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Ha sempre duas faces na mesma moeda
Cara: um herdéi.
Coroa: um tirano.
Algo mudou, bem sei;
A ambi¢ado mudou de traje,
A guerra, de veiculo,
O poder, de método.
O mundo girou muito

Mas o homem mudou pouco

Porém repetir uma historia
E nossa profissdo, e nossa forma de luta.
Assim, vamos contar de novo
De maneira bem clara
E eis nossa razéo:
Ainda n&o acreditamos que no final
O bem sempre triunfa.

Mas ja comegamos a crer, emocionados,
Que, no fim, o mal nem sempre vence.
O mais dificil da luta
E descobrir o lado em que lutar.

* Sofocles. Antigona. Tradugdo: Millor Fernandes. Madrid: La Insignia; 2005.



Pereira CAA. Efeito antibiofilme e citotoxicidade de Zingiber zerumbet associado a
terapia fotodindmica em biofilmes de Candida albicans [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

RESUMO

O objetivo desta tese foi avaliar a atividade antibiofiime e a biocompatibilidade da
Zerumbona (ZER) combinada com a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFD)
sobre biofiimes de C. albicans suscetiveis (CaS; ATCC 90028), resistentes ao
fluconazol (CaR; ATCC 96901; isolados clinicos resistentes HIV+ - R14 e
R70), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Para
isso, foram realizados quatro estudos: 1- foram determinadas a concentragao inibitoria
minima (CIM), a concentragdo fungicida minima (CFM) do ZER e a curva de
sobrevivéncia (CS) de CaS e CaR na presenga do ZER. Além disso, biofilmes de 48
h foram expostos ao ZER (128 e 256 ug/mL) por 5, 10 € 20 min (n=12). Como controle,
um grupo nao recebeu tratamento; 2- o ZER (256ug/mL), o Photodithazine® [PDZ
(P); 200 mg/L] e a luz LED [(L); 660nm; 50 J/cm?] foram utilizados no tratamento de
biofiilmes de isolados clinicos (CaS, CaR, R14 e R70), de forma isolada ou em
associagao, originando 8 grupos de tratamento (P+L+, P-L+, P+L-, P-L-, ZER+P-L-,
ZER+P+L+, ZER+P+L- e ZER+P-L+; n=12); 3- foram investigados o efeito antifungico,
a biocompatibilidade e a agao resposta inflamatoria do ZER combinado a TFD usando
um modelo de cocultura tridimensional (3D) infectado com CaS ou CaR). Para isso,
tecidos de queratindcitos orais (NOK-si) e fibroblastos gengivais humanos (FGH)
foram tratados com ZER (256 ou 512 pg/mL) e TFD [PDZ (200 mg/L) e luz LED (660
nm; 50 J/cm?; 44,5 mW/cm?)], individualmente ou em combinac¢&o. Os controles foram
Nistatina (250 pg/mL), meio de cultura (DMEM) e um controle de indug&o de morte
celular (Triton 0,9%). 4- Investigou o uso TFD com uma mistura de ZER e PDZ para
inativar biofilmes de bactérias (S. aureus e E. coli) e fungos (CaS e CaR). Biofiimes
foram cultivados por 48 horas e submetidos tratamentos com: 1-ZER (256 pg/mL); 2-
PDZ (200 ug/mL); 3-PDZ+LED; 4-ZER+PDZ+LED; 5- MIX (ZER+PDZ)+LED. O grupo
controle n&o recebeu tratamento. Os parédmetros de irradiagéo utilizados foram: LED
(660 nm, 50 J/cm?, 30 mW/cm? 20 min). A seguranga do tratamento foi avaliada
testando sua toxicidade em modelo 2D de células orais (FGH e Nok-si). Analises de
High-performance liquid chromarography (HPLC) e Espectrometria de Massas (ES) e
Espectro de Absorbancia (EA) foram realizadas para verificar se a mistura ZER+PDZ
nao sofreu alteracdes moleculares. Nos estudos 1 e 2, a eficacia dos tratamentos foi
avaliada através da populagdo microbiana (UFC/mL), quantificagdo das biomassas
(total e insoluvel) e dos componentes da matriz extracelular (polissacarideos soluveis
em agua (WSP), polissacarideos soluveis em alcali (ASP), proteinas e DNA
extracelular (eDNA). Os dados foram submetidos ao teste de variancia ANOVA [two-
way (estudo 1), three-way (estudo 2) e one-way (estudos 3 e 4)] e a de 5%. Portanto,
ZER foi eficaz contra biofilmes de CaR e CaS e perturbou a matriz extracelular. No
estudo 1, a CIM e o valor de MFC coincidiram para CaS (256 pg/mL) e CaR (128
pug/mL). ZER a 256 pg/mL reduziu a viabilidade celular em 38,51% para CaS e em
36,99% para CaR, também reduziu a biomassa total (57%), biomassa insoluvel (45%),
WSP (65%), proteinas (18%) e eDNA (78%) de CaS. Para CaR observou-se a redugéo
da biomassa insoluvel (13%), proteinas (18%), WSP (65%), ASP (10%) e eDNA
(23%). No estudo 2, a associacdo de ZER com TFD provocou reducédo dos
componentes do biofilme de todas as cepas avaliadas (CaS, CaR, R14 e R70). Em
meédia, houve a redugéo da viabilidade celular em 2,01 log1o (30%), da biomassa total
(30%) e insoluvel (33%) das proteinas totais (15%), além dos componentes da MEC:



