar), onde o utilizando-se 4gua em lugar de solucéo-
padrdo para o branco (blank).

ApoOs a leitura, os valores foram plotados para obtencdo da equagéo da reta e
do R? (Figura 6), conforme descrito anteriormente. Quando o R? estava préximo a 1
(0,99-0,97), os valores de DOsgs das amostras eram convertidos em concentragao

de proteinas através da substituicdo pelo Y na equagédo da reta.
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Figura 6 - Curva padréo de proteinas do pellet em pg/mL
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Fonte: Elaboracéo prépria.

4.2.7.6 Analise de polissacarideos soluveis em agua (WSP)

Uma aliquota de 3 mL do sobrenadante foi transferido a um tubo Falcon de 15
mL, a este tubo foi adicionado 7,5 mL de etanol 99%. O contetudo do tubo foi
homogeneizado e armazenado em freezer (-20° C, por 18h) para a precipitacdo dos
polissacarideos solUveis em agua.

Apés a precipitacdo, todas as amostras foram removidas do freezer, agitados
em vortex e centrifugadas (9.500 xg/ 20 min/ 4° C). Os sobrenadantes foram
descartados. As amostras foram lavadas 3 vezes com etanol a 75%, sempre
descartando o sobrenadante no final de cada centrifugacdo. Posteriormente a
lavagem, o pellet foi seco ao ar, e entdo o pellet ressuspenso em 1 mL de agua
MiliQ. Prosseguiu-se com agitacdo para misturar bem o pellet na solucdo. Assim, as
amostras ficaram prontas para a quantificacdo de carboidrato total, através do
método com &cido sulfurico e fenol!!3.

Este experimento utilizou glicose 0,1% e agua mili-Q em tubos de ensaio
(13mm x 100mm) para a curva padrdo. As respectivas concentracfes estao

descritas no Quadro 2.



55

Quadro 2 - Curva padréo para quantificacdo das WSP

Volume (uL) Concentracao de glicose (ug/mL)
0 375 6,25 125 25 50 75 100 125

Agua 200 199,25 198,75 197,5 195 190 185 180 175
Glicose 0,1% |0 0,75 125 250 5 10 15 20 25
TOTAL |200 200 200 200 200 200 200 200 200

Fonte: Elaboracéo prépria.

Ap0Gs alicotar os 200 uL de cada ponto da curva (em duplicata), prosseguiu-se
com a reacao do fenol com acido sulfirico, esta deve ser realizado dentro de uma
capela de exaustédo de gases. Foi adicionado 200 pL de fenol 5% com o auxilio de
um dispensador de repeticdo (Eppendorf), o contetdo foi agitado cuidadosamente.
Entéo, foi adicionado 1 mL de acido sulfurico a cada tubo, onde os mesmos foram
agitados imediatamente. Depois de 20 min de reacédo, as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro com comprimento de luz de 490 nm.

Apés a leitura, os valores foram plotados para saber se 0s mesmo estavam
dentro das normas (Slope: 0,008-0,010; R? estava proximo a 1). S6 apds esta
constatacao € que as amostras eram processadas (Figura 7).

Um volume de 200 pL de cada amostra foi aliquotado em cada tudo de vidro
(triplicata). Da mesma forma que foi realizado na curva-padrdo, adicionaram-se 200
pL de fenol 5% e em seguida 1 mL de &cido sulfarico. Por fim, os valores de DOago
das amostras foram convertidos em concentracdo de WSP através da substituicao

pelo Y na equacao da reta obtida pela curva padrao.
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Figura 7 - Curva padrdo de WSP em mg/mL
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Fonte: Elaboracéo propria.

As amostras que apresentaram valor de DO acima da curva-padrdo foram
diluidas e quantificadas novamente pelo método de acido sulfarico e fenol. O novo
valor de DO gerado por essa amostra diluida, foi entdo corrigido de acordo com a

diluicao realizada.

4.2.7.7 Analise de polissacarideos soltuveis em alcali (ASP)

Uma aliquota de 750 pL da suspenséao de biofilme foi alicotado em microtubos
previamente pesados e centrifugado (13.000 xg/ 10 min/ 4° C). O sobrenadante foi
cuidadosamente removido do tubo e descartado. Entdo, o pellet foi seco por
centrifugacdo em concentrador de amostras (RVC 2-18C D) por aproximadamente
4h30. Apods totalmente seco, os microtubos foram novamente pesados, a diferenca
entre o peso foi registrada.

De acordo com o peso obtido, foi adicionado a cada tubo 300 pL de 1N NaOH
para cada 1 mg do peso seco do pellet. Os tubos foram incubados por 2 h em estufa
orbital. Terminado o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas (13.000
xg/ 10 min). Os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados com o auxilio de
uma pipeta e transferidos para um novo microtubo, preservando o pellet.

Novamente, o mesmo volume de 1IN NaOH (300 pL de 1IN NaOH/ 1 mg do peso



57

seco) foi adicionado aos microtubos contendo os pellets. Os microtubos foram
agitados (com vortex) para romper o pellet e em seguida foram incubados por mais
2h em estufa orbital. As amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante
foi cuidadosamente coletado e adicionado ao mesmo microtubo citado anteriormente
(com o sobrenadante previamente coletado). Procedeu-se com mais uma adi¢ao de
1IN NaOH (300 pL de 1N NaOH/ 1 mg do peso seco) aos microtubos contendo os
pellets, e nesta terceira adicdo as amostras ndo foram incubas por 2h, mas apenas
vortexadas e centrifugadas. Este ultimo sobrenadante é adicionado ao sobrenadante
previamente coletado e o pellet descartado.

ApoOs a extracdo do ASP, foi adicionado etanol 99% num volume de 3 vezes o
de NaOH anteriormente coletados, que foram misturadas e levadas ao freezer (-20°
C) pelo periodo de pelo menos 18 h. Passado esse periodo da precipitacdo dos
polissacarideos soluveis em alcali (ASP), entdo, os tubos foram removidos do
freezer, agitados e centrifugados (13.000 xg/ 20 min/ 4° C). O sobrenadante foi
descartado e as amostras lavadas 3 vezes com etanol 75%. As amostras de ASP
foram lavadas da mesma forma que as amostras de WSP.

Posteriormente a lavagem, o pellet foi seco ao ar. O pellet foi ressuspenso em
1IN NaOH (volume total de naOH anteriormente adicionado). Enfim, as amostras
ficaram prontas para a quantificacdo de carboidratos totais usando o método com
acido sulfarico e fenol*'?, como descrito para andlise de WSP. Os dados foram
posteriormente normalizados pelo peso da aliquota utilizada no ensaio (750 pL) e
pelo peso seco do biofilme.

Para a curva padrao foi utilizado a glicose 0,1%, agua mili-Q e NaOH 1N em
tubos de ensaio (13mm x 100mm), em duplicata, com as concentra¢cdes citadas no
Quadro 3. Com os pontos da curva corretamente aliquotados em tubos de vidro,
seguiu-se a técnica de acido sulfarico e fenol, a mesma descrita no WSP (200 pL de

fenol e 1mL de acido sulfarico).
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Quadro 3 - Curva padréo de glicose para quantificacdo de ASP

Volume (uL) Concentracao de glicose (ug/mL)
0 3,75 6,25 125 25 50 75 100 125

Agua 100 99,25 98,75 97,5 95 90 85 80 75

Glicose 0,1% O 0,75 1,25 250 5 10 15 20 25
NaOH 100 100 100 100 100 100 100 100 100
TOTAL 200 200 200 200 200 200 200 200 200

Fonte: Elaboracéo prépria.

Com a curva de glicose dentro das normas (Slope: 0,008-0,010; R? = 1)
(Figura 8), um volume de 100 pL de cada amostra de ASP foi aligotado em cada
tudo de vidro (duplicata). Em seguida realizou-se a técnica de acido sulfurico e fenol
(200 pL de fenol e 1mL de acido sulfurico), e apés 20 min, foi feito a leitura em
espectrofotometro a 490 nm. Os valores de DOago foram anotados e convertidos em
concentracdo de ASP através da substituicdo pelo Y na equacédo da reta obtida pela

curva padrao.

Figura 8 - Curva padrdo de ASP em mg/mL
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Fonte: Elaboragéo propria.
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4.2.7.8 Anélise de eDNA

A gquantificacdo de eDNA foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Rice et al.'** Para extracdo do eDNA foi utilizada uma aliquota de 650 pL do
sobrenadante das suspensdes de biofilme com 650 uL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1). O conjunto foi centrifugado (10.000 rpm/ 5 min/ 4° C) e 0 500 pL
do sobrenadante foi removido e transferido para outro microtubo. Realizou-se uma
segunda extracdo adicionando igual volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).
Seguiu-se com uma nova centrifugacao (10.000 rpm/ 5 min/ 4° C), onde 400 pL do
sobrenadante foi removido e transferido para outro microtubo.

