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Jordao CC. Avaliacao do efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana associada a
DNAse no tratamento de candidose oral em camundongos infectados com Candida
albicans [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2024.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) associada a enzima DNase | no tratamento de candidose oral induzida em
camundongos infectados com cepas de Candida albicans susceptivel (CaS-ATCC
90028) e resistente ao fluconazol (CaR-ATCC 96901). Camundongos fémeas (Swiss)
com aproximadamente 5 semanas de vida foram imunossuprimidos e inoculados com
CaS ou CaR (107 UFC/mL). Apds o estabelecimento da infecgdo, os animais foram
submetidos aos tratamentos durante 5 dias consecutivos. Os animais pertencentes ao
grupo aPDT (P+L+) foram tratados utilizando Photodithazine (PDZ) 200 mg/L
associado a luz LED (50 J/cm?); no grupo P+L- foi utilizado apenas o PDZ; no grupo
P-L+ os animais foram tratados apenas com LED. Nos animais do grupo DNase a
enzima foi aplicada por 5 minutos. Também foi avaliada a combinacdo das terapias
(DNAse+P+L+). Um grupo foi apenas inoculado com C. albicans (grupo P-L-) e outro
foi constituido de animais saudaveis, imunossuprimidos ou nao (grupo CNI+/CNI).
Imediatamente e 7 dias apds o término dos tratamentos, foram realizadas as
recuperacoes de C. albicans por meio da friccdo de swabs estéreis. Entao, diluicdes
seriadas foram realizadas e plaqueadas em placas de Petri com Agar Sabouraud
Dextrose (SDA). Apés 48 horas de incubacéo a 37 °C, as colénias foram quantificadas
e o numero de CFU/mL foi determinado. Além disso, as colbénias foram armazenadas
para avaliagdo da expressao génica (EFG1, HWP1, BGL2, PHR1 e SOD1). Também
foram realizadas analises macroscopicas das lesdes durante os tratamentos. Os
camundongos foram eutanasiados 24 horas e 7 dias apos os tratamentos. As linguas
removidas foram utilizadas para anadlise histolégica das lesdes, marcagdes da
estrutura 3D do tecido da lingua e da matriz extracelular (MEC) de C. albicans e para
avaliagcao das citocinas inflamatérias por meio de citometria de fluxo (IL-6, MCP-1,
IFN-y, TNF-a, proteina IL-12p-70 e IL-10). Os resultados demonstraram que a
associagao da DNAse com a aPDT resultou em uma redugao de 4,96 (imediatamente)
e 1,87 log1o (7 dias) para os animais inoculados com CaS e de 2,89 (imediatamente)
e 1,97 log1o (7 dias), para os animais inoculados com CaR. A analise macroscépica
revelou reducao das lesdes orais do grupo DNase+P+L+, equivalentes a 98,92 e
96,07% para os animais inoculados com CaS e CaR nos grupos coletados 24h apos
os tratamentos, respectivamente. Apds 7 dias do término dos tratamentos, foram
observadas redugdes de 83,31 e 75,24% nos aspectos das lesdes no grupo
DNase+P+L+ dos animais inoculados com CaS e CaR, respectivamente. A analise
histolégica do grupo DNase+P+L+ demonstrou expressiva redugdo da reagao
inflamatdria no tecido que apresentou caracteristicas histolégicas de normalidade.
Microscopia de fluorescéncia demonstrou que os polissacarideos produzidos por C.
albicans e as células fungicas nao foram marcados no grupo de animais tratados com
DNase seguida de aPDT 24 horas apds o término dos tratamentos, aspecto
semelhante ao observado para o grupo de animais saudaveis. Apés 7 dias do término
dos tratamentos, o grupo de animais tratados com a DNase associada a aPDT
manteve uma marcagao reduzida quando comparados ao controle (animais infectados
e nao tratados). Os resultados demonstraram redugdo na expressdao de genes
relacionados com adesao ao substrato do hospedeiro (EFG1 e HWP1), matriz



extracelular (BGL2 e PHRT1) e estresse oxidativo (SOD7) de CaS e CaR apéds os
tratamentos com DNase+P+L+. A resposta imune do hospedeiro demonstrou que os
grupos de animais inoculados com CaS ou CaR e tratados com P+L+ e DNase+P+L+
apresentaram producdo aumentada de IL-6, MCP-1 e TNF-a. Assim, a DNase
associada com a aPDT é uma alternativa promissora de tratamento para inativagao
de fungos, incluindo microrganismos resistentes, e motiva futuras aplicagdes clinicas
do tratamento nas areas odontolégicas e médicas.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Desoxirribonucleases. Candida albicans.
Resisténcia a medicamentos. Expressao génica. Inflamacao.