proteinas insoluveis (24%), WSP (68%), ASP (26%) e eDNA (60%). No estudo 3, em
modelo de cocultura ndo infectado, o tratamento de ZER (256 pg/mL) + TFD exibiu
baixa citotoxicidade por alamarBlue™, com redugéo da viabilidade celular abaixo de
18%. No modelo 3D infectado, ZER (256 ug/mL) + aPDT resultou em um dano celular
de 7,41% para CaS e 9,43% para o CaR, medido pela liberacdo de Lactato
Desidrogenase (LDH). As redug¢des nas colonias viaveis do biofilme foram de 2,36
logio para CaS e 2,15 logio para CaR. Imagens por Microscopia Confocal de
Varredura a Laser (CLSM) apoiaram esses achados, indicando que ZER + aPDT inibiu
a penetracdo da infecgdo. Além disso, ZER combinado com TFD reduziu as respostas
pré-inflamatérias (IL-6 e IL-8) induzidas pela infecgdo por C. albicans. No estudo 4,
tanto o grupo ZER+PDZ+LED quanto o grupo MIX (ZER+PDZ)+LED mostraram a
maior redugdo estatisticamente significativa em UFC/mL comparado ao controle
(p=0,011) em todas as cepas avaliadas, sem diferenga significativa entre eles
(p=0,218). A redugao observada foi de 2,74, 2,89, 2,45 e 2,07 log1o para S. aureus, E.
coli, CaS e CaR, respectivamente. A reducéo da viabilidade celular em NOK-si e FGH
nao excedeu 17%. Analises de EA, HPLC e ES confirmaram que as caracteristicas do
PDZ permaneceram inalteradas ao ser misturado com ZER. O tratamento com
ZER+TFD aumentou a eficacia do tratamento fotodinamico contra CaS e CaR
representando uma abordagem antifungica promissora. Em modelos de cocultura 3D,
o tratamento com ZER foi considerado n&o citotéxico. Analises de AS, HPLC e MS
confirmaram que as caracteristicas do PDZ permaneceram inalteradas ao ser
misturado com ZER, reduzindo o tempo de aplicagdo e potencializando o efeito do
tratamento fotodindmico antimicrobiano independentemente das caracteristicas da
cepa (fungica ou bacteriana). Portanto, a sua seguranca e eficacia de ZER em
combinacdo com TFD foi observada contra biofilmes de C. albicans, S. aureus e E.
coli, sendo uma alternativa promissora para controle e inativagao de biofilmes.

Palavras chave: Biofilmes. Candida albicans. Escherichia coli. Fotoquimioterapia.
Sesquiterpenos monociclicos. Staphylococcus aureus.