A fase aquosa de cada amostra foi misturada com 3 volumes de etanol 99% e
1/10 de volume de acetato de soédio 3 M (pH 5.2) e armazenada a -20° C/18 h. O
eDNA precipitado com etanol foi coletado por centrifugacdo (13.000 xg/ 20 min/ 4°
C), e lavado 3 vezes com etanol 70% a 4° C, secado ao ar, e entédo dissolvido em 20
pL de tampéo Tris-EDTA (TE). A quantidade de eDNA foi determinada usando

nanoespectrofotbmetro com comprimento de onda de 260 nm.

4.2.7.9 Normalizacdo das amostras para quantificacdo dos componentes da
matriz

Ao final de cada leitura, os valores obtidos com as amostras (100 uL peso
seco total, 500 uL peso seco do pellet, 5 uL proteinas do pellet, 500 pL proteinas do
sobrenadante, 200 uL WSP, 100 pL ASP e 1,25 uL eDNA) passaram por um
processo de normalizacdo dos dados. A normalizacdo dos dados teve como objetivo
proporcionar o valor encontrado na amostra com o volume de total de
sobrenadante/pellet. Os componentes da matriz oriundos da porcdo insolavel
(proteinas do pellet e ASP) tiveram seus dados normalizados quanto ao peso seco
do pellet também. Para melhor entendimento, a normalizacdo dos dados esta
descrita no APENDICE C.

4.3 Analise Estatistica

Esse é um estudo experimental in vitro com as seguintes variaveis
manifestas, dependentes e quantitativas continuas: UFC/mL, absorbancia (biomassa
total e eDNA) e massa (peso seco, proteinas, WSP, ASP). Como variaveis
manifestas, independentes e qualitativas nominais tiveram os grupos de tratamento

(controle negativo e tratamento com NAC) e cepas (susceptivel e resistente a
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fluconazol). Todos os experimentos com culturas planctonicas e biofilmes foram
realizados em quadruplicatas com o minimo de trés ocasifes distintas (n=10 a 13).
Essa variacdo no valor do n foi decorrente da remocgéo de outliers apontados pelo
software. Inicialmente, foi feita uma andlise exploratéria dos dados (estatistica
descritiva) com medidas de resumo (tendéncia central e de dispersédo). Os dados
obtidos para UFC/mL foram convertidos em logaritimo na base 10.

Para as analises de viabilidade (UFC/mL) e biomassa total, a normalidade e a
homogeneidade de variancia dos dados foram avaliados pelos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. Atendido o pressuposto de normalidade, os dados
foram analisados pelos testes de ANOVA com ou sem corre¢cao de Welch, seguidos
pelos testes pos-hoc de Games-Howell (dados heterocedasticos) ou Tukey (dados
homocedasticos), respectivamente. Para os dados que ndo atendiam o0 pressuposto
de normalidade, estes foram analisados por Kruskall-Walis e Dunn. O nivel de
significancia adotado sera de 5% (0=0,05). Para essas analises, foi utilizado o
software SPSS (verséao 20,0, IBM, Chicago).

A fim de facilitar a interpretacdo grafica dos dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal, ap0s a execucdo dos testes de Kruskall-Wallis e pos-teste de
Dunn, estes foram analisados também por ANOVA/Welch e pdés-teste adequado.
Coincidindo a interpretacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, optou-se
pela aprepresentacédo grafica desses dados por média e desvio padréo.

Na anélise dos componentes da MEC do biofilme, os valores obtidos na
amostra de cada um dos componentes (WSP, ASP, eDNA, proteinas do pellet e do
sobrenadante) foram proporcionado para o volume de biofilme total a que ele se
originou, sobrenadante ou pellet. Em seguida realizou-se uma analise descritiva de

cada um desses componentes da matriz, com base na média e desvio padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

No experimento da CIM apdés 24 h (CIM 24h), verificou-se que, com ambas as
cepas, as concentracdes de 25 e 50 mg/mL reduziram os valores de DO em relacéo
ao controle negativo (Figura 9, A e B). Portanto, a CIM, tanto da cepa CaS como de
CaR, foi de 25 mg/mL. Ja com 48 h (CIM 48h), somente a concentracao de 50
mg/mL reduziu os valores de DO em relagdo ao controle negativo em ambas as

cepas (Figura 9, C e D).

Figura 9 - Valores médios de DO (540 nm) obtidas para CIM 24h de CaS (A, n=11) e CaR
(B, n=12); CIM 48h de CaS (C, n=11) e CaR (D, n=12). Barras de erro: desvio-padrao
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.2 Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Nenhuma das concentragOes avaliadas apresentou efeito fungicida, ou seja,
nenhuma concentragdo de NAC eliminou o crescimento de col6nias de CaS e CaR.
Apébs 24 h, para CasS, o resultado da ANOVA com correcdo de Welch (Tabela Ala)
demonstrou diferenca significativa entre os grupos (p< 0,001). Verificou-se que as
concentragcbes 50 mg/mL e 25 mg/mL demonstraram diferenca significativa em
relacdo ao controle (p< 0,001), com reducbes de 4,06 logio e 2,25 logio
respectivamente (Figura 10A). A NAC 12,5 mg/mL resultou em um aumento médio
significativo de 0,34 logio em relagdo ao controle (p= 0,012). As concentracdes de 50
mg/mL e 25 mg/mL apresentaram diferencga significativa entre si (p = 0,001).

Para CaR apoés 24 h, foi verificada diferenca significativa entre os grupos
através da ANOVA com correcdo de Welch (p< 0,001, Tabela Alb). Verificou-se que
as concentracdes de 50 mg/mL e 25 mg/mL foram significativamente diferentes do
controle (p< 0,001), com redugdes de 2,98 logio e 1,81 logio, respectivamente
(Figura 10B). A NAC 12,5 mg/mL resultou em um aumento médio significativo de
0,57 logio em relagéo ao controle (p< 0,001). As concentragbes de 50 mg/mL e 25
mg/mL apresentaram diferenca significativa entre si (p< 0,001).

Apés 48 h, os dados de UFC/mL para CaS ndo apresentaram uma
distribuicdo normal (p< 0,002). Por este motivo realizou-se o teste de Kruskal-Wallis
(Tabela Alc), onde apenas a concentracao de 50 mg/mL reduziu significativamente
a viabilidade fungica em relacdo ao controle (p= 0,001). Para facilitar a interpretacéo
grafica, esses dados foram representados por média e desvio padrao, ja que quando
analisados por ANOVA/Welch e pos-teste de Games Howell apresentaram a mesma
interpretacdo de que apenas a concentracdo 50 mg/mL reduziu significativamente a
viabilidade fungica (Figura 10 C). A concentracdo de 50 mg/mL apresentou uma
reducdo de 2,53 logio em relagéo ao controle, baseado nos valores meédios.

Para CaR, os dados de UFC/mL de 48 h, através do teste ANOVA com
correcao de Welch, demonstraram diferenca significativa entre os grupos (p< 0,001,
Tabela Ald). Verificou-se que as concentracbes de 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5
mg/mL e controle foram significativamente diferentes entre si (p< 0,001). As
concentragbes de 50 mg/mL e 25 mg/mL reduziram os valores de UFC/mL em 3,10
logio e 0,43 logio, respectivamente, em relacéo ao controle (Figura 10D). A NAC 12,5
mg/mL resultou em um aumento médio significativo de 0,463 logio em relacdo ao
controle (p< 0,001).
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Figura 10 - Valores de UFC/mL obtidas para CFM 24 h CaS (A, n=12) e CaR (B, n = 12).
CFM 48 h de CaS (C, n=12) e CaR (D, n = 12). Barras: médias; barras de erro: desvio-
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,012).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.3 Curvas de Inativacéao

Quando a curva de inativacdo de C. albicans pela NAC foi avaliada (Figura

11), observou-se que para ambas as cepas,

tanto o controle quanto as

concentracgdes inferiores a CIM (sub-CIM) apresentaram aumento dos valores de DO

a partir de 6 h. Somente as concentracdes maior e igual a CIM (50 e 25 mg/mL)

apresentaram valores de DO abaixo dos demais grupos, tanto para CaS como para

CaR. Entretanto, depois de 22 h, a concentracdo de 25 mg/mL para CaS apresentou

um leve aumento dos valores de DO. Surpreendentemente, as concentragdes sub-

CIM mostraram valores maiores que o controle apés 12 h.
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Figura 11 - Valores médios de DO (540 nm) obtidas apds 24 h com CaS (A, n=12) e CaR
(B, n=11). Barras de erro: desvio-padréo
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5.4 Efeito da NAC na Formacéao do Biofilme de 48h

Apos o desenvolvimento de biofilme de CaS na presenca da NAC por 48 h,
qguanto a viabilidade (UFC/mL), o resultado da ANOVA com correcdo de Welch
(Tabela A2a) demonstrou diferenga significativa entre os grupos (p< 0,001). As
concentragdes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a formagao do
biofilme em relagdo ao controle (p< 0,001) em 1,41 logw e 1,52 logaio,
respectivamente (Figura 12A). As concentracbes de 100 mg/mL e 50 mg/mL néo
apresentaram diferencas significativas entre si (p = 0,985), ao passo que a
concentragdo de 12,5 mg/mL aumentou significativamente a formacdo do biofilme
em 0,74 logio (p < 0,001).