Jordao CC. Evaluation of antimicrobial photodynamic therapy associated with DNase
effect of in the treatment of oral candidiasis in mice infected with Candida albicans
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

The aim was to evaluate the efficacy of antimicrobial photodynamic therapy (aPDT)
associated with the DNase | enzyme in the treatment of oral candidosis induced in
mice infected with susceptible (CaS-ATCC 90028) and fluconazole-resistant (CaR-
ATCC 96901) Candida albicans strains. Female mice (Swiss) approximately 5 weeks
old were immunosuppressed and inoculated with CaS or CaR (107 CFU/mL). After the
infection was established, the animals were subjected to treatments for 5 consecutive
days. Animals belonging to the aPDT group (P+L+) were treated using Photodithazine
(PDZ) 200 mg/L associated with LED light at 50 J/cm?; in the P+L- group only PDZ
was used, in the P-L+ group the animals were treated only with LED. In the DNase
group, the enzyme was applied for 5 minutes. The combination of therapies
(DNAse/P+L+) was also evaluated. One group was only inoculated with C. albicans
(group P-L-) and the other was made up of healthy animals, immunosuppressed or not
(group CNI+/CNI). Immediately and 7 days after the end of the treatments, C. albicans
was recovered by rubbing sterile swabs. Then, serial dilutions were performed and
plated in Petri dishes with Dextrose Agar Sabouraud (DAS). After 48 hours of
incubation at 37°C, colonies were quantified and the number of UFC/mL was
determined. Furthermore, colonies were stored to evaluate gene expression (EFGT,
HWP1, BGL2, PHR1 and SOD1). Macroscopic analysis of the lesion was also carried
out during treatments. Mice were euthanized 24 hours and 7 days after treatments.
The removed tongue was used for histological analysis of the lesions and for evaluation
of inflammatory cytokines using flow cytometry (IL-6, MCP-1, IFN-y, TNF-q, IL-12p-70
protein and IL-10). Fluorescence Microscopy techniques were used to label the 3D
structure of the recovered tongue tissue and the extracellular matrix (ECM) of C.
albicans. The results demonstrated that the association of DNAse with aPDT resulted
in a reduction of 4.96 (immediately) and 1.87 log1o (7 days) for animals inoculated with
CaS and 2.89 (immediately) and 1.97 log1o (7 days), for animals inoculated with CaR.
Macroscopic analysis revealed a reduction in oral lesions in the DNase+P+L+ group,
equivalent to 98.92 and 96.07% for animals inoculated with CaS and CaR in the groups
collected 24h after treatments, respectively. Seven days after the end of treatments, a
reduction of 83.31 and 75.24% in the appearance of lesions was observed in the
DNase+P+L+ group inoculated with CaS and CaR, respectively. Histological analysis
of the DNase+P+L+ group demonstrated a significant reduction in the inflammatory
reaction in the tissue that presented normal histological characteristics. In the
fluorescence microscopy, neither the polysaccharides produced by C. albicans nor
fungal cells were not labeled in animals treated with DNase followed by aPDT, similar
to the healthy animals. After 7 days of the treatment, DNase associated with aPDT
maintained a lower count, but not as pronounced as immediately after the intervention.
The results demonstrated a reduction in the expression of genes related to adhesion
to the host substrate (EFG1 and HWP1), extracellular matrix (BGL2 and PHR1) and
oxidative stress (SOD1) of CaS and CaR after treatment with DNase+P+L+. The host
immune response demonstrated that groups of animals inoculated with CaS or CaR
and treated with P+L+ and DNase+P+L+ showed increased production of IL-6, MCP-
1 and TNF-a. Thus, DNase associated with aPDT is a promising alternative treatment



for inactivating fungi, including resistant microorganisms, and motivates future clinical
applications of the treatment in the dental and medical areas.