Pereira CAA. Antibiofilm effect and cytotoxicity of Zingiber zerumbet associated with
photodynamic therapy in Candida albicans biofilms [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the antibiofilm activity and biocompatibility of
Zerumbone (ZER) combined with Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) on
biofilms of susceptible C. albicans (CaS; ATCC 90028), fluconazole-resistant C.
albicans (CaR; ATCC 96901; resistant clinical isolates HIV+ - R14 and
R70), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), and Escherichia coli (ATCC 25922). For
this purpose, four studies were conducted: 1- the minimum inhibitory concentration
(MIC), the minimum fungicidal concentration (MFC) of ZER, and the survival curve
(SC) of CaS and CaR in the presence of ZER were determined. In addition, 48-hour
biofilms were exposed to ZER (128 and 256 pg/mL) for 5, 10, and 20 min (n=12). As a
control, one group received no treatment; 2- ZER (256 yg/mL), Photodithazine® [PDZ
(P); 200 mg/L] and LED light [(L); 660 nm; 50 J/cm?] were used in the treatment of
biofilms of clinical isolates (CaS, CaR, R14, and R70), either alone or in association,
resulting in 8 treatment groups (P+L+, P-L+, P+L-, P-L-, ZER+P-L-, ZER+P+L+,
ZER+P+L- and ZER+P-L+; n=12); 3- the antifungal effect, biocompatibility, and
inflammatory response action of ZER combined with aPDT were investigated using a
three-dimensional (3D) co-culture model infected with CaS or CaR. For this, oral
keratinocyte tissues (NOK-si) and human gingival fibroblasts (HGF) were treated with
ZER (256 or 512 pyg/mL) and aPDT [PDZ (200 mg/L) and LED light (660 nm; 50 J/cm?;
44.5 mW/cm?)], individually or in combination. The controls were Nystatin (250 ug/mL),
culture medium (DMEM), and a cell death induction control (0.9% Triton). 4- the use of
aPDT with a mixture of ZER and PDZ was investigated to inactivate biofilms of bacteria
(S. aureus and E. coli) and fungi (CaS and CaR). Biofilms were cultured for 48 hours
and subjected to treatments with: 1-ZER (256 pg/mL); 2-PDZ (200 pg/mL); 3-
PDZ+LED; 4-ZER+PDZ+LED; 5- MIX (ZER+PDZ)+LED. The control group received
no treatment. The irradiation parameters used were: LED (660 nm, 50 J/cm? 30
mW/cm?, 20 min). The safety of the treatment was evaluated by testing its toxicity in a
2D oral cell model (HGF and Nok-si). Analyses of High-performance liquid
chromatography (HPLC) and Mass Spectrometry (MS) and Absorbance Spectrum
(AS) were performed to verify if the ZER+PDZ mixture did not undergo molecular
alterations. In studies 1 and 2, the efficacy of the treatments was evaluated through
the microbial population (CFU/mL), quantification of biomass (total and insoluble) and
the components of the extracellular matrix (water-soluble polysaccharides (WSP),
alkali-soluble polysaccharides (ASP), proteins, and extracellular DNA (eDNA)). The
data were submitted to the ANOVA variance test [two-way (study 1), three-way (study
2) and one-way (studies 3 and 4)] with a of 5%. Therefore, ZER was effective against
CaR and CaS biofilms and disrupted the extracellular matrix. In study 1, the MIC and
MFC values coincided for CaS (256 pg/mL) and CaR (128 pg/mL). ZER at 256 pg/mL
reduced cell viability by 38.51% for CaS and 36.99% for CaR, also reducing total
biomass (57%), insoluble biomass (45%), WSP (65%), proteins (18%) and eDNA
(78%) of CaS. For CaR, a reduction in insoluble biomass (13%), proteins (18%), WSP
(65%), ASP (10%) and eDNA (23%) was observed. In study 2, the association of ZER
with aPDT caused a reduction in the biofilm components of all evaluated strains (CaS,
CaR, R14, and R70). On average, there was a reduction in cell viability of 2.01 logo
(30%), total (30%) and insoluble (33%) biomass, total proteins (15%), as well as MEC
components: insoluble proteins (24%), WSP (68%), ASP (26%) and eDNA (60%). In



study 3, in an uninfected co-culture model, ZER (256 pg/mL) + aPDT treatment
exhibited low cytotoxicity by alamarBlue™, with a reduction in cell viability below 18%.
In the infected 3D model, ZER (256 ug/mL) + aPDT resulted in cell damage of 7.41%
for CaS and 9.43% for CaR, measured by Lactate Dehydrogenase (LDH) release. The
reductions in viable biofilm colonies were 2.36 log,, for CaS and 2.15 log,, for CaR.
Images from a Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) supported these findings,
indicating that ZER + aPDT inhibited the penetration of the infection. In addition, ZER
combined with aPDT reduced the pro-inflammatory responses (IL-6 and IL-8) induced
by C. albicansinfection. In study 4, both the ZER+PDZ+LED group and the MIX
(ZER+PDZ)+LED group showed the most statistically significant reduction in CFU/mL
compared to the control (p<0.011) in all strains evaluated, with no significant difference
between them (p=0.218). The observed reduction was 2.74, 2.89, 2.45, and 2.07 logo
for S. aureus, E. coli, CaS, and CaR, respectively. The reduction in cell viability in
NOK-si and HGF did not exceed 17%. AS, HPLC, and MS analyses confirmed that the
characteristics of PDZ remained unchanged when mixed with ZER. Treatment with
ZER+aPDT increased the efficacy of photodynamic treatment against CaS and CaR,
representing a promising antifungal approach. In 3D co-culture models, ZER treatment
was considered non-cytotoxic. AS, HPLC, and MS analyses confirmed that the
characteristics of PDZ remained unchanged when mixed with ZER, reducing
application time and enhancing the effect of antimicrobial photodynamic treatment
regardless of the characteristics of the strain (fungal or bacterial). Therefore, the safety
and efficacy of ZER in combination with aPDT were observed against biofilms of C.
albicans, S. aureus, and E. coli, making it a promising alternative for biofilm control and
inactivation.

