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Influéncia da quantidade de matriz extracelular na atividade antifungica de

nanoparticulas de prata contra biofilmes de espécies de Candida

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da quantidade de matriz
extracelular na atividade antifiingica de nanoparticulas de prata (NPs) contra biofilmes
simples ¢ mistos de Candida albicans e Candida glabrata. NPs foram sintetizadas
através da redugdo do nitrato de prata pelo citrato de sodio e estabilizadas com amonia.
Biofilmes simples e mistos das espécies de Candida foram formados (48 horas) sob
agitagdo de 10 120 rpm (para formar menor e maior quantidade de
matriz,respectivamente, sobre a superficie de espécimes de resina acrilica posicionados
no interior de placas de microtitulagao de 24 pocos. Na sequéncia, os biofilmes foram
tratados por 24 horas com NPs nas concentragdes de 54 e 108 ng/mL.O digluconato de
clorexidina (DC) na concentracdo de 108 pg/mL foi usado como controle positivo.
Ap6s o periodo de tratamento, os biofilmes foram avaliados por meio da quantificacdo
da biomassa total (usando a coloragdo de cristal violeta) e das unidades formadoras de
colonias (UFCs). Ainda, a estrutura dos biofilmes de Candida foi analisada por meio de
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados indicaram que a
quantidade de matriz extracelular afetou a atividade antifingica de NPs na reducio da
biomassa total de biofilmes simples e mistos dos isolados clinicos orais, com maiores
reducdes para os biofilmes formados sob agitacdo de 10 rpm. Por outro lado,
comparando as diferentes condigdes de incubacdao (10 e 120 rpm) para uma mesma
concentracdo de NPs, foi possivel notar diferenca significante (p < 0,05) no numero de
UFCs somente para a cepa referéncia de C. albicans em biofilme misto tratado com NPs
a 54 pg/mL. Por meio das imagens de MEV, os biofilmes tratados com NPs e DC
apresentaram diferencas estruturais quando comparados aos seus respectivos controles.
Portanto, no geral, a quantidade de matriz extracelular afetou diferentemente a biomassa
total e o nimero de células cultivaveis dos biofilmes de Candida. Além disso, tendo em
vista o efeito antifingico das NPs na reducdo da biomassa e nimero de UFCs contra os
biofilmes testados, seu uso como um tratamento alternativo para a candidose oral deve

ser considerado em terapias futuras.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata, candidose oral, biofilmes, Candida.
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Influence of the amount extracellular matrix on the antifungal activity of silver

nanoparticles against Candida biofilms

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the influence of the amont of extracellular
matrix on the antifungal activity of silver nanoparticles (SN) against single and mixed
biofilms of Candida albicans and Candida glabrata. SN were synthesized by silver
nitrate reduction with sodium citrate and stabilized with ammonia. Single and mixed
biofilms of Candida species were formed (48 hours) under agitation of 10 and 120 rpm
to form lower and higher amounts of extracellular matrix, respectively on the surfaces
of acrylic resin specimens inside 24-wells microtiter plates. Then, biofilms were
exposed to different concentrations of SN (54 and 108 pg/mL) for 24 h. Chlorhexidine
digluconate (CHG) in a concentration of 108 pg/mL was used as positive control. After
the treatment period, biofilms were assessed by total biomass quantification (by crystal
violet staining) and colony forming units (CFU) enumeration. The structure of Candida
biofilms was analyzed by scanning electron microscopy (SEM) images. The results
indicated that the amount of extracellular matrix affected the antifungal activity of SN
in decreasing total biomass of single and mixed biofilms of oral clinical isolates, with
higer reductions for those formed at 10 rpm. Interestingly, the comparisons of different
incubation conditions (10 and 120 rpm) at the same SN concentration showed statistical
difference (p < 0.05) in the number of CFUs only to reference strain of C. albicans in
mixed biofilms treated with SN at 54 pg/mL. By SEM, Candida biofilms treated with
SN and CHG revealed structural differences, when compared to the negative control
groups. In general, the amount of extracellular matrix affected differently the total
biomass and the number of cultivable cells of Candida biofilms. Moreover, given the
antifungal effect of SN in decreasing total biomass and number of CFUs against both
single and dual species pre-formed biofilms, its use as an alternative treatment for oral

candidosis should be considered in futures therapies

Keywords: silver nanoparticles, oral candidosis, biofilms, Candida.
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1. Introducéo

Biofilmes sao comunidades microbianas estruturadas que colonizam superficies
vivas ou inertes', e sua formagdo ocorre como resultado de uma sequéncia de eventos,
que incluem: adesdo microbiana a uma superficie, proliferagdo celular, produ¢do de
matriz extracelular e desprendimento de algumas células que podem colonizar outras
areas”. Em usuarios de proteses totais, a formacdo de biofilmes por espécies de Candida
contribui para o surgimento de um estado patologico conhecido como estomatite
protética’. Esse processo patolégico acomete principalmente a mucosa palatina dos
usuérios de proteses totais e ¢ caracterizado pelos frequentes episodios de recorréncia®.
Ainda, alguns estudos mostram que, ap6s Candida albicans, Candida glabrata ¢ o
microrganismo mais frequentemente associado com as candidoses orais™*®.