Para CaR, os dados de UFC/mL foram analisados pelo teste de ANOVA com
correcdo de Welch (Tabela A2b), que demonstrou diferenca entre os grupos (p<
0,001). As concentracdes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a
formacé&o do biofilme em relacéo ao controle (p< 0,001) em de 2,77 logio e 1,52 logo,
respectivamente (Figura 12B), e ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(p=0,001).

Quando a biomassa total do biofilme foi avaliada (ensaio do cristal violeta), os
valores de absorbancia de CaS foram analisados por ANOVA com correcdo de
Welch (Tabela A2c), que demonstrou diferenca significativa entre os grupos (p<
0,001). As concentracdes 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL incubadas com as células
aderidas por 48 h reduziram significativamente a biomassa total do biofiime (p<
0,039) em 65, 88, 77 e 34%, respectivamente, em relacdo ao controle (sem NAC,
Figura 12C).

Para CaR, o teste de ANOVA (Tabela A2d) mostrou diferenca significativa
entre os grupos (p= 0,001) para os valores de biomassa. Apés incubacdo da NAC
com as células aderidas por 48 h, somente as concentracdes de 100 e 50 mg/mL
reduziram significativamente (p< 0,045) a biomassa total do biofilme em 64 e 39%,

respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 12D).
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Figura 12 - Valores médios de UFC/mL para CaS (A, n=20) e CaR (B, n=12) e absorbancia
(570 nm) para CaS (C, n=12) e CaR (D, n = 12) obtidas durante a formacéao do biofilme na
presenca da NAC Barras de erro: desvio-padréo
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,045).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.5 Menor tempo de A¢cdo da NAC Sobre Biofilme em Formacéao

ApoOs a analise do desenvolvimento de biofilmes na presenca da NAC por 48
h, foi realizado a viabilidade (UFC/mL) e a biomassa total (ensaio do cristal violeta)
em tempos menores (24 h, 12 h e 6 h).

No tempo de 24 h, quanto a viabilidade (UFC/mL) para CaS, o resultado da
ANOVA com correcdo de Welch (Tabela A3a) demonstrou diferenca significativa
entre 0s grupos (p< 0,001). A concentracao de 100 mg/mL reduziu significativamente
a formacgé&o do biofilme em relacdo ao controle (p< 0,001) em 1,98 logio (Figura 13A).
A concentragdo de 50 mg/mL e controle negativo ndao apresentaram diferenca

significativa entre si (p=0,225).
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Para CaR, os dados de UFC/mL foram analisados pelo teste de ANOVA com
correcdo de Welch (Tabela A3b), que demonstrou diferengca entre os grupos (p<
0,001). As concentracdes de 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a
formacéo do biofiime em relagcdo ao controle (p< 0,001) em 1,71 logio € 1,07 logao,
respectivamente (Figura 13B), e ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(p=0,076).

Quanto a biomassa total (ensaio de cristal violeta) para CaS, os dados néo
apresentaram distribuicdo normal (p< 0,048). Por este motivo realizou-se o teste de
Kruskal-Wallis, onde as concentracbes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram
estatisticamente a biomassa total em relagédo ao controle (p< 0,015) (Tabela A3c).
Para facilitar a comparacéo grafica, esses dados foram representados por média e
desvio padréo, ja que quando analisados por ANOVA/Welch e pos-teste de Games
Howell, apresentaram a mesma interpretacdo (Figura 13C). A concentracéo de 100 e
50 mg/mL reduziram 85,7 e 58,8% em relagdo ao controle, baseado nos valores
médios.

Para CaR, em tempos de 24h, os dados de biomassa total foram analisados
pelo teste de ANOVA (Tabela A3d), que demonstrou diferenca entre os grupos (p=
0,003). As concentracdes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram estatisticamente a
biomassa total (p< 0,012) em 53 e 48%, respectivamente, em relacdo ao controle
(Figura 13D).
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Figura 13 - Valores de UFC/mL para CaS (A, n=12) e CaR (B, n=11) e de absorbancia (570
nm) para CaS (C, n=12) e CaR (D, n=12) obtidas durante a formag&do do biofilme na
presenca da NAC por 24h. Barras: médias; barras de erro: desvio-padrdo
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,015).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

No tempo de 12 h, quanto a viabilidade (UFC/mL) para CaS, o resultado da
ANOVA (Tabela A4a) demonstrou diferenca significativa entre os grupos (p< 0,001).
As concentracdes de 100 e 50 mg/mL reduziram significativamente a formacédo do
biofilme em relacdo ao controle (p< 0,001) em 0,87 e 0,63 logio (Figura 14A). As
concentracfes de 100 e 50 mg/mL foram estatisticamente semelhantes (p= 0,147).

Para CaR, os dados de UFC/mL foram analisados pelo teste de ANOVA com
correcdo de Welch (Tabela A4b), que demonstrou diferenca entre os grupos (p<
0,001). As concentragcdes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a
formacao do biofiime em relagdo ao controle (p< 0,002) em 0,94 e 1,42 logao,
respectivamente (Figura 14B), e ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(p=10,17).
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Com relacdo a biomassa, os dados de CaS foram analisados por ANOVA
(Tabela A4c), que demonstrou diferenga significativa entre os grupos (p< 0,001). As
concentragbes 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a biomassa
total (p< 0,001) em 81% e 83%, respectivamente, em relagdo ao controle (Figura
14C).

Para CaR, em tempo de 12 h, os dados de biomassa total foram analisados
pelo teste de ANOVA com correcdo de Welch (Tabela A4d), que demonstrou
diferenca entre os grupos (p< 0,001). As concentracbes 100 mg/mL e 50 mg/mL
reduziram estatisticamente a biomassa total em relagéo ao controle (p= 0,001) em
60 e 62%, respectivamente (Figura 14D).

Figura 14 - Valores médios de UFC/mL para CaS (A, n=12) e CaR (B, n=12) e valores
médios de absorbancia (570 nm) para CaS (C, n=12) e CaR (D, n=12) obtidas durante a
formacédo do biofilme na presenca da NAC por 12 h. Barras de erro: desvio-padréao
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,002).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Apos 6 h de formacéo do biofilme, quanto a viabilidade (UFC/mL) para Cas,
os resultados nao apresentaram distribuicdo normal (p< 0,016). Por este motivo
realizou-se teste de Kruskal-Wallis (Tabela A5a), onde as concentracbes de 100
mg/mL e 50 mg/mL reduziram significativamente a formag&o do biofilme em relag&o
ao controle (p< 0,001). Ao analisar esse mesmo dados por ANOVA/Welch e Games-
Howell obteve-se a mesma interpretacdo do teste ndo paramétrico, diante disso
optou-se pela ilustracdo desses dados por meio da média e devio padrdo (Figura
15A). As concentracfes de 100 e 50 mg/mL reducédo nos valores médios 1,27 logio €
1,35 logao, respectivamente, em relagéo ao controle negativo.

Para CaR, o resultado da ANOVA (Tabela A5b) demonstrou diferenca
significativa entre os grupos (p< 0,001). O teste de Tukey demonstrou que as
concentragcbes de 100, 50 e 25 mg/mL reduziram significativamente a formacéo do
biofilme em relacdo ao controle (p< 0,002) em 1,34; 1,56 e 0,70 logio (Figura 15B).
As concentracfes de 100 e 50 mg/mL foram estatisticamente semelhantes (p=
0,588).

No tempo de 6 h, os valores de absorbancia de CaS foram analisados por
ANOVA com correcdo de Welch (Tabela A5c), que demonstrou diferenca
significativa entre os grupos (p< 0,001). As concentracdes 100, 50 e 25 mg/mL
reduziram significativamente a biomassa total (p< 0,002) em 77, 81 e 38%,
respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 15C).

Os valores de absorbancia para CaR apresentaram diferenca estatistica entre
0s grupos através do teste de ANOVA com correcdo de Welch (p< 0,001) (Tabela
A5d). As concentragdes 100, 50 e 25 mg/mL reduziram estatisticamente a biomassa
em relacdo ao controle (p< 0,001) em 87,32; 87,75 e 79,98% respectivamente
(Figura 15D).
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Figura 15 - Valores médios de UFC/mL obtidos durante a formacao do biofilme na presenca
da NAC por 6 h para CaS (A, n=12) e CaR (B, n=12) e valores médios de absorbancia (570
nm) para CaS (C, n=12) e CaR (D, n=10) obtidas durante a formag&do do biofiime na
presenca da NAC por 6 h. Barras de erro: desvio-padrao
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,002).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.6 Efeito da NAC Sobre Biofilme Maduro

Os biofilmes maduros de 48 h foram incubados com diferentes concentracdes
da NAC por 24 h. Para CaS, com relacdo a viabilidade (UFC/mL), a ANOVA com
correcao de Welch (Tabela A6a) demonstrou diferenca significativa entre os grupos
(p< 0,001). Verificou-se que somente a concentracdo de 100 mg/mL reduziu
significativamente (p< 0,001) a viabilidade do biofilme em 1,12 logio em relacdo ao
controle (Figura 16A).