Keywords: Biofilms. Candida albicans. Escherichia coli. Photochemotherapy.
Monocyclic Sesquiterpenes. Staphylococcus aureus.



Lista de abreviaturas e siglas

a Nivel de significancia

% Porcentagem

°C Graus Celsius
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1 INTRODUGAO

Dentre as espécies fungicas com agao patogénica presentes na cavidade oral,
Candida albicans é a mais prevalente, provocando infec¢gdes nosocomiais em todo o
mundo, podendo levar a morte'2. Essas infecgdes podem ser leves (pele e mucosa)
ou infecgdes invasivas graves (sistémica), principalmente em individuos
imunologicamente comprometidos®#. As manifestagdes clinicas orais associadas a
infecgao de C. albicans consistem na presenca de lesbes mucocutaneas superficiais
(Candidose Orofaringea -OPC). O uso de préteses favorece as infecgdes orais por
ocasionar microtraumas continuos e aumento do tempo de contato com
microrganismos. Tanto préteses totais quanto parciais tém substratos em que
microrganismos possuem a capacidade de adesdo, especialmente espécies
de Candida®.

Candida albicans é classificada como uma levedura polimdrfica do tipo diploide
que esta naturalmente presente nas superficies da pele e da mucosa, pertencendo a
microbiota humana normal®. Entretanto, por ser um microrganismo comensal
oportunista, tem um consideravel potencial patogénico e pode causar infecgbes em
condicbes adversas, como imunidade comprometida, presenca de uma doenca
sistémica, pacientes com dispositivos implantados ou que estdo fazendo o uso de
antibidticos de amplo espectro’8.

As infecgbes causadas por C. albicans estao associadas a sua capacidade de
formar biofilmes complexos que se aderem em superficies bidticas, como pele e
mucosa, e superficies abioticas como proteses, implantes e cateteres?. O biofilme é
definido como uma microestrutura de células aderidas a uma superficie e
incorporadas por uma matriz extracelular polimérica (MEC) auto secretada'?. A
formacgao de biofilmes de C. albicans acontece por meio da transigdo morfolégica de
leveduras para hifas e pseudohifas, com remodelacdo do comportamento fenotipico e
mudangas na expressdo génica®. O biofilme de C. albicanstem sua formagéo
realizada em quatro estagios, que se inicia com a adesdo de leveduras de C.
albicans a uma superficie (estagio 1), em seguida ocorre a formagdo de uma
comunidade microbiana composta por diversas coldnias e a secreg¢ao de substancias
poliméricas extracelulares para produgdo da MEC (estagio 2). Apdés a completa
formagao da MEC (estagio 3), o biofilme é considerado maduro e ocorre a dispersao
de células do biofilme (estagio 4) para colonizar novas superficies’?°.
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A resisténcia antifungica é definida como a persisténcia ou a progressao de
uma infecgdo apos aplicagdo do tratamento antimicrobiano'®'. A transigéo
morfolégica de C. albicans € um fator determinante para o aumento de sua viruléncia
e patogenicidade’?, uma vez que essa transformagéo ajuda os fungos a evadir-se da
fagocitose induzida por macréfagos, propiciando grande potencial para a penetragao
e invasdo de tecidos do hospedeiro, causando danos mais severos a saude'. Apds
estabelecidos, os biofilmes de C. albicans sdo altamente tolerantes a terapia
antifungica convencional e servem como um reservatério para a reincidéncia de
infecgdes por meio de células que se dispersam para colonizar novos substratos,
possuindo um relevante impacto clinico através de uma correlacdo positiva entre a
formagdo do biofilme, aumento da viruléncia e maior taxa de mortalidade do
paciente™9.