Chandra et al.” verificaram que biofilmes de C. albicans exibiram resisténcia a
anfotericina B, nistatina, clorexidina e fluconazol, com apenas 50% de redugdo na
atividade metabdlica nas concentracdes de 8, 16, 128 e > 64 pug/mL, respectivamente.
Um dos fatores que podem estar associados a resisténcia antifingica dos biofilmes de
Candida ¢ a presenca da matriz extracelular, a qual pode limitar ou impedir o acesso das
drogas aos microrganismos presentes nas camadas mais profundas dos biofilmes".

De acordo com Flemming et al.’, as matrizes dos biofilmes ou substancias
poliméricas extracelulares sdo biopolimeros de origem microbiana com fungdes de
nutri¢ao e prote¢do das células dos biofilmes. Esta matriz ¢ composta por uma variedade

10-12 ’
0-12 ¢ sua sintese durante

de proteinas, carboidratos, fosforo, glicose e DNA extracelular
a formacdo dos biofilmes ¢ altamente dependente das condi¢des de incubacdo. Em
condicdes estaticas a sintese de matriz extracelular ¢ minima, enquanto em condic¢des
dindmicas essa sintese & significativamente aumentada'’.

Baillie & Douglas'® compararam a susceptibilidade de biofilmes de C. albicans
formados em condigdes estaticas e dinamicas frente a diferentes agentes antifingicos.
Esses autores verificaram que a quantidade de matriz formada ndo afetou a
susceptibilidade dos biofilmes contra todas as drogas testadas. Os biofilmes formados
com ou sem agitacdo foram resistentes a anfotericina B, flucitosina, fluconazol,
itraconazol e cetoconazol. Provavelmente, a inativacdo dos agentes antifiingicos pela

matriz dos biofilmes depende de fatores como a natureza da droga testada e a

capacidade de ligagio da mesma as substincias poliméricas extracelulares'’.
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Diante da resisténcia dos biofilmes aos diferentes agentes antimicrobianos e ao
possivel papel da matriz extracelular neste processo, a nanoterapia tem sido proposta

como uma alternativa para erradicar ou controlar a formagdo de biofilmes orais através

14-16
. Neste contexto,

nanoparticulas de prata (NPs) tém sido usadas para combater bactérias'’ e fungos'®, e os

da incorporagdo de nanoparticulas em diversos materiais

mecanismos pelos quais elas agem como agentes antimicrobianos estdo relativamente
bem descritos na literatura'*'®. De acordo com Allaker', como o mecanismo de acdo
das NPs ¢ multifatorial, diversas mutagdes precisam ocorrer para que o0s
microrganismos consigam resistir aos seus efeitos. Entretanto, o uso destas
nanoparticulas deve ser feito com cautela, j4 que as mesmas podem induzir
citotoxicidade em células humanas, dependendo do tamanho e da concentragdo de
particulas usadas'®?'.

Assim, embora o efeito de NPs sobre células aderidas e biofilmes de C. albicans
e C. glabrata tenha sido demonstrado®, a influéncia da quantidade de matriz
extracelular na atividade destas nanoparticulas contra biofilmes simples e mistos de
espécies de Candida permanece desconhecida. Portanto, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar, através da quantificacdo da biomassa total e células cultivdveis, a influéncia
da quantidade de matriz extracelular na atividade antifungica de NPs contra biofilmes
simples e mistos de C. albicans e C. glabrata. A hipdtese de nulidade desta pesquisa foi
de que ndo haveria diferenca na atividade antifingica das NPs contra biofilmes
formados sob agitacdo de 10 (com menor produ¢do de matriz) e 120 rpm (com maior
producdao de matriz). A avaliagdo da susceptibilidade desses biofilmes as NPs pode

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias que visam melhorar a satide oral

e a qualidade de vida dos usuarios de proteses totais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e caracterizacéo do coldide de nanoparticulas de prata

O método de sintese empregado foi baseado no proposto por Turkevich et al.?.

NPs coloidais foram sintetizadas através da reducao de ions prata do AgNOj (nitrato de

prata) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) pelo Na;C¢HsO7 (citrato de sédio)
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(Merck KGaA) com relacdes estequiométricas de 1:3, respectivamente'*****. Em um
balio de fundo redondo, 100 mL de solu¢do de AgNO; (1,0 x 10° mol/L) foram
aquecidos até¢ a temperatura de 97°C e, em seguida, foram adicionados 20 mL de
solucdo de citrato de sodio (1,5 x 10 mol/L) com pH entre 8,0 ¢ 8,5. A mistura foi
mantida sob agitagdo magnética e aquecimento a 97°C por cerca de 10 minutos, até o
aparecimento da coloracdo amarelo ambar, que evidencia qualitativamente a formagao
de NPs. Na sequéncia, foram adicionados ao sistema 7,5 mL de solu¢do de aménia (1,4
mol/L) (NH3 - Merck KGaA) com o intuito de estabilizar a suspensao coloidal. As
suspensoes coloidais de NPs foram caracterizadas por espectroscopia na regido do
Ultravioleta/Visivel  (Espectrofotometro  Shimadzu  MultSpec-1501, Shimadzu
Corporation, Toquio, Japao) e por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET;
Microscopio Eletronico FEG-VP Supra 35, Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha). As
suspensoOes coloidais obtidas mostraram espectros de absor¢do caracteristicos de NPs,
com picos de absor¢io em aproximadamente 430 nm*’. As imagens de MET
evidenciaram particulas predominantemente esféricas e com didmetro médio de 5 nm*.
Ainda, as concentragdes de NPs usadas neste estudo (54 e 108 pg/mL) foram baseadas

em sua eficacia contra biofilmes de Candida relatada em estudos prévios®**>2.