Keywords: Photochemotherapy. Deoxyribonucleases. Candida albicans. Drug
resistance. Gene expression. Inflammation.
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1 INTRODUGAO

As espécies do género Candida pertencem a microbiota da cavidade oral,
trato gastrointestinal e reprodutivo de individuos saudaveis. Fatores predisponentes
podem fazer com que esses microrganismos atuem como patdgenos oportunistas,
sendo responsavel pelo desenvolvimento de infecgbes’. A candidose orofaringea
(COF) é uma das infecbes mais prevalentes causada por Candida albicans; contudo
espécies nao-albicans também podem estar associadas a COF? A patogenicidade
de C. albicans é mediada por fatores de viruléncia que permitem ao fungo interagir
com as células do hospedeiro e causar algum tipo de dano®. Dentre os fatores de
viruléncia podemos citar a capacidade de resistir a resposta imune do hospedeiro,
adesdo e formacgdo de biofiime e producdo de enzimas hidroliticas*®. Nesse
contexto de viruléncia tem sido relatado que o gene HWP1 (Hyphal wall protein 1)
facilita a adesao e invasao do fungo no tecido hospedeiro’. Além disso, o gene EFG1
(Enhanced filamentous growth protein 1) regula a transcrigcdo de genes responsaveis

pelaformacéo de biofilme?.

As infecgdes causadas por Candida spp. estdo associadas a formacao de
biofilme, o qual é caracterizado como uma microestrutura complexa de células
aderidas a uma superficie e incorporadas dentro de uma matriz extracelular (MEC).
Essa por sua vez, € composta de substancias derivadas da lise celular ou produzidas
e secretadas pelas células®. A MEC contribui para a preservagdo de biofilmes e
manutencdo das interacbes estaveis entre células e destas com uma determinada
superficie e ambiente’®. Além disso, a MEC reduz a susceptibilidade dos
microrganismos contra as terapias classicamente utilizadas''-'?. Analises bioquimicas
revelam que a produgao de polissacarideos (B-1-3-glucano, p-1-6-glucano e B-1-6-
manana, por exemplo), acidos nucleicos (eDNA), lipideos e carboidratos (celulose e
quitina) contribuem na protegdo da MEC de biofiimes e para manutencdo das
interagdes estaveis entre seus componentes'®’®. A resisténcia antifingica dos
biofilmes de Candida € multifatorial e tem sido associada a estimulacdo de bombas
de efluxo de farmacos, o estado fisiolégico das células e a protecao exercida pela
MEC por meio de B-glucanos que se ligam ao fluconazol e a anfotericina B'"-'2. O
polissacarideo B-1,3 glucano tem sido fortemente associado a esse mecanismo'*".
Al-Fattani e Douglas'® verificaram que a MEC de C. albicans GDH 2346 (NCYC 1467)

contém carboidratos, proteinas, hexosamina, fésforo e acido urénico. No entanto, o
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principal constituinte da MEC de C. albicans é a glicose (32%). Além do 3-glucano, foi
relatado que o eDNA também é um constituinte importante da MEC e que promove a
integridade estrutural dos biofilmes'®. Além disso, a presenga de polissacarideos ou
eDNA foi relatada por alguns autores como um mecanismo de prote¢ao do biofilme
bacteriano contra a difusdo de antibidticos'”'8. A expressdo génica da glucano
transferase BGL2 (sintese de B-glucanos)' e da glicosidase PHR1 (importante na
estrutura da parede celular e viruléncia das infecgbes)'® juntamente com a marcagao
em estrutura 3D de componentes da MEC pode revelar o efeito de diferentes terapias
sobre a formacao da matriz extracelular por C. albicans’®.