Outro fator determinante para a resisténcia do biofilme as terapias antifungicas
convencionais € a presenga da MEC do biofime, formada por polimeros
extracelulares, carboidratos, lipidios e DNA extracelular (eDNA), envolvidos na
manutengdo da estrutura do biofiime'. Estruturalmente, a MEC do biofilme de C.
albicans possui um complexo denominado manano-glucano (MGCx) composto por
trés polissacarideos (a-1,6-manano e B-1,6- e B-1,3-glucanos)’®. Esses
polissacarideos se reunem extracelularmente para formar um complexo capaz de
impedir a agao antifingica dos medicamentos por meio do sequestro de drogas’®. Os
a-1,6-manano sao os polissacarideos mais presentes na MEC e estdo frequentemente
ligados aos [-1,3-glucanos, que sao os polissacarideos que contribuem
significativamente para a resisténcia do biofilme as drogas antifungicas, impedindo o
seu contato com as células-alvo'”-'8. As células de C. albicans no biofilme liberam
mais B-1,3-glucanos na MEC do que as células plancténicas, sendo um fator
importante para o aumento da resisténcia as terapias convencionais em biofilmes™®.
Além dos polissacarideos, o eDNA desempenha funcédo essencial na adesdo do
biofilme ao substrato”-'®. O eDNA também induz a transi¢gdo morfologica das células
fungicas de levedura para hifas durante o desenvolvimento do biofilme?° e proporciona
protegdo extra contra a agdo de antifingicos?%?!, aumentando a severidade das
infecgdes fungicas?.

O biofilme maduro possui a sua biomassa aumentada com células de levedura,
hifas, pseudo-hifas e a presenca da MEC completamente formada, representando
uma grande proporgéo do biofilme'. As hifas presentes nos biofilmes de C. albicans
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sdo responsaveis pela integridade estrutural e fornecem suporte necessario para a
fixagcado de mais células de levedura, pseudo-hifas e outras hifas, assim como bactérias
em biofilmes multiespécies'?3. C. albicans frequentemente atua como um arcabouco,
facilitando a adesdo e o crescimento de bactérias como Escherichia
coli e Staphylococcus aureus'. Essas interagdes podem ser sinérgicas, aumentando
tanto a resisténcia antimicrobiana quanto a viruléncia do biofilme?*. Dessa forma, a
resisténcia e a tolerancia dos biofilmes as drogas convencionais sdo de origem
multifatorial, sendo atribuida a presenga da MEC, regulagcdo das bombas de efluxo de
drogas e presenca de células persistentes?.

Os principais antifungicos convencionais utilizados para tratamento e controle
de infecgdes de C. albicans séo de trés classes: polienos, azdis e equinocandinas?®.
A nistatina € um polieno de uso topico de grande prescrigdo no mundo, sendo o
farmaco de primeira escolha para tratamento da OPC527-28 entretanto o fator diluente
da saliva e movimentos estomatognaticos podem comprometer a sua agéao, levando-
a a doses subterapeuticas e n&o eliminando em sua totalidade as espécies de C.
albicans®’. A anfotericina B é outro polieno, administrado sistemicamente, e tem efeito
fungicida a partir da sua aglomeragdo extra membranosa e formagdo de poros,
exercendo efeitos fungicidas ao extrair ergosterol de bicamadas lipidicas, possuindo
eficacia de amplo espectro?®3°. A principal desvantagem da anfotericina B é a sua
toxicidade, especialmente nos rins, podendo causar efeitos adversos e
descontinuacao do tratamento, o que pode levar a uma resisténcia adquirida devido a
exposi¢do de microrganismos ao antifingico em doses subterapeuticas®.

Os antifungicos azolicos, como o fluconazol e o itraconazol, s&o caracterizados
por uma boa biodisponibilidade oral e o seu efeito fungicida se da a partir da destruicao
da membrana celular do fungo, entretanto possuem eficacia inconstante, a depender
da espécie fungica, e o seu uso prolongado pode ocasionar resisténcia?®3'. Os azois
podem causar efeitos hepatotdxicos e também inibir as enzimas CYP450 humanas,
podendo desencadear diversas interacdes medicamentosas?’. As equinocandinas
sdo idénticas no seu espectro de eficacia e inibem a biossintese da parede celular,
bloqueando a sintese de B-1,3-glucanos®. As equinocandinas s&o geralmente bem
toleradas e tém menor potencial de interagdo com outros medicamentos. Os biofilmes
de C. albicans em préteses dentarias parecem representar um nicho uUnico de
infeccdo, pois apresentam resisténcia as equinocandinas ao contrario de cateteres,

por exemplo®3. De modo geral, C. albicans tem se mostrado cada vez menos

19



susceptivel aos antifungicos convencionais, com caracteristicas de resisténcia
intrinseca (primaria) e/ou adquirida (secundaria)34.