Para CaR, o teste de ANOVA com corre¢do de Welch (Tabela A6b) também
demonstrou diferenca significativa entre os grupos (p< 0,001). Verificou-se que as
concentragbes de 100, 50 e 25 mg/mL promoveram redugdes significativas (p<

0,008) de 2,30, 1,26 e 0,64 logio, respectivamente, em relagéo ao controle (Figura
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16B). As concentracdes de 50 e 25 mg/mL n&o apresentaram diferenca significativa
entre si (p=0,137).

Quanto a biomassa total do biofilme maduro (avaliada por cristal violeta), os
valores de absorbancia de CaS foram analisados por ANOVA (Tabela A6c), que
demonstrou diferengca significativa entre os grupos (p< 0,001). Apenas a
concentragdo 100mg/mL reduziu significativamente a biomassa total do biofilme (p<
0,001) em 72% em relacao ao controle (Figura 16C).

Em CaR, o teste de ANOVA com correcdo de Welch (Tabela A6d) mostrou
diferenca significativa entre os grupos (p< 0,001) para os valores de biomassa. Apés
incubacdo da NAC com as células aderidas por 48 h, verificou-se que as
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL reduziram significativamente (p< 0,015) a
biomassa total do biofime em 69, 64 e 48%, respectivamente, em relacdo ao
controle (Figura 16D).
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Figura 16 - Valores médios de UFC/mL para CaS (A, n=12) e CaR (B, n=12) e valores
médios de absorbancia para CaS (A, n=13) e CaR (B, n=11) obtidas em biofilmes maduros
com a presenca da NAC por 24 h. Barras de erro: desvio-padréo
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Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca estatistica significante (p< 0,015).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7 Efeito da NAC na Composicao da Matriz do Biofilme

Foi avaliada a acdo da NAC sobre os componentes da matriz em biofilmes

maduros e biofilmes em formac&do. Em biofilmes maduros apenas a NAC de 100

mg/mL foi analisada, visto que apenas esta concentracdo apresentou reducao

significativa na viabilidade em relacédo ao grupo controle. Em biofilmes em formacao,

foi analisada a concentracdo de 50 mg/mL, menor concentracdo que apresentou

reducédo significativa na viabilidade em relacdo ao controle, e a 12,5 mg/mL, que

apresentou um aumento na viabilidade em relagéo ao controle.
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5.7.1 Unidade formadora de coldonia (UFC/mL)

Os valores de UFC/mL obtidos a partir dos 100 pL do biofilme resuspendido
em NaCl 0,89% e plaqueados em SDA para biofiilmes maduros e em formagéo,
estao representados na Figura 17. Apesar desses dados serem apenas descritivos,
€ possivel observar que a viabilidade média do biofiilme ap6s NAC 100 mg/mL
(biofilmes maduros) e 50 mg/mL (biofiilmes em formacgao) foi inferior ao controle (0
mg/mL) em ambas as cepas. Em contrapartida, a concentragcdo 12,5 mg/mL
(biofilmes em formag&o) apresentou um discreto aumento nos valores médios em

relacdo ao controle, em ambas as cepas.

Figura 17 - Valores médios de UFC/mL de biofilmes maduros (A, n=3) e biofilmes em
formacédo (B, n=4). Barras de erro: desvio-padréao
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7.2 Andlise do peso seco total

Em biofilmes em formacédo, a NAC 50 mg/mL apresentou um peso seco total,
proveniente de ambos os biofilmes, inferior aos demais grupos (12,5 mg/mL e 0
mg/mL de NAC). Em biofiimes maduros, este comportamento parece nao ser
observado, visto que ha pouca diferenca entre a concentracdo 100 mg/mL e seus

respectivos controles para ambas as cepas (Figura 18).
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Figura 18 - Valores médios de peso seco total (mg) de biofilmes maduros (A, n=3) e
biofilmes em formacgéo (B, n=4). Barras de erro: desvio-padréo
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7.3 Andlise do peso seco do pellet

Os dados de peso seco do pellet, para ambos os biofilmes, maduro e em

formacédo, estdo apresentados na Figura 19. Nesses dados descritivos € possivel

observar uma tendéncia das duas cepas a um menor peso seco nas concentracdes
de 100 mg/mL da NAC (biofilmes maduros) e 50 mg/mL da NAC (biofilmes em

formacdo), baseado nos valores médios, quando comparado aos respectivos
controles (0 mg/mL de NAC). Ja a concentracdo de 12,5 mg/mL da NAC (biofilme

em formac&o) apresentou um peso seco superior ao controle. Esses valores de peso

seco do pellet foram utilizados para a normalizacdo dos dados de ASP e proteinas

do pellet.

Figura 19 - Valores médios de peso seco do pellet (mg) de biofilmes maduros (A, n=3) e
biofilmes em formagéo (B, n=4). Barras de erro: desvio-padrdo
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.7.4 Andlise das proteinas do sobrenadante

O conteudo proteico da MEC presente na por¢cdo solivel do biofilme
(sobrenadante) exposta ou ndo a NAC em biofilmes maduros e em formacédo esta
ilustrado na Figura 20. Esta andlise descritiva sugere que as concentracdes 100
mg/mL da NAC (biofilmes maduros) e 50 mg/mL da NAC (biofiimes em formacéo)
apresentaram um menor conteddo proteico em relagdo ao controle (0O mg/mL) em
CaS. Para CaR, os valores obtidos nas concentracdes sao proOximos aos seus
respectivos controles.

Figura 20 - Valores médios de concentracdo de proteinas (ug/mL) de biofilmes maduros (A,
n=3) e biofilmes em formacgéo (B, n=4). Barras de erro: desvio-padréo
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7.5 Anédlise das proteinas do pellet

Esta etapa apresentou uma limitagdo técnica, algumas amostras da
concentracdo 100 mg/mL de NAC em biofilme maduro ficaram abaixo da curva
padrdo, em ambas as cepas. Este fato impossibilita correlacionar com seguranca os
valores de DOsgs com a concentracéo de proteinas da amostra.

A Figura 21 demonstra uma tendéncia a menor concentracdo de proteinas na
porcéo insoluvel, baseado nos valores médios, para a concentracdo de 50 mg/mL
(biofilme em formacdo) em relacdo ao grupo controle (0 mg/mL) em ambas as
cepas. No biofilme maduro, apesar da dificuldade metodoldgica enfrentada, é
possivel observar a tendéncia da NAC 100 mg/mL em apresentar valores inferiores

em relacdo a NAC de 0 mg/mL.
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Figura 21 - Valores médios da concentracao de proteinas do pellet (ug/mL) em biofilmes

maduros (A, n=2) e biofilmes em formacéo (B,

n=4). Barras de erro: desvio- padréo
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7.6 Andlise dos polissacarideos soluveis em agua (WSP)

Para os WSP (Figura 22), as concentracdes de 100 mg/mL (biofilme maduro)

e 50 mg/mL (biofiime em formacdo) da NAC apresentaram menor conteido em

relacdo a concentracdo 0 mg/mL em ambas as cepas. E possivel observar que a

cpea CaS apresentou um maior conteudo de WSP em relacdo a CaR, nos dois

biofilmes; este aspecto € bem mais perceptivel nos grupos controle (0 mg/mL) e 12,5

mg/mL de NAC.

Figura 22 - Valores médios de WSP (ug/mL) de biofilmes maduros (A, n=3) e biofilmes em
formacédo (B, n=4). Barra de erro: desvio padrao
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.7.7 Andlise dos polissacarideos soluveis em alcali (ASP)

Para ASP, ndo é observado descritivamente uma diferenca entre a
concentragédo de 50 mg/mL (biofilme em formagéo) de NAC e as concentracdes de 0
mg/mL e 12,5 mg/mL em CaS (Figura 23). Ja em CaR, a concentracdo de 50 mg/mL
de NAC apresentou valores médios inferiores ao 0 mg/mL e 12,5 mgmL. Em
biofilmes maduros, a concentracdo 100 mg/mL da NAC sugere apresentar
concentragOes inferiores ao controle (0 mg/mL de NAC) para ambas as cepas. De
maneira geral, € possivel observar que a quantidade de ASP em biofilmes em

formacao é superior ao biofilme maduro.