Devido ao fato da MEC estar relacionada a protegéo do biofiime®, o uso de
enzimas capazes de hidrolisar polissacarideos e acidos nucleicos vem sendo alvo de
investigacdes, pois configura-se como uma maneira alternativa de tornar o biofilme
mais suscetivel a agdo de farmacos antifingicos. Panariello et al.?° realizaram um
estudo in vitro em que biofilmes (crescidos por 48 horas) de cepas susceptiveis e
resistentes ao fluconazol foram incubados por 5 minutos com diferentes enzimas
hidroliticas (B-glucanase e DNase em combinagdo ou isoladamente). Apds os
tratamentos, os biofilmes foram avaliados quanto a viabilidade celular, biomassa e
componentes da matriz extracelular do biofilme. Os resultados indicaram que a
enzima DNase apresentou o melhor resultado, reduzindo significativamente o eDNA
e proteinas soluveis da matriz de ambas as cepas, bem como polissacarideos soluveis
em agua (WSP) da matriz da cepa resistente ao fluconazol. Segundo os autores?®, a
reducdo da proteina soluvel e do teor de WSP pela DNase indica que esses
componentes da matriz podem estar entrelacados com o eDNA. Esta enzima atua
externamente a célula, reduzindo a estabilidade do biofilme?%23. Tetz e Tetz??
avaliaram in vitro o efeito da aplicagdo da Dnase | em biofiimes bacterianos e
observaram que em presenca da enzima o biofime €& mais susceptivel aos
antibioticos, apresentando redugao na biomassa bacteriana total. Em outro estudo, foi
avaliado o efeito da DNase isoladamente ou em associagao com antifungicos sobre
biofilmes (crescidos por 24 horas), e os autores observaram que o tratamento prévio
com a enzima, promoveu aumento da susceptibilidade das células de C. albicans ao
antifugnico anfotericina B23.

Para tratamento da COF, tém sido empregados antifungicos derivados
poliénicos, azdlicos e equinocandinas?*. Os agentes poliénicos, particularmente a

nistatina, sdo os medicamentos tépicos mais utilizados e tem se mostrado eficazes no
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alivio dos sinais e sintomas clinicos da doenca. Entretanto, muitas vezes o uso tépico
deste tipo de medicamento nao elimina completamente as espécies de Candida"?>,
uma vez que os efeitos diluentes da saliva e movimentos da musculatura bucal podem
reduzir a dose desses agentes a concentragdes subterapéuticas, o que limita a
eficacia da terapia’. Consequentemente, a re-colonizagdo da mucosa bucal por
microrganismos tem sido frequente relatada apdés a utilizacdo deste tipo de
antifiungico, o que resulta em infecgdes recorrentes?®. A prescrigdo de antifungico
sistémico (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) tem sido instituida em individuos
com saude geral comprometida e em episddios de infecgdes recorrentes?’. Esses
agentes vém sendo amplamente empregados para o tratamento da candidose,
especialmente em pacientes imuno comprometidos. Porém, tem sido relatado a
ocorréncia de efeitos hepatotoxicos ou nefrotdxicos com a utilizacdo desses
medicamentos’, além do desenvolvimento de resisténcia antifingica?®. A resisténcia
pode ser desenvolvida por microrganismos expostos por longos periodos a farmacos
antifungicos; portanto, € um tipo de resisténcia adquirida chamada secundaria®®. Por
outro lado, a resisténcia intrinseca ou primaria ocorre quando microrganismos
apresentam baixa susceptibilidade a uma determinada medicacao, previamente a sua
exposicdo ao agente?®. Algumas espécies de Candida possuem resisténcia intrinseca
aos medicamentos antifingicos, especialmente ao fluconazol*°.

Considerando o aumento de microrganismos resistentes, os efeitos colaterais
dos antifungicos, a re-colonizag¢ao e a organizagao em biofilmes, estudos tém buscado
estratégias alternativas para inviabilizagdo de espécies fungicas. A terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) € uma modalidade de tratamento que tem sido
sugerida para a inativagdo de microrganismos e tratamento da candidose?'33. O
processo fotodindmico requer a utilizagdo de um agente fotossensibilizador (FS), a
aplicacdo de uma luz que seja correspondente a banda de absor¢céo do FS, e a
presenga de oxigénio®'. Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com o
fotossensibilizador (FS), seguida da aplicacédo de uma fonte de luz com comprimento
de onda adequado para a iluminacido do alvo a ser sensibilizado. A interagcado da luz
com o FS, na presenga de oxigénio, resulta em espécies reativas capazes de induzir
a inativagéo celular®*. Tem sido sugerido que esse mecanismo envolve a absorgio de
fotons da fonte de luz pelo FS, o que leva seus elétrons a um estado excitado3>3¢. Na
presenca de oxigénio, o FS excitado pela luz pode reagir com moléculas vizinhas, por