Diante da resisténcia dos biofimes de C. albicans aos antifungicos
convencionais®’, novas alternativas tém sido avaliadas, e a terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFD) tem sido sugerida para controle e inativagdo de biofilmes®6. A
TFD consiste na excitagdo de um agente fotossensibilizante (FS) por uma fonte de
luz, em sua banda de absor¢ao, na presenca de oxigénio, formando espécies reativas
de oxigénio (ROS) que provocam a inativagdo celular por meio da transferéncia de
elétrons ou hidrogénio (reac¢ao do tipo ) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio
(reagdo do tipo 11)¥”. As ROS apresentam instabilidade reativa ndo especifica com
moléculas organicas e podem causar diversos danos irreversiveis nas células-alvo,
como promover a lise da membrana e a inativagédo de proteinas®®. Portanto, qualquer
macromolécula celular pode ser considerada como alvo para a TFD e, como o FS é
aplicado externamente a célula, a membrana celular é considerada o alvo inicial®®-".
Além disso, as células fungicas, devido a alta exposi¢cdo ao oxigénio singleto em um
tempo relativamente curto, ndo conseguem desenvolver resisténcia a TFD3.

Os FS séao definidos como substancias com a capacidade de absorver luz a
partir de um comprimento de onda especifico, desencadeando reacgdes fotoquimicas
e fotofisicas*?. Assim como outras moléculas com propriedades antifungicas utilizadas
como drogas, algumas caracteristicas e condi¢gbes sdo fundamentais para a escolha
do FS para mediar a TFD, como alto grau de pureza quimica, alta absor¢géo na faixa
visivel, boa penetrabilidade para gerar ROS em camadas mais profundas, estabilidade
a temperatura ambiente, efeito fotossensivel apenas na presenca de um determinado
comprimento de onda, alta fotoestabilidade e baixa toxicidade, permanecendo ativo
apos a exposicao da fonte de luz sem causar danos a células e tecidos adjacentes a
regido alvo*04",

As porfirinas e as fenotiazinas sdo os FSs predominantemente utilizados na
TFD%. Uma segunda geragéo de FSs tém sido utilizadas na TFD, como as clorinas,
que sao porfirinas com caracteristicas hidrofilicas reduzidas, possuindo forte banda
de absorgdo na regido vermelha (625-740 nm) do espectro fotomagnético*'. O
Photodithazine® (PDZ) € um FS da familia das clorinas, formado a partir da redug&o
de um anel de porfirina pirrol, sendo uma clorina e6 de segunda geragao, obtido a
partir da cianobactéria Spirulina platensis. O PDZ é soluvel em agua, apresenta
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atividade antimicrobiana na faixa de 630-660 nm do espectro de luz visivel e alto
rendimento quantico de formagéo de ROS*?.

Anteriormente, foi relatado que a aplicacdo da TFD mediada pelo PDZ
promoveu reducdo significativa na viabilidade de culturas planctdnicas de Candida
tropicalis e Candida glabrata enquanto cinco cepas de C. albicans foram
completamente inativadas apds a TFD*3. No mesmo estudo, em modelo de biofiimes
de isolados clinicos de C. albicans, quando tratados com 125 mg/L de PDZ e
irradiados com luz LED (37,5 J/ cm?), foi constatada uma redugéo de 0,9 Log1o para
biofiimes de C. albicans e 1,4 e 1,5 log1o (UFC/mL) para C. tropicalis e C. glabrata,
respectivamente, sendo essa reducdo menor quando comparada a apresentada em
espécies planctonicas*®. Ao utilizar o PDZ na concentragédo de 100 mg/L associado a
luz LED (37,5 J/cm?), foi observada a redugdo de 1,01 Logio em C. albicans
susceptivel a fluconazol e de 0,81 logi para C. albicans resistente a fluconazol*4.
Quando o PDZ foi aplicado a 150 mg/L e associado a uma dose de luz de 37,5 J/cm?,
a reducao na viabilidade celular de C. albicans susceptivel a fluconazol foi de 1,2
log10*®. Em outro estudo, foi relatado que o PDZ a 200 mg/L associado a uma dose de
luz de 50 J/cm? provocou uma redugdo de 1,32 log na viabilidade celular de C.
albicans susceptivel a fluconazol*6. Em modelo murino de candidose que avaliou a
eficacia da TFD, mediada pelo PDZ, na inativacdo de cepas de referéncia e de
isolados clinicos de C. albicans susceptivel a fluconazol foi observado que a TFD
provocou a redugao de 1,15 log1o para biofilmes de isolados clinicos e 1,96 log1o, para
biofilmes de cepas de referéncia*’. Hidalgo et al.*®, em modelo murino de candidose,
utilizaram uma cepa de C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901) para o
estabelecimento da infec¢do, realizando o tratamento com TFD e/ou nistatina. Os
animais tratados com TFD ou nistatina isoladamente apresentaram redugao da
viabilidade celular estatisticamente semelhantes, com reduc&o de 1,3 e 1,1 logo,
respectivamente. Quando as terapias foram associadas, a reducédo da viabilidade
celular foi de 2,6 e 2,1 log1o para nistatina+TFD e TFD+nistatina, respectivamente?®.
Entretanto, a penetracdo do fotossensibilizador em biofilmes € dificultada pela
presenca da MEC, o que impede um maior efeito antimicrobiano da TFD?*. Isso
acontece devido ao fato do oxigénio singleto e dos radicais hidroxila possuirem meia-
vida bastante curta, onde apenas as moléculas e estruturas mais préximas a area de