Figura 23 - Valores médios de ASP (ug/mL) de biofilmes maduros (A, n=3) e biofilmes em
formacédo (B, n=4). Barras de erro: desvio-padréao
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.7.8 Analise de eDNA

Para eDNA, é possivel notar que as concentracdes de NAC (100 mg/mL para
biofilme maduro e 50 e 12,5 mg/mL para biofiime em formacdo) apresentaram
valores médios inferiores em relacdo aos seus respectivos controles (0 mg/mL) em
CaS (Figura 24). JA& em CaR este comportamento s6 é evidente em biofilmes
maduros, uma vez que no biofilme em formacédo CaR apresenta concentracdes de
eDNA semelhantes em todos os grupos. De maneira geral, os valores de eDNA de

CaR sao inferiores ao de CaS.
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Figura 24 - Valores médios de eDNA (ng/uL) de biofilmes maduros (A, n=3) e biofilmes em
formacéao (B, n=4). Barras de erro: desvio-padréao
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que 25 mg/mL de NAC foi a CIM
para ambas as cepas de C. albicans. Outros estudos verificaram valores
semelhantes de CIM contra isolados clinicos de C. albicans®#’. Nos isolados
clinicos de infeccBes orais e vaginais, a NAC apresentou valores de CIM de 20 e
16,5 mg/mL pela técnica de difusdo em aguar®. Pelo ensaio da macrodilui¢éo,
semelhante ao presente estudo, a NAC apresentou um valor de CIM de 40 mg/mL*".
Apesar de todos esses estudos terem realizado dilui¢gdes seriadas “twofold” da NAC,
as CIM foram diferentes e isso pode ser atribuido as diferentes concentracdes
estoque utilizadas (40* e 160 mg/mL*, enquanto que no presente estudo, tal
concentragao foi de 100 mg/mL) e a origem das cepas. Apesar dos distintos valores
de CIM observado, ela sempre foi de no maximo 2 diluicbes da NAC de estoque, 0
gue demonstra que € necessaria uma concentracao alta da NAC para se ter um
efeito fungistatico.

Apesar dos valores de CIM verificados neste estudo, nenhum valor de CFM
foi encontrado, ou seja, as concentracdes avaliadas ndo promoveram efeito
fungicida (eliminacdo de UFC). Somente um estudo reporta um valor de CFM da
NAC de 160 mg/mL contra isolado clinico de C. albicans*’. Segundo esses autores,
essa concentracdo promoveu reducdo maior que 99,9% do crescimento fangico.
Entretanto, ndo séo relatados os valores de UFC para que seja possivel mensurar a
reducdo logaritmica do crescimento fungico causado pela NAC. Na presente
investigacdo, 50 e 25 mg/mL de NAC promoveram reducdes significativas de 1,81 a
4,06 logio para as cepas avaliadas apos 24 h. Ja em 48 h, somente 50 mg/mL da
NAC promoveu reducdo significativa para ambas as cepas. Portanto, esses
resultados demonstram que, apesar de uma CFM néo ter sido encontrada, a NAC
promoveu reducéo da viabilidade fungica.

Nas curvas de inativacdo, somente as concentracfes maiores e igual a CIM
demonstraram reducdo do crescimento fungico durante as 24 h de incubacao. Esse
resultado confirma a ac¢éo fungistatica da NAC nas concentracfes acima ou igual a
CIM, que é evidenciada a partir de 8-10 h. Em outro estudo*’, somente a NAC 80
mg/mL, acima da CIM (40 mg/mL), reduziu a viabilidade de C. albicans durante o
periodo de 24 h, enquanto que concentracbes de 0,8 e 8 mg/mL apresentaram

valores semelhantes ao controle, com aumento da viabilidade a partir de 2 a 4 h*’.
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No presente estudo, as concentracdes subCIM mostraram valores préximos ou
maiores que o controle a partir de 8-10 h de incubacdo, o que demonstra que tais
concentragdes estimularam o crescimento fingico. Portanto, isso sugere cautela na
utilizacdo dessas concentracdes, como por exemplo num cenario clinico de infeccgéo.

Como citado anteriormente na revisdo de literatura, apesar de serem citadas
algumas hipoteses para explicar o mecanismo de acgdo fungistatica da NAC,
infelizmente ele permanece desconhecido. Apds uma andlise critica desses artigos,
constatou-se que as respectivas sugestdes ndo passavam de teorias sem
embasamento cientifico e sem explicag6es adequadas?'44.

C. albicans possui a enzima (y-glutamilcisteina sintetase — GCS1) que
metaboliza a glutadiona®. Como a NAC é uma precursora da glutadiona, C. albicans
€ capaz de metabolizar este componente, que € um metabdlito essencial para este
micro-organismo®. Este fato pode justificar a maior viabilidade fungica nas baixas
concentracbes da NAC. Enquanto que nas altas concentragcfes, possivelmente a
enzima y-glutamilcisteina sintetase encontrar-se saturada, ou em quantidade
insuficiente para metabolizar a glutadiona, gerando assim uma reducdo da
viabilidade.

As concentracdes da NAC acima da CIM (100 e 50 mg/mL) promoveram
inibicéo da viabilidade (de 1,41 a 2,77 logio) € da biomassa (de 39 a 88%) durante a
formacdo do biofilme para ambas as cepas avaliadas. Esse resultado ja era
esperado, tendo em vista a atividade fungistatica da NAC nessas concentracfes
observada nos experimentos prévios. Além disso, somente para CaS, concentracoes
da NAC inferior e igual a CIM (25 e 12,5 mg/mL) inibiram a biomassa em 77 e 34%,
respectivamente. Essa reducdo de biomassa foi superior do que a observada em
outro estudo, no qual a NAC subCIM a 4 e 8 mg/mL reduziu a biomassa de isolados
clinicos de C. albicans em 32,8 e 43,5%, respectivamente®. O resultado da presente
investigacdo também demonstrou que a NAC apresentou uma acao antibiofilme
somente para CaS durante a formacdo de biofiime por 48h, ja que para CaR as
concentracfes subCIM apresentaram valores de biomassa semelhantes ao controle.
Adicionalmente, apds 48 h para CaS, houve aumento da viabilidade fungica em 0,74
logio na presenca da NAC 12,5 mg/mL, ressaltando novamente o cuidado que se
deve ser tomado com baixas concentracdes de NAC, pelo risco da possibilidade de

apresentarem um efeito oposto do esperado.
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Quando a NAC foi avaliada na formacgao do biofilme em tempos reduzidos, a
CIM (25 mg/mL) reduziu a formagéo de biofilme na fase inicial (6 h), enquanto que
concentracfes da NAC acima da CIM diminuiram a formac&o de biofilme em todas
as etapas (6, 12 e 24 h), tanto para CaS como para CaR. Apesar da NAC a 25
mg/mL (CIM) néo ter sido avaliada nos estagios intermediarios (12 e 24 h) da
formacé&o do biofilme, os resultados observados no tempo de acdo corroboram com
aqueles encontrados na formacéao de biofilme por 48 h, em que apenas a NAC a 100
e 50 mg/mL reduziram a formagéao do biofilme.

J& para o biofilme maduro, a NAC promoveu reducédo de viabilidade de 1,12 e
2,30 logio para ambas as cepas na concentracdo de 100 mg/mL. Para CaR, as
concentragcbes de 50 e 25 mg/mL também promoveram reducdo da viabilidade em
1,26 e 0,64 logio. Assim, verificou-se que NAC foi mais efetiva para inativacédo de
biofilme maduro de CaR. Outros estudos também verificaram reducéo de viabilidade
de biofilme maduro de C. albicans*>46. Em biofilmes de 24 h, a NAC 32 mg/mL
reduziu a atividade metabdlica do biofiime em 50% e a NAC 16 mg/mL reduziu a
viabilidade fungica apés 24, 48 e 72 h em cerca de 1 logic*®. Na presente
investigacdo, a NAC 100 mg/mL reduziu a biomassa de ambas as cepas avaliadas
em 69 a 72%. Entretanto, sé em CaR as concentracdes de 50 e 25 mg/mL reduziram
a biomassa de biofilmes maduros, com reducédo de 64 e 48%, respectivamente. Num
estudo prévio, 4 e 8 mg/mL da NAC reduziram a biomassa em 50 a 95,2% de
biofilmes de isolados clinicos de C. albicans*®. Esses resultados demontram que a
NAC é capaz de desestruturar biofilmes maduros de C. albicans, o que hum contexto
clinico pode ser bastante promissor para o tratamento de infecgcdes causadas por
esses biofilmes.