meio da transferéncia de elétrons ou hidrogénio (reagao do tipo I) ou pela transferéncia
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de energia ao oxigénio (reagao do tipo Il), induzindo a produgéo de espécies reativas,
tal como o oxigénio singleto3>3%. Ambos os caminhos podem levar a morte celular. As
espécies reativas possuem reatividade nao especifica com moléculas organicas e
podem causar danos irreversiveis em alvos celulares, tais como a lise da membrana
e inativagao de proteinas. Dessa forma, qualquer macromolécula celular pode ser
considerada como alvo para a aPDT e, como o FS é aplicado externamente a célula,
a membrana celular é considerada o alvo inicial®'3°. Tem sido sugerido que a
presenca de Fex+, O2 e H2O2 pode levar a reagao quimica de Fenton, culminando na
producio de radicais extremamente reativos aos constituintes celulares como DNA,
lipideos, proteinas e outras macromoléculas. Como protecdo e em resposta ao
estresse oxidativo, C. albicans pode expressar genes antioxidantes, entre eles CAP1
(AP-1 bZIP fator de transcricdo), CAT1 (catalase) e SOD1 (enzima superdxido
dismutase dependente de cobre ou zinco), que ativam vias que auxiliam na protecéo
contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)%¥4!. A expressao de
genes relacionados com o estresse oxidativo ajuda na compreensao do mecanismo
pelo qual a aPDT atua nas células fungicas, e se a aplicagdo de enzima (DNase)
associada a esse tratamento promove alteragdes na expressao génica.

Os FSs mais utilizados na aPDT s&o predominantemente das familias das
porfirinas*? e fenotiazinas*3. Atualmente, FSs de segunda geragao tém sido utilizados,
dentre eles as clorinas, que sao porfirinas hidrofilicas reduzidas, apresentando forte
banda de absorgédo na regido vermelha (625-740 nm) do espectro fotomagnético. O
Photodithazine ® (PDZ) é uma clorina €6, soluvel em agua, e tem sido utilizada com
sucesso na aPDT contra o cancer, devido ao seu alto rendimento quantico de
formagao de oxigénio singleto**. Em estudos preliminares foi avaliado a eficacia da
PDZ na fotoinativagédo de cepas (isolados clinicos) de C. albicans, Candida glabrata e
Candida tropicalis provenientes de pacientes com estomatite protética*>. Os
resultados demonstraram que a aPDT promoveu redugéao significativa na viabilidade
de culturas planctonicas de C. tropicalis e C. glabrata enquanto cinco cepas de C.
albicans foram completamente inativadas pelo tratamento. Quando foi avaliada a
eficacia da aPDT em biofilme, foi observado que esse tratamento promoveu redugao
na viabilidade celular equivalente a 0,9 log1o para C. albicanse 1,4 e 1,5 logio para C.
tropicalis e C. glabrata, respectivamente*>. A maior resisténcia observada no modelo

de biofilme pode ser atribuida ao efeito protetor da MEC que reduz a susceptibilidade
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dos microrganismos as terapias convencionais e essa menor susceptibilidade também
foi observada com a aplicacédo da aPDT.

Em um estudo in vivo foi avaliada a aPDT mediada pelo PDZ associada ao LED
na fotoinativacdo de C. albicans em modelo murino de candidose oral*6. Os animais
foram tratados com PDZ (nas concentragdes de 75, 100, 125 e 150 mg/L) durante 20
minutos e iluminados durante 14 min (LED 660 nm - 37,5 J/cm?), foi realizada uma
unica aplicacdo. Apds o tratamento, as células de C. albicans foram recuperadas do
dorso da lingua e e plaqueadas em placas de Petri com Agar Sabouraud Dextrose
(SDA). Os resultados demonstraram que a aPDT foi eficaz na redugao de C. albicans
(cepa suscetivel) quando foram utilizadas as concentragbes de PDZ de 100, 125 e
150 mg/L. A associagao de 100 mg/L de PDZ com LED promoveu redugéo de 4,36
log1o %6. Em outro estudo Alves et al.#” avaliaram a eficacia da aPDT (1 aplicagao),
mediada pelo PDZ associado ao LED, na inativacdo de C. albicans resistente a
fluconazol (isolado clinico e ATCC 96901) em um modelo de candidose oral induzida.
A aPDT promoveu redugao significativa de C. albicans resistente a fluconazol (~1,96
log1o0). Os resultados destes dois estudos demonstraram que a cepa de C. albicans
resistente ao fluconazol também é menos susceptivel a aPDT. Além disso, nestes dois
estudos*®4’ somente uma aplicacdo de aPDT foi realizada e, esse protocolo nio
possibilitou 0 acompanhamento da evolugdo macroscopica da lesao.