aplicagédo do FS ou de exposicdo a luz sdo efetivamente alcangadas?®.
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Outra limitagdo dos tratamentos fotodinamicos esta relacionada as diferengas
na composicdo da parede celular entre diferentes microrganismos em biofilmes
polimicrobianos, uma vez que bactérias Gram-positivas, por exemplo, sdo mais
suscetiveis @ TFD do que bactérias Gram-negativas*®. A caracteristica da parede
celular, portanto, pode fazer com que o fotossensibilizador seja sequestrado pelos
polissacarideos da MEC, o que impede a sua penetracdo em camadas mais profundas
do biofilme®°. Nesse sentido, alguns compostos como Dextranase, DNase e peréxido
de hidrogénio (H202) foram testados como agentes desestruturadores da MEC de
biofimes de C. albicans, com a finalidade de facilitar a posterior aplicacdo de
abordagens antifingicas, como a TFD*6:5152,

Na busca por novos compostos que atuem como agente desestruturador da
MEC e que ainda possam contribuir para a inducdo de formacdo de ROS, o
Zerumbone (ZER) foi considerado uma alternativa promissora por possuir essas
caracteristicas relatadas em estudos anteriores®3-®. O ZER (2,6,9,9-tetrametil-
(2E,6E,10E)-cycloundeca-2,6,10-trien-1-ona) é um composto sesquiterpeno
monociclico (C1sH220) altamente volatil encontrado em grandes quantidades no
rizoma do gengibre comestivel selvagem da espécie Zingiber zerumbet (L.)%. O
principal composto bioativo encontrado no extrato etandlico e/ou 6leo essencial de Z.
zerumbet é o ZER%'. O ZER foi isolado pela primeira vez do 6leo volatil essencial de
rizomas de Z. zerumbet em 1956°8, enquanto sua estrutura quimica foi determinada
em 1960 e mais tarde caracterizada por ressonancia magnética e raio-X*°. O ZER
possui trés ligagbes duplas, duas conjugadas e uma isolada, bem como grupo
carbonila conjugado duplo na estrutura do anel de 11 membranas®®. Foi relatado que
a aplicacao de ZER pode estar relacionada com a redug¢ao no conteudo de ergosterol
em C. albicans, que é o principal componente de esterol que atua na fluidez e
integridade de filamentos fungicos, sendo também responsavel pelo bom
funcionamento celular, mantendo o fluxo e a bioatividade de muitas outras enzimas
regulatérias ligadas a membrana®. O ZER possui agdo na indugdo e controle de
formagao de ROS, produzidas por diversas vias metabdlicas (mitocondrias, 6xido
nitrico sintase, NADPH, oxidase, xantina oxidase, ciclooxigenase e enzimas)®*. Em
modelo de células tumorais, foi observado que o aumento da concentracdo de ROS
intracelular provocou maior expressao de proteinas antioxidantes com finalidade de
desintoxicagao, sugerindo que o aumento nos niveis de ROS pode desestabilizar a
fungao celular por meio de estresse oxidativo®’. Também foi observado que apds o
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tratamento com ZER, houve aumento no nivel de ROS, ocasionando uma diminuigao
do potencial da membrana mitocondrial e consequente indugdo de apoptose
celularb263,

A nivel celular, ROS atuam como sinalizadores moleculares que regulam
diversos processos fisiologicos, entretanto podem provocar uma série de respostas
inflamatorias em niveis elevados®. A produgédo de citocinas pro-inflamatérias é
induzida pelo estresse oxidativo causado por ROS em niveis toxicos, uma vez que
ativam a via de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK)®. Dessa
forma, € necessario avaliar a biocompatibilidade da terapia de combinacgao entre ZER
e TFD para verificar se ROS gerados nessa terapia de combinagdo também podem
afetar as células de mamiferos®+©.