Outro aspecto original da presente investigacdo, além da utilizacdo de uma
cepa resistente ao fluconazol, foi a avaliacdo da NAC sobre a composicdo da matriz
do biofilme fingico. Embora o tamanho da amostra estudada tenha sido pequena, 0s
resultados iniciais mostraram que a NAC parece reduzir os compostos sollveis e
insoluveis da matriz do biofilme para ambas as linhagens. N&o foi encontrado na
literatura o efeito da NAC sobre a matriz de C. albicans, o que impossibilita uma
discussao direta dos resultados da atual pesquisa. Entretanto, a NAC ja teve seu
efeito estudado sobre os polissacarideos extracelulares do sobrenadante de cepas

bacterianas*44,
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Um estudo investigou 10 cepas bacterianas monoespécie e uma multiespécie
(7 espécies)*, o outro avaliou 18 isolados clinicos de P. aeruginosa*’. Nos dois
trabalhos foi utilizado uma metodologia distinta da atual pesquisa para quantificacao
dos polissacarideos soluveis, uma versao modificada do método de hidrdlise acida
de Dall e Herndon®®, com precipitacdo dos polissacarideos em etanol e um processo
de desidratacdo com éacido concentrado de furfural e triptofano*'44. A pesquisa
envolvendo as varias cepas bacterianas detectou que a NAC 0,5 mg/mL reduziu a
producdo de polissacarideos extracelulares (PECs) na maioria das bactérias
testadas, mas ndo foi capaz de degradar os polissacarideos quando estes ja
estavam presentes*. Na outra pesquisa envolvendo P. aeruginosa, a NAC a 0,5
mg/mL e 1mg/mL reduziu o PEC de biofilmes maduros*'. Na presente investigacéo,
apenas NAC acima da CIM (100 e 50 mg/mL, para biofilmes pré-formados e
formacédo de biofilme, respectivamente) pareceu reduzir os compostos da matriz,
enquanto que a NAC subCIM (12,5 mg/mL para formacao de biofilme) aparentou
nao ter efeito (valores semelhantes ao controle sem NAC). Assim, a NAC a subCIM
parece ser eficaz na reducédo do PEC apenas em biofilmes bacterianos.

Na analise do peso seco total (biofilme resuspendido), a concentracdo de 50
mg/mL de NAC, em ambas as cepas (biofilme em formacéo), resultou em valores
inferiores ao grupo controle (0 mg/mL); essa reducéo inclui os componentes solaveis
e insolaveis do biofilme. Esses menores valores de peso seco na concentracdo de
50 mg/mL ja eram esperados, uma vez que se trata de uma concentracao superior a
CIM (25 mg/mL), a qual entrou em contato com as células logo apos a fase de
aderéncia. Dessa forma, houve uma inibicdo das células fangicas pela NAC, e uma
reducdo das células viaveis para formacdo do biofilme. Em contrapartida, a
concentracdo de 12,5 mg/mL resultou numa tendéncia a maiores valores de peso
seco total. Esse comportamento foi compativel com os dados prévios do atual
estudo, no qual tal concentragcdo aumentou a viabilidade fangica. Ja no biofilme
maduro, as amostras para ambas as cepas, em virtude da alta variabilidade,
aparentam ter valores semelhantes ao controle.

No peso seco do pellet, ou seja, peso proveniente apenas dos componentes
insoltveis do biofilme, as concentra¢cdes 100 mg/mL (biofilme maduro) e 50 mg/mL
(biofilme em formacdo) da NAC apresentaram valores médios inferiores ao grupo

controle. Apesar de serem dados descritivos, este fato sugere que a NAC nessas
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concentragfes tem uma tendéncia de reduzir os componentes do pellet (células e
componentes insolUveis da matriz).

Analisando a acéo da NAC sobre os componentes da matriz provenientes da
porcdo soltvel do biofilme (WSP, eDNA e proteinas do sobrenadante), € possivel
observar um efeito mais vidente em CaS, comparada com CaR. Este
comportamento pode ser explicado pelos ensaios anteriores, nos quais CaS, tanto
no bioflme maduro quanto no em formacdo, apresentou maiores valores de
biomassa pela técnica do cristal violeta. Dessa forma, possivelmente o biofilme de
CaS pode apresentar uma maior quantidade de substratos para a acado da NAC, o
gue torna a diferenca entre os grupos desta cepa mais evidentes. Entretanto esse
mecanismo de acdo da NAC para os componentes solUveis precisa ser explorado
posteriormente.

A reducdo dos componentes de WSP e peso seco total corroboram com o
trabalho que analisou o efeito do fluconazol na composicdo da MEC de biofilme de
CaS e CaR®. Embora esse estudo® néo trabalhe com a NAC, ele usa a mesma
cepa CaR, a mesma metodologia e também compartilham da ideia de que a reducéo
do WSP e peso seco total podem ser um reflexo da susceptibilidade dos biofilmes
aos tratamentos®®. O CMG é mantido em parte pela estabilidade da interagdo dos
PECs da matriz (B-1,6 glucano, B-1,3 glucano e a-mananas)®. Dessa forma, a
reducdo de WSP da matriz pela NAC pode alterar a estrutura do CMG e gera uma
maior suscetibilidade do biofilme a terapia antifangica.

Para a quantificacdo das proteinas presentes no pellet foi observado que
algumas amostras apresentaram valores abaixo da curva padrdo, o0 que
impossibilitou correlacionar os valores de DOsgs das amostras com as concentragoes
de proteinas analisadas na curva. Devido este problema metodolégico e seu alto
desvio-padréo, torna-se inviavel concluir algo com base nesses dados.

Analisando o ASP, apesar de descritivamente, é observado que as
concentragfes 100 mg/mL (biofilme maduro) e 50 mg/mL (biofilme em formacao) da
NAC apresentam uma tendéncia a valores médios inferiores aos seus respectivos
controles. Se confirmado, este achado € bastante promissor, uma vez que o ASP,
como o B-1,3 glucano, € um componente da MEC que dificulta a penetracdo de
antifngico®. Logo, biofiimes com reducdo desses componentes podem se
apresentar mais vulneraveis aos tratamentos. Em virtude do alto desvio-padréo e do

reduzido numero de amostras, € inviavel indicar diferencas entre as cepas.
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Como limita¢des, a presente investigacdo ndo avaliou um possivel sinergismo
da NAC com outros antifungicos, ndo comparou os resultados da NAC com um
controle positivo e utilizou um pequeno tamanho amostral para avaliar o0s
componentes da matriz. Esta Ultima limitacdo impossibilitou uma andlise estatistica
inferencial desses dados. Um outro componente da matriz de biofilmes de C.
albicans séo os lipideos!®. Na presente investigacdo, tentou-se realizar também a
quantificacdo dos lipidios dos biofilmes de CaS e CaR pelo método descrito por
Frings et al.'*> em 1972. Nesse ensaio, as amostras do pellet dos biofiimes sédo
reagidas com uma solucao de sulfo-fosfo-vanilina em banho-maria, que resulta numa
reacdo colorimétrica que é comparada a uma curva-padrdo com azeite de oliva'®.
Porém, os resultados iniciais ndo apontaram nenhuma tendéncia de comportamento
e nao foi possivel avaliar uma quantidade de amostras suficiente mesmo para uma
analise descritiva.

Os resultados observados nesse estudo possibilitam uma ideia inicial da NAC
sobre o biofilme de Ca e guiam a diferentes possibilidades de investigacdes futuras.
Entretanto, inicialmente é necessario testar mecanismo viaveis e eficazes para 0 uso
da NAC, para s6 entdo conduzir um posterior estudo clinico para avaliar sua
aplicabilidade no controle de biofiimes de Ca sobre superficies de proteses. Ha
diversas maneiras do uso da NAC, desde sua incorporacdo em base de provas, seu
uso como um tratamento superficial ou até mesmo seu uso topico como um
coadjuvante no controle de biofilmes sobre préteses dentarias e outros dispositivos

médicos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, a presente investigacao concluiu que:

1-

A NAC apresentou apenas efeito fungistatico, mas ndo fungicida, contra
CaS e CaR. Foi observado um efeito concentracdo-dependente, sendo
gue a concentracado subCIM de 12,5 mg/mL apresentou um efeito oposto
as concentracfes acima e igual a CIM;

A NAC s6 apresentou efeito antibiofime para CaS nos biofilmes em
formagao de 48h. Nos outros biofilmes, esse efeito foi decorrente de sua
acdo fungistatica, uma vez que somente as concentracdes que inibiram a
viabilidade fangica reduziram a biomassa tanto de biofilmes maduro como
de biofilmes em formag&o em tempos reduzidos para ambas as cepas.
Nos componentes da matriz dos biofilmes, apesar de nao ter sido possivel
realizar uma analise inferencial, observou-se uma tendéncia de reducao
dos componentes da matriz (WSP, ASP, proteinas e eDNA) dos biofilmes
tratados com a NAC para ambas as cepas, com efeito mais evidente sobre

0s componentes soluveis da matriz.
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APENDICE A — OUTPUT SPSS

Resultados de testes estatisticos (ANOVA/Welch e Kruskal-Wallis) para CaS e CaR
demonstraram diferencgas significativas entre os grupos.