2.2. Saliva artificial

A saliva artificial foi preparada de acordo com o procedimento descrito por
Lamfon et al.”’, com a seguinte composicio para 1 L de agua deionizada: 2 g de extrato
de levedura (Sigma-Aldrich, EUA), 5 g de peptona bacteriologica (Liofilchem, Italia), 2
g de glicose (Sigma-Aldrich, EUA), 1 g de mucina (Sigma-Aldrich, EUA), 0,35 g de
NaCl (Sigma-Aldrich, EUA), 0,2 g de CaCl, (Sigma-Aldrich, EUA) e 0,2 g de KCl
(Sigma-Aldrich, EUA). O pH da solugao foi ajustado com NaOH para 6,8.

2.3. Cepas de microrganismos e condic¢des de crescimento

Duas espécies de Candida e duas diferentes cepas de cada espécie foram
utilizadas neste estudo. Para C. albicans, uma cepa foi obtida da American Type Culture
Collection (ATCC 10231) e a outra foi um isolado clinico oral (cepa 3241.A/94) obtido
da colegdo de culturas da Faculdade de Odontologia de Cardiff (Cardiff, UK). Para C.
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glabrata, uma cepa também foi obtida a partir da American Type Culture Collection,
ATCC 90030, e a outra foi um isolado oral (cepa D1) obtido a partir do Grupo de
Biofilmes do Centro de Engenharia Biologica da Universidade do Minho (Braga,
Portugal). Culturas dos microrganismos mantidas a -70 °C em glicerina foram semeadas
em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco, Difco Laboratories, Becton, Dickinson and
Company, Franga) e cultivadas por 24 h a 37 °C. Em seguida, uma algada de cada cepa,
obtida das placas de ASD, foi suspensa em 30 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco,
Difco Laboratories, Becton, Dickinson and Company, Franca) ¢ incubada por 24 h a
37°C sob agitacao de 120 rpm (Tecnal TE 420, Tecnal Equipamentos para Laboratorios
Ltda, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Apés o periodo de incubagdo, as células foram
recuperadas por centrifugagdo a 8000 rpm por 5 minutos. Na sequéncia, o pellet de
células foi lavado duas vezes com 30 mL de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS; pH 7) e a quantidade de leveduras foi ajustada para uma concentracdo de 10
células/mL em saliva artificial com auxilio de uma Camara de Neubauer e um

microscopio optico.

2.4. Obtencdo dos espécimes de resina acrilica

Para padronizac¢do dos espécimes de resina acrilica, uma matriz metéalica de ago
inoxiddvel com moldes internos dos espécimes (10 x 10 x 3 mm) foi fixada com cera
utilidade (Wilson, Sdo Paulo, Brasil) em uma placa de vidro com superficie rugosa
(para mimetizar as rugosidades palatinas). O conjunto matriz metalica + placa de vidro
foi incluido em mufla metdlica com gesso pedra tipo III (Herodent, Vigodent S/A Ind. e
Com., Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Apds a presa do gesso, as muflas foram
separadas, a cera removida e a matriz metalica e placa de vidro limpas com acetona pura
(Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, Sao Paulo, Brasil). A resina
acrilica QC-20 (Dentsply Ind. e Com. Ltda, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) foi
proporcionada, prensada diretamente no interior dos moldes da matriz e polimerizada de
acordo com as instru¢des do fabricante. Apds a polimerizacdo, a mufla foi resfriada
sobre bancada por uma noite e os espécimes desincluidos. Foi dado acabamento nos
espécimes com fresa de tungsténio para remocdo de rebarbas de resina acrilica.

Previamente aos ensaios microbiologicos, os espécimes foram lavados trés vezes em
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agua deionizada, secos a temperatura ambiente, embalados em folhas de papel aluminio

e esterilizados em autoclave.

2.5. Formacéo de biofilme e tratamento com NPs

Os biofilmes foram formados sobre a superficie dos espécimes de resina acrilica.
Cada espécime foi posicionado no fundo dos pocos de placas de microtitulacao de 24
pogos (Costar, Tewksbury, EUA) contendo 1,5 mL dos indculos preparados conforme
descrito no item 2.3, para os ensaios com biofilmes simples, e 750 pL da suspensdo de
cada cepa (2 x 107 células/mL de C. albicans + 2 x 10’ células/mL de C. glabrata) para
os ensaios com biofilmes mistos. Os biofilmes