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Dias LM. Potencial da terapia fotodinamica antimicrobiana no desenvolvimento de
resisténcia em Candida albicans. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2020.

RESUMO

O fungo Candida albicans, em situacfes de desequilibrio imunologico no hospedeiro,
pode se tornar um patégeno oportunista e provocar infeccbes. Tendo em vista a
resisténcia que os microrganismos desenvolveram a farmacos convencionais, a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT) vem apresentando resultados
promissores como uma terapia alternativa. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial que aPDT possuiu em desenvolver resisténcia, tolerancia ou
susceptibilidade em C. albicans em associa¢édo com o Photodithazine© (PDZ- 25 pg/L;
660 nm; 18 J/cm?) e Curcumina (CUR- 40 pg/L; 455 nm; 18 J/cm?) plagueados em
meio sem e com suplementacéo de Fluconazol (8 pg/L). C. albicans (ATCC 90028) em
culturas plancténicas e biofilme foram submetidas a aplicacdes sucessivas de aPDT
(10 aplicacbes), como também, a ciclos de recuperagao e re-cultivo das coldnias que
sobreviveram ao tratamento até o0 momento que ndo houvesse mais células viaveis
para a recuperacdo e continuacao das aplicagbes. O plaqueamento foi realizado em
placas de Agar Sabourand Dextrose suplementadas ou ndo com Fluconazol, e os

valores das unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL) foram
determinados. O teste de producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) foi
realizado nos primeiros e ultimos ciclos de aPDT. O perfil biomolecular das células
sobrevivetes as aplicacfes 1, 4 e 7 de aPDT mediada por PDZ foi investigado através
do teste de RT-gPCR. Foi observado no grupo tratamento de aPDT (P+L+) mediada
por PDZ reducdo de aproximadamente 6,8 logio em culturas planctonicas e
aproximadamente 6,2 logio em biofilme de C. albicans, em ambas metodologias
utilizadas. No grupo tratamento de aPDT (C+L+) em associacdo com a CUR, foi
observado um aumento da viabilidade em aproximadamente 1 logio nos biofilmes de
C. abicans. No grupo controle do experimento (P-L-), na metodologia de aplica¢des
sucessivas, nao foi observado diferenca estatistica entre as aplicagdes (p>0,05). Os
resultados demonstraram menor viabilidade de culturas planctdnicas e biofilmes de C.
albicans cultivadas em placas com fluconazol, quando comparada as placas sem o
antifangico. As Ultimas sucessivas aplicacfes de aPDT mediada por PDZ produziram
mais ERO, quando comparadas com a primeira aplicacdo. A aPDT superespressou o
gene SOD1 e promoveu reducdo de expressédo do gene CAP1 e ERG11. O tipo de
cultura influencia na susceptibilidade a aPDT, pois foram necessarias quantidades
distintas de aplica¢fes para sua inativacdo. A aPDT foi potencializada pelo antifingico
fluconazol, independete do modelo e fotossensibilizador testado. C. albicans (ATCC
90028) em cultura planctonica e biofilme é susceptivel a repetidas aplicacdes de aPDT
mediada por PDZ, no entanto, quando mediada por CUR, os biofilmes apresentaram
aumento de viabilidade ap6és os ciclos.

Palavras — chave: Fotoguimioterapia. Antifungico. Candida albicans.



Dias LM. Potential of a antimicrobial photodynamic therapy in the development of
resistance in Candida albicans. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2020.

ABSTRACT

The fungus Candida albicans, in situations of immune imbalance in the host, can
become an opportunistic pathogen and cause infections. Because of the resistance
that microorganisms have developed to conventional drugs, Antimicrobial
Photodynamic Therapy (aPDT) has shown promising results as an alternative therapy.
The main goal of this study was to evaluate the potential of aPDT to develop resistance
in C. albicans in association with Photodithazine (PDZ-25 pg/L; 660 nm; 18 J/cm?) and
Curcumin (CUR-40 ug/L; 455 nm; 18 J/cm?) grown with and without Fluconazole (8
pg/L). C. albicans (ATCC 90028), in planktonic and biofilm cultures, were submitted to
successive applications of aPDT (10 applications), as well as cycles of recovery and
re-cultivation of colonies that survived treatment until no longer viable cells were
present for application recovery and continuation. Plating was performed on
Sabourand Dextrose Agar plates supplemented or not with Fluconazole, and values
of colony forming units per milliliter (CFU/mL) were determined. The reactive oxygen
species (ROS) production test was performed in the first and last cycles of aPDT. The
biomolecular profile of surviving cells as applications 1, 4 and 7 of PDZ-mediated aPDT
was investigated using the RT-gPCR test. PDZ-mediated treatment of aPDT (P+L+)
was observed to reduce approximately 6.8 logio in planktonic cultures and
approximately 6.2 logio in C. albicans biofilm in both methodologies used. In the aPDT
(C+L+) treatment group in combination with the CUR, viability was increased by
approximately 1 logio in C. abicans biofilms. In the control group of the experiment (P-
L-), in the successive applications methodology, no statistical difference was observed
between the applications (p> 0.05). The results showed lower viability of C. albicans
planktonic cultures and biofilms grown on fluconazole plates when compared to plates
without antifungal. The latest successive applications of aPDT produced more ROS
compared to the first application. aPDT overexpressed the SOD1 gene and reduced
expression of the CAP1 and ERG11 gene. The type of culture influences susceptibility
to aPDT, since different amounts of applications were necessary for its inactivation.
The type of culture influences susceptibility to aPDT, since different amounts of
applications were necessary for its inactivation. The aPDT was potentiated by the
fluconazole antifungal, independent of the model and photosensitizer tested. C.
albicans (ATCC 90028) in planktonic culture and biofilm is susceptible to repeated
applications of PDZ-mediated aPDT, however, when CUR-mediated, biofilms showed
increased viability after cycles.