Em modelo de avaliacdo de citotoxicidade em monocamada, o ZER na
concentragcdo de 100 ug/mL n&o foi considerado citotoxico em células de mamiferos
Vero®, células fibroblasticas NIH/3T3% e em células hepaticas®®. Para TFD, também
em modelo de monocamada, utilizando fontes de luz de faixa visivel (48 mW/cm?) e
na faixa invisivel (152 mW cm?) com irradiagdo total de 200 mW/cm?, ndo foi
observada atividade citotdxica em exposi¢des a células de queratinécitos por 5, 10 ou
20 min’®.

Apesar dos modelos de cultura celular em monocamada ainda serem bastante
utilizados para avaliar a citotoxicidade de compostos e novas estratégias terapéuticas,
eles possuem como desvantagem o fato de nao reproduzir fielmente o dinamismo e a
complexidade dos tecidos in vivo, podendo induzir a resultados inconsistentes, pois €
um modelo em que as células s&o condicionadas em uma superficie rigida, plana e
artificial”’. Outra desvantagem ¢ a falta de diversidade nos tipos de células na cultura,
uma vez que um maior numero de linhagens celulares pode reproduzir com mais
fidelidade as caracteristicas dos tecidos, produzindo resultados mais confiaveis
em ensaios in vitro’. Desta forma, modelos de tecidos orais 3D tém sido utilizados
para avaliar a citotoxicidade de diversos compostos em tecidos, assegurando a
confiabilidade dos resultados’"73. Nao ha, até o presente momento, relatos de estudos
que avaliaram a citotoxicidade do ZER em modelo de cocultura 3D com células de
linhagem humana ou a citotoxicidade da associagédo de ZER com a TFD.

O ZER possui eficacia comprovada na inativagdo de microrganismos presentes
na cavidade bucal®”7* e também induz a formacédo de ROS®%*, componente necessario

para a TFD realizar a sua atividade antimicrobiana®’. Diante do exposto, o objetivo
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deste estudo foi avaliar: 1- a concentragdo inibitéria minima (CIM), concentragcéo
fungicida minima (CFM), curva de sobrevivéncia (CS), eficacia antimicrobiana e
atuagao na MEC do ZER sobre biofilmes de C. albicans susceptiveis e resistentes; 2-
o efeito do ZER combinado com a TFD sobre a viabilidade celular e os componentes
da MEC de biofilmes de C. albicans de cepas de referéncia e de dois isolados clinicos
resistentes; 3- o efeito citotoxico da associacdo entre ZER e a TFD sobre células
humanas em um modelo de cocultura tridimensional (3D) n&o infectado e infectado
por C. albicans; 4- o potencial da TFD mediada por uma mistura de ZER com PDZ
(para otimizagdo do tempo de aplicag&o) na inativagao de biofiimes de C. albicans, S.

aureus e E. coll.
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5 CONCLUSAO

Estudo 1: A exposigéo de biofilmes maduros de C. albicans ao ZER 256 ug/mL
reduziu a viabilidade celular, biomassa, proteinas insoluveis e componentes da MEC
(WSP, ASP e eDNA).

Estudo 2: O tratamento de biofilmes de C. albicans com ZER 256 pg/mL
associado a TFD reduziu significativamente a viabilidade celular, a biomassa,
proteinas, e os componentes da MEC (WSP, ASP e eDNA). Dessa forma, o ZER pode
ser utilizado de forma sinérgica com a TFD com objetivo de aumentar a penetragcéo
do agente fotossensibilizante e da fonte de luz, potencializando o efeito antimicrobiano
do tratamento fotodinamico.

Estudo 3: O tratamento com ZER 256 pg/mL associado a TFD em modelo de
cocultura 3D infectados com C. albicans foi considerado biocompativel. Além disso,
também impediu uma maior penetragcado da infeccdo em camadas mais profundas do

tecido, reduzindo as respostas inflamatorias (IL-6 e IL-8).

Estudo 4: A mistura de ZER 256 pg/mL com PDZ mediando o tratamento
fotodindmico foi eficaz contra biofilmes de E. coli, S. aureus, C. albicans suscetivel e
C. albicans resistente ao fluconazol. Essa mistura apresentou os mesmos efeitos
positivos de quando as substancias foram aplicadas separadamente, e o tempo de
aplicacao foi otimizado.
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