Concentracao fungicida minima (CFM)

Tabela Al - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corre¢cdo de
Welch para CaS (a), CaR (b) submetidas a NAC apds 24h e CaR (d) submetidas a
NAC apos 48h. Testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis para CaS (c) submetidas a
NAC ap06s 48h (continua).

a ANOVA/Welch Log UFC/mL
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 153,664 3 51,221 90,619 0
Dentro de grupos 22,213 22,273 0,505
Total 175,877 25,273
b ANOVA/Welch Log UFC/mL
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 96,242 3 32,081 938,554 O
Dentro de grupos 5,111 22,737 0,116
Total 101,352 25,737
c Resumo do teste de hip6tese Absorbancia
Hipotese Nula Teste Sig. Decisao
A distribuic&o do UFC € igual em Teste de Kruskal- ,000 Rejeita hipétese
categorias de grupos Wallis para amostras nula
independentes

Nivel de significancia de ,05

Tabela Al - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corregdo de
Welch para CaS (a), CaR (b) submetidas a NAC apds 24h e CaR (d) submetidas a
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NAC apos 48h. Testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis para CaS (c) submetidas a

NAC ap06s 48h (concluséo).

d ANOVA/Welch Log (UFC/mL)
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 91,972 3 30,657 143,872 O
0,123
Dentro de grupos 5,423 22,616
Total 97,395 25,616

Fonte: Elaboracéo prépria.

Efeito da NAC na formacé&o do biofilme 48h (Viabilidade e biomassa)
Tabela A2 - Output dos resultados de testes parameétricos ANOVA/Welch para
viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR (d) submetidas a

NAC durante a formacao do biofilme por 48h (continua).

a ANOVA/Welch  Log (UFC/mL)
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
gquadrados médio
Entre Grupos 74,002 4 18,501 73,822 0
Dentro de grupos 26,161 46,633 0,275

Total 100,163 50,633
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Tabela A2 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA/Welch para
viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR (d) submetidas a
NAC durante a formacao do biofilme por 48h (conclusao).

b ANOVA/Welch  Log (UFC/mL)
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
18,507
Entre Grupos 74,029 4 8,50 58,39 0
Dentro de grupos
11,682 26,977 0,212
Total 85,711 30,977
C ANOVA/Welch Absorbancia
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
297,947
Entre Grupos 61,427 4 15,357
23,45
Dentro de grupos 24,112 0,438
Total 85,539 27,45
d ANOVA Absorbancia
Soma dos gl Quadrado F Sig.
gquadrados médio
Entre Grupos 9,753 4 2,438 5,867 0,001
55
Dentro de grupos 22,857 0,416
Total 32,61 59

Fonte: Elaboragéo propria.
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Menor tempo de acdo da NAC sobre biofilmes em formagéo

Tabela A3 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corre¢do de
Welch para viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaR (d) submetidas a
NAC durante a formacédo do biofilme por 24h. testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis
para biomassa em CaS (c) submetidas a NAC durante a formacédo do biofilme por
24h (continua).

a
ANOVA/Welch  Log (UFC/mL)
Gl
Soma dos Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 27,84 2 13,92 42,832 0
0,222
Dentro de grupos 7,317 19,001
Total 35,156 21,001
b ANOVA/Welch  Log (UFC/mL)
Soma dos gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre Grupos 16,421 2 8,211 39,364 0
Dentro de grupos 8,832 16,268 0,294
Total 25,253 18,268
c Resumo do teste de hipitese Absorbancia
Hipotese Nula Teste Sig. Decisdo
A distribuicdo do UFC é igual em Teste de Kruskal- ,000 Rejeita hipdtese
categorias de grupos Wallis para amostras nula
independentes

Nivel de significancia de ,05
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Tabela A3 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corre¢do de
Welch para viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaR (d) submetidas a
NAC durante a formacédo do biofilme por 24h. testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis
para biomassa em CaS (c) submetidas a NAC durante a formagédo do biofilme por
24h (concluséao).

Absorbancia

d ANOVA
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 7,975 2 3,987 6,879 0,003
Dentro de grupos 19,127 33 0,58
Total 27,102 35

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela A4 - Output dos resultados de testes parameétricos ANOVA/Welch para
viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR (d) submetidas a

NAC durante a formacao do biofilme por 12h (continua).

Log (UFC/mL)

a ANOVA
F .
Soma dos Gl Quadrado Sig.
gquadrados médio
Entre Grupos
4,893 2 2,446 24,068 0
Dentro de grupos 3,354 33 0,102

Total 8,247 35
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Tabela A4 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA/Welch para
viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR (d) submetidas a
NAC durante a formacao do biofilme por 12h (conclusao).

b ANOVA/Welch Log (UFC/mL)
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
2
Entre Grupos 12,532 2 6,266 39,156 0
Dentro de grupos
9,348 18,257 0,283
Total 21,881 20,257
C ANOVA Absorbancia
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre Grupos
37,958 2 18,979 87,173 0
Dentro de grupos 7,185 33 0,218
Total 45,143 35
d ANOVA/Welch Absorbancia
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
gquadrados médio
7,3
Entre Grupos 14,599 2 12,061 0
Dentro de grupos 12,659 20,572 0,384
Total
27,258 22,572

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela A5 - Output dos resultados de viabilidade por testes ndo paramétricos
Kruskal-Wallis para CaS (a) e ANOVA para CaR (b) submetidas & NAC durante a
formacéo do biofilme por 6h. ANOVA/Welch para CaS (c) e CaR (d) para analise de
absorbéancia em biofilmes submetidas a NAC por 6h (continua).

a Resumo do teste de hipotese Log (UFC/mL)
Hipotese Nula Teste Sig. Deciséo
- ~ : : . ,000 o

As médias de UFC séo as iguais  Teste mediano de Rejeita hipotese

em todas as categorias de amostras nula

grupos independentes

A distribuicdo do UFC é igual em Teste de Kruskal- ,000 Rejeita hipétese

categorias de grupos Wallis para amostras nula
independentes

Nivel de significancia de ,05

b ANOVA Log (UFC/mL)
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre Grupos 17,709 3 5,903 31,717 0
Dentro de grupos 8,189 44 0,186
Total 25,899 47
c ANOVA/Welch Absorbancia
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre Grupos 55,429 3 18,476 280,096 O
Dentro de grupos 10,537 23,731 0,239
65,967

Total 26,731
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Tabela A5 - Output dos resultados de viabilidade por testes ndo paramétricos
Kruskal-Wallis para CaS (a) e ANOVA para CaR (b) submetidas & NAC durante a
formacéo do biofilme por 6h. ANOVA/Welch para CaS (c) e CaR (d) para analise de
absorbancia em biofilmes submetidas a NAC por 6h (concluséo).

d ANOVA/Welch Absorbancia
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
Entre Grupos 23,677 3 7,892 44,208 0
Dentro de grupos 2,537 18,435 0,07
Total 26,214 21,435

Fonte: Elaboracéo prépria.

Efeito da NAC sobre biofilmes maduros
Tabela A6- Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA e ANOVA com
correcao de Welch viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR

(d) submetidas a NAC em biofilmes maduros de 48h (continua).

a ANOVA/Welch Log (UFC/mL)
Soma dos Gl Quadrado F Sig.
gquadrados médio
Entre Grupos 1,99236E+14 4 4,98089E+13 63,414 O
23,276
Dentro de 2,10613E+14 3,82933E+12
grupos

Total 4,09849E+14 27,276
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Tabela A6- Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA e ANOVA com

correcéo de Welch viabilidade de CaS (a) e CaR (b) e biomassa de CaS (c) e CaR

(d) submetidas a NAC em biofilmes maduros de 48h (concluséo).

b ANOVA/Welch  Log(UFC/mL)
Soma dos gl Quadrado F Sig.
guadrados médio
10,726
Entre Grupos 42,902 4 27,131 O
18,
Dentro de 8,58 25,602 0,338
grupos
Total 61,483 29,602
Absorbancia
c ANOVA
Soma dos gl Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre Grupos 43,969 4 10,992 41632 O
Dentro de grupos 15,842 60 0,264
Total 59,811 64
d ANOVA Absorbancia
Soma dos gl Quadrado F Sig.
gquadrados médio
Entre Grupos 18,063 4 4516 18,308 0
23,929
Dentro de grupos 11,767 0,235
Total 29,829 27,929

Fonte: Elaboracgédo propria.
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APENDICE B — CURVAS PADRAO DOS COMPONENTES DA MATRIZ

Curva padréo das proteinas do Sobrenadante
Grafico B1 - Curva padrdo das proteinas do sobrenadante. A partir do qual gerou a

equacao da reta e o coeficiente de correlacdo para a leitura das amostras (continua).
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Grafico B1 - Curva padrdo das proteinas do sobrenadante. A partir do qual gerou a
equacado da reta e o coeficiente de correlagdo para a leitura das amostras

(concluséao).
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Fonte: Elaboracéo proépria.

Curva padrao das proteinas do pellet
Grafico B2 - Curva padrao das proteinas do pellet. A partir do qual gerou a equacao

da reta e o coeficiente de correlacéo para a leitura das amostras (continua).
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Grafico B2 - Curva padréo das proteinas do pellet. A partir do qual gerou a equacao

da reta e o coeficiente de correlacéo para a leitura das amostras (concluséo).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

Curva padrao das WSP
Grafico B3 - Curva padrdo do WSP. A partir do qual gerou a equacédo da reta e o

coeficiente de correlacdo para a leitura das amostras (continua).
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Grafico B3 - Curva padrdo do WSP. A partir do qual gerou a equacao da reta e o

coeficiente de correlagéo para a leitura das amostras (concluséo).
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Fonte: Elaboragéo propria.



Curva padrao de ASP

109

Grafico B4 - Curva padrdo do ASP. A partir do qual gerou a equacdo da reta e o

coeficiente de correlagdo para a leitura das amostras (continua).
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Grafico B4 - Curva padrdo do ASP. A partir do qual gerou a equacdo da reta e o

coeficiente de correlacéo para a leitura das amostras (concluséo).
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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APENDICE C - NORMALIZACAO DAS AMOSTRAS PARA QUANTIFICACAO
DOS COMPONENTES DA MATRIZ

Peso seco total

Figura C1 - O peso seco total corresponde ao biofilme raspado. A amostra utilizada
neste passo foi de 100 pL, entretanto o volume total de biofilme raspado foi de 7,5
mL (7500 uL). Dessa forma, foi realizado o calculo a seguir para proporcionalizar o

valor obtido na amostra com o biofilme total raspado.

PESO SECO TOTAL (mg)
Vol. total do biofilme (7500uL) --------------- PESO SECO TOTAL (mg)
Vol. da amostra (100puL) PESO SECO da amostra (mg)

PESO SECO TOAL (mg) = Vol. total do biofilme X PESO SECO da amostra
Vol da amostra (100 L)

Fonte: Elaboracéo propria.

Peso seco do pellet
Figura C2- O peso seco do pellet corresponde ao pellet total do experimento
biofilme (2000 uL). Como amostra utilizada foi de 500 uL, foi realizado o célculo a

seguir para proporcionalizar o peso obtido na amostra com o pellet total raspado.

PESO SECO DO PELLET (mg)

Vol. total do pellet (2000uL) --------------- PESO SECO DO PELLET (mg)
Vol. da amostra (500 plL) -------------=----- PESO SECO da amostra (mg)

PESO SECO DO PELLET (mg) = Vol. total do pellet X PESO SECO da amostra
Vol. da amostra (500 uL)

Fonte: Elaboragéo propria.
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Proteinas do sobrenadante
Figura C3 - Para a quantificacdo das proteinas do sobrenadante foi utilizado uma
amostra de 500 pL. Entretanto o volume total do sobrenadante foi de 13,3 mL. Para

proporcionalizar os dados, foi realizado o célculo abaixo.

[ 1 PROTEINAS DO SOBRENADANTE (ug/mL):

Vol. total do biofilme (13 300 pL) -------------- [ 1 PROT. DO SOBRENADANTE (pg/mL)
Vol. da amostra (500uL) --------------------- [] Prot. amostra (ug/mL)

[ 1 PROT DO SOBRENADANTE = Vol. total do biofilme (13 300ul) X [] Prot. amostra
Vol. da amostra (500uL )

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Proteinas do pellet

Figura C4 - Para a quantificacdo das proteinas do pellet foi utilizado uma amostra de
40 a 50 pL diluidas em 460 e 450 pL de 4gua de miliQ, respectivamente. Inicialmente
foi realizado um ajuste da diluicdo. Em seguida foi realizado a generalizagdo dos
dados para o volume total do pellet, que foi de 2 000 uL. Por se tratar de um
componente originado do pellet, foi realizado ainda um célculo para proporcionar a
concentracdo encontrada para cada 1mg de peso seco de pellet. Os calculos estédo

apresentados abaixo.

Ajuste da diluigao:

50pL diluido em 500pL--- fator de diluigdo de 10
40pL diluido em 500uL---- fator de dilui¢do de 12,5

[ 1PROT. DO PELLET (pg/mL):

Vol. total do pellet (2000uL) --------------- [ 1 PROT DO PELLET (pg/mL)
Vol. da amostra (500 L) [ 1 PROT AMOSTRA (pg/mL)

[1PROT DO PELLET (ug/mL) = Vol. total do pellet (2000uL) X [ ] PROT AMOSTRA
Vol. da amostra (500 L)

[ 1PROT DO PELLET/1 mg de peso seco (x)

[1PROT DO PELLET (pg/mL)-------------- peso seco do pellet (mg)
X 1mg

X=_[]1PROT DO PELLET (pg/mL)
peso seco do pellet em 2mL (mg)

Fonte: Elaboragédo propria.
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WSP

Figura C5 - Para a quantificar o WSP foi utilizado uma amostra de 200 pL originado
de um volume 1000 pL do sobrenadante ressuspendido. Entéo, inicialmente o valor
da amostra foi proporcionado para o volume de 1000 uL. Em seguida foi realizado
um calculo para proporcionalizar a concentracdo de WSP presente nos 1000uL para
0 volume total do sobrenadante 13300 pL. Vale lembrar que o WSP ressuspendido
em 1000 pL se originou de uma aliquota de 3000 pL para precipitacdo do
sobrenadante. Os célculos estdo apresentados abaixo.

[ 1WSP (pg/mL):
Vol. ressuspendido (1000uL) --------------- [ 1WSP (ug/mL)
Vol. da amostra (200 pL) -------------------- [ ] WSP AMOSTRA (pg/mL)

[1WSP =Vol. ressuspend (1000uL) X []WSP AMOSTRA
Vol. da amostra (200 pL)

[ 1 WSP TOTAL (pg/mL):
Vol. total do biofilme (13 300uL) ---------- [ 1WSP TOTAL (ug/mL)
Vol p/ precipitagdo (3000 pL) ---------------- [ 1 WSP (ug/mL)

[TJWSP TOTAL = Vol. total do biofilme (13 000 pL) X []WSP
Vol p/ precipitagdo(3000 pL)

Fonte: Elaboracéo propria.
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ASP

Figura C6 - Para a quantificar o ASP foi utilizado uma amostra de 100 puL, originada
do volume de NaOH adicionado (uL) a cada amostra com base no seu peso seco
obtido pelos 750 pL do pellet. Entdo, o primeiro passo foi proporcionar a
concentragcdo de ASP da amostra para o volume total de NaOH adicionado. O
segundo passo foi estabelecer a concentracdo de ASP para cada 1 mg de peso
seco. Por fim, foi estabelecida a concentragcdo de ASP presente nos 2000 uL de

pellet, de acordo com o peso seco do pellet. Os calculos estdo apresentados abaixo.

[1ASP (ng/mL):
Vol. de NaOH adic. (L) --------------- [1ASP (ug/mL)
100 (L) [ 1 ASP AMOSTRA (ug/mL)

[ 1ASP (ug/mL) = Vol. de NaOH adic X []ASP AMOSTRA
100 (L)

[1ASP/mg de peso seco:

[1ASP (ug/mL)-------------- pellet do ASP (mg)
X 1mg
X=_[]1ASP (ug/mL)

pellet do ASP (mg)

[1TOTAL (ng/mL):
Peso seco do pellet (mg) --------------- [1ASP TOTAL (ug/mL)
1mg - [ ] ASP/mg de peso seco

[1ASP TOTAL = ASP/mg de peso seco X Peso seco do pellet (mg)

Fonte: Elaboracgéo propria.
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eDNA

Figura C7 - Para a quantificar o eDNA foi utilizado uma amostra de 1,25 pL
originado de um volume 20 pL (ressuspendido com tampé&o TE). Entéo, inicialmente
o valor da amostra foi proporcionado para o volume de 20 pL. Em seguida foi
realizado um calculo para proporcionalizar a concentracdo de eDNA para o volume
total do sobrenadante 13300 pL. Vale lembrar que o eDNA ressuspendido nos 20puL
se originou de uma aliquota de 400 pL da ultima precipitacdo. Os célculos estdo
apresentados abaixo.

[1eDNA (pg/mL):

Vol. ressuspendido (20uL) ------------------ [1eDNA (ng/mL)
Vol. da amostra 1,25 (uL) ------------------- [ ] eDNA AMOSTRA (ug/mL)

[1eDNA =Vol. ressuspend (20uL) X [] eDNA AMOSTRA (ug/mL)
Vol. da amostra 1,25 (pL)

[ ] eDNA TOTAL (pg/mL):
Vol. total do biofilme (13300uL) --------------- [1eDNA TOTAL (ug/mL)
Vol p/ precipitacdo (400 pL) [ ] eDNA (ug/mL)

[]1eDNA TOTAL = Vol. total do biofilme (13300uL) X [] eDNA (ug/mlL)
Vol p/ precipitagdo (400 pL)

Fonte: Elaboracgéo propria.
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