Carmello et al.*® desenvolveram um protocolo de indugédo de candidose que
possibilita a permanéncia da infegdo nos animais por um periodo de até 16 dias (a
infeccao esteve presente do dia 5 ao 16). Esse protocolo possibilita o tratamento e o
acompanhamento da evolugao da lesdo apds a aplicagcdo dos mesmos. Utilizando
esse protocolo, os animais foram contaminados com uma cepa padrao de C. albicans
suscetivel ao fluconazol (ATCC 90028) e, apdés o estabelecimento da infegdo, os
animais foram tratados durante 5 dias consecutivos com aPDT (100 mg/L de PDZ
associado LED) ou com antifungico tépico nistatina. Os resultados demonstraram que
a aPDT foi tao efetiva quanto a nistatina na inativagcao de C. albicans, reduzindo 3 e

3,2 logs,,, respectivamente, 24 horas apés o término de 5 dias de tratamento. Além

disso, foi observado que os animais tratados com aPDT apresentaram remissao
completa das lesdes orais, enquanto os animais tratados com nistatina apresentaram
remissdo parcial das lesbes em ambos os periodos de avaliagdo (24 hs e 7 dias)*.
Hidalgo et al.*® utilizando o mesmo modelo murino descrito acima, infectaram os

camundongos com uma cepa de C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901)
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e, apos o estabelecimento da infecgdo, tratou os animais com aPDT, nistatina (NIS)
ou com a combinagdo das terapias (NIS+aPDT e aPDT+NIS). Neste estudo, foi
demonstrado que os grupos de animais tratados com aPDT ou NIS isoladamente
apresentaram resultados estatisticamente semelhantes com reducao de 1,3 e 1,1
log1o, respectivamente®. Entretanto, os animais tratados com ambas as terapias néo
apresentaram melhora no aspecto macroscopico da lesdo presente na mucosa
lingual, apresentando semelhanga aos animais que n&o receberam tratamento.
Quando as terapias foram associadas, a redugédo no numero de colbnias foi mais
acentuada, equivalente a 2,6 e 2,1 logio para os grupos NIS+aPDT e aPDT+NIS,
respectivamente. Nestes animais foi observada remissdo da lesdo em
aproximadamente 90%, 24 horas apés o tratamento (em comparagao aos animais que
nao receberam tratamento). Os resultados obtidos neste estudo*® confirmaram que a
cepa de C. albicans resistente ao fluconazol € menos susceptivel a aPDT e sinalizam
que a associagao de tratamentos deve ser empregada para o tratamento de candidose
induzida utilizando cepas resistentes ao fluconazol. Em outro estudo, foi observada
reducdo na expressao dos genes EFG1 e SOD1 de C. albicans resistente ao
fluconazol apds cinco dias de tratamentos consecutivos com a combinacdo das
terapias (NIS+aPDT e aPDT+NIS)>°. Neste contexto, afim de otimizar os resultados
mesmo em infecgdes com C. albicans resistente ao fluconazol, o uso de uma terapia
que promova a desestruturacdo da MEC do biofilme configura-se uma alternativa
promissora, fazendo com que o fotossensibilizador atinja camadas mais profundas, e
0s microrganismos se tornem alvo da aPDT.