Keywords: Photochemotherapy. Antifungal agents. Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida sédo consideradas microrganismos comensais,
presente na microbiota oral de individuos saudaveis, sendo a espécie Candida
albicans a mais prevalente e patogénical?. Em situacdes de desequilibrio imunolégico
ou devido a fatores sistémicos do hospedeiro, esse microrganismo pode se tornar um
patbgeno oportunista e penetrar nos tecidos orais, desencadeando a candidose
orofaringea®. Para o controle dessas infecges, antifingicos convencionais de
diversas classes tém sido usualmente empregados, sendo os azbis 0s mais
utilizados®. Entretanto, as terapias antifingicas podem ter sua indicacdo limitada
devido a resisténcia que 0s microrganismos podem apresentar apds exposicao a
droga por longos periodos®. O crescimento dos microrganismos em biofilme também
contribui para a resisténcia, refletindo em um grande desafio para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e profilaticas®. Nesse contexto, a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT) € considerada um tratamento alternativo que
vem sendo empregado para inativar C. albicans e no tratamento de infec¢des®11.

A aPDT requer a aplicacdo de um agente fotossensibilizador (FS), de uma fonte
de luz que seja correspondente a banda de absorcdo do FS, e da presenca do
oxigénio'?4, A interacdo da luz com o FS na presenca de oxigénio, promove a
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), e podem induzir a morte celular®®.
O fotossensibilizador sintético Photodithazine® (PDZ), uma Clorina e6 obtida a partir
da cianobactéria Spirulina platensis, vem sendo utilizado em combinacdo com a luz
LED para inativacdo de espécies de Candida e no tratamento de candidose®®. A
Curcumina (CUR), composto natural extraido da Curcuma Longa L , possui efeito
antioxidante e fungicida ja conhecido na literatura®. Sua potencializacéo associada a
uma Luz LED ja promoveu bons resultados no controle antimicrobiano!’, como
também no controle antiflingico em espécies de Candida'®.

A producdo de ions Fext+, O2 e H202, como resultado da inativacdo
fotodindmica, auxiliam na producdo de radicais (ERO) extremamente reativos aos
constituintes celulares®®. O dano oxidativo causado particularmente no DNA, contribui
para a instabilidade genética e possivel mutacdo?°. Como protecdo e em resposta ao
estresse oxidativo, C. albicans pode expressar genes que ativam vias de protecao
contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO)?L.

Diversos estudos demostraram a susceptibilidade de suspensfes de Candida
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spp. a aPDT 71022 entretanto a completa inativagdo das células fungicas quando
organizadas em biofilme ainda ndo foi observada. ApoOs aplicagdo de aPDT em
biofilme ainda é possivel detectar a presenca de células sobreviventes, devido a
fatores auxiliares que contribuem para a persisténcia deste microrganismo?324,
Entretanto, ainda néo foi investigado se aplica¢des sucessivas de aPDT mediada por
PDZ e CUR podem, ou ndo, contribuir para inducéo de resisténcia de C. albicans. O
método mais utilizado para avaliar se um microrganismo, que sobreviveu a uma
terapia, pode se tornar resistente, tolerante ou susceptivel, € expor 0 mesmo a
repetidos tratamentos deste agente?4-26.

A aPDT vem sendo associada com antifingicos convencionais da classe
azélica, na tentativa de potencializar a terapia e reduzir o tempo e dose de aplicacédo?’.
No entanto, ainda ndo ha evidéncias na literatura a respeito do efeito da terapia em
C. albicans em meio suplementado com fluconazol.

Na literatura pertinente, até o momento, ndo ha relatos de estudos que avaliem
a possivel capacidade de C. albicans em desenvolver resisténcia, susceptibilidade ou
tolerancia a aPDT mediada por PDZ e CUR ap0s sucessivas aplicacdes. Dessa forma,
0 presente estudo testou tal hipétese, tanto em culturas plancténicas, quanto em

modelo de biofilme in vitro.
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7 CONCLUSAO

- Culturas plancténicas e biofiime de C. albicans sdo susceptiveis a repetidas

aplicagbes de aPDT medida por PDZ, em ambas metodologias testadas;

- O biofilme de C. albicans é mais tolerante a aPDT mediada por PDZ, quando

comparado a culturas plancténicas;

- A aPDT mediada por PDZ e CUR foi potencializada pelo antifungico fluconazol;

- Sucessivas aplicacdes de aPDT medidada por CUR aumenta a viabilidade de biofilme

de C. albicans;

- A producao de ERO em biofilmes de C. albicans apés aplicac6es de aPDT é maior

gue em culturas plancténicas, independentemente do FS utilizado;

- A producdo de ERO resultante da ultima aplicacdo de aPDT mediada por PDZ em
biofilmes de C. albicans foi superior a primeira;

- A producdo de ERO resultante da dltima aplicacdo de aPDT mediada por CUR em

biofilmes de C. albicans foi inferior a primeira;

- Os biofilmes submetidos a aPDT e plaqueados na auséncia do fluconazol

apresentaram aumento de expressao do gene SOD1 e reducédo do CAP1 e ERG11.

- Os biofilmes submetidos a aPDT e plaqueados na presenca do fluconazol
apresentaram aumento de expressao do gene SOD1, redugdo do CAP1 e auséncia de

expressao do ERG11.
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