Em um estudo in vitro, Panariello et al.?° formaram biofiimes com cepa de C.
albicans susceptivel ao fluconazol (ATCC 90028), os quais foram tratados com DNase
por 5 min, e, em seguida, foi realizada a aplicagdo da aPDT mediada pelo PDZ e LED
(incubagao com 200 mg/L PDZ por 20 min e exposi¢do ao LED - 50 J/cm?) sobre os
biofilmes. Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com DNase permitiu a
penetragcao do PDZ em camadas mais profundas do biofilme. Através desse protocolo,
os autores demonstraram que o efeito da aPDT pode ser potencializado pelo uso da
DNase, visto que essa associagao terapéutica reduziu significativamente a viabilidade
celular e a quantidade de eDNA da matriz do biofilme. Os autores concluiram que a
DNase afetou a composicdo da matriz melhorando a penetracdo do

fotossensibilizador, e, consequentemente aumentou a eficacia da aPDT?.
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Durante o processo inflamatério agudo ocorre a liberagdo de componentes
moleculares denominados de anafilotoxinas (ativadas pelo fator de complemento), os
quais estimulam a liberagao de citocinas pro-inflamatdrias, tais como a interleucina-6
(IL-6), proteina quimioaderente de monécitos-1 (MCP-1), interferon- y (IFN-y) e fator
de necrose tumoral- a (TNF- a)®'-%3. TNF- a e IL-6 sdo duas citocinas pré-inflamatérias
que fazem parte de uma complexa rede de defesa que auxilia na protecido do
hospedeiro contra agentes inflamatorios, invasdo microbiana e na cicatrizagado de
lesdes®!. Além disso, a aPDT pode ter efeitos anti-inflamatérios, atuando modulando
a liberagao de mediadores que auxiliam no alivio da inflamacéo local e no processo
de cicatrizagao®°¢. Apos o tratamento com aPDT, alguns autores relatam um
aumento local e sistemico de IL6 e TNF-a apds tratamento com aPDT®>%"%8 QO
aumento na expressao dessas citocinas podem indicar um efeito benéfico, pois pode
ter ocorrido devido a morte celular, remocgéao das células fungicas ou pelo processo de
cicatrizacdo desencadeado pela resposta inflamatéria do hospedeiro®*-57.

Assim, explorar a expressao de citocinas inflamatérias em camundongos com
candidose oral induzida e submetidos ao tratamento pode produzir conhecimentos
cientificos valiosos para a compreensao de como as terapias modulam a resposta
imune, uma vez que a PDT apresenta propriedades anti-inflamatérias. Em estudo
prévio, animais inoculados com C. albicans susceptivel ao fluconazol e tratados com
a aPDT mediada pelo PDZ por cinco dias consecutivos apresentaram presenca de
infiltrado inflamatério leve nos tecidos recuperados. Além disso, os autores
observaram que a aPDT induziu uma expressdo aumentada de TNF-a*8. Quando
animais foram inoculados com C. albicans resistente ao fluconazol e tratados com
aPDT mediada por PDZ isoladamente ou em combinagédo com o antifungico tépico
nistatina, a analise histolégica demonstrou redugéo expressiva da reagao inflamatdria
tecidual*®.

Com base nos achados acima, o presente estudo avaliou se a aplicagao da
enzima DNase | potencializa a agao da aPDT melhorando a eficacia do tratamento da
candidose in vivo. Além disso, com objetivo de aumentar a relevancia do estudo e a
abrangéncia dos resultados, duas cepas diferentes, uma susceptivel (CaS) e outra
resistente ao fluconazol (CaR) foram utilizadas. Além da analise microbiolégica, foi
avaliada a marcacao de componentes da MEC do biofilme formado sobre o dorso da
lingua dos animais, expressdo génica de C. albicans e a producédo de citocinas

inflamatdrias apods o tratamento com a DNase | associada com a aPDT. Esses dados
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podem fornecer informacbes sobre a resposta terapéutica e auxiliar no

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.
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5 CONCLUSAO

Estudo |: Os resultados demonstraram que a DNase quando aplicada
previamente a aPDT promoveu resultados significativos para o tratamento de
candidose oral em camundongos.

Estudo II: O tratamento realizado promoveu redugéo de genes relacionados
com adesao ao substrato do hospedeiro, producdo de matriz extracelular e estresse
oxidativo.

Estudo lll: O tratamento apresentou efeito imunomodulador, aumentando a

producéo de citocinas essenciais para o processo de cicatrizagcado das lesdes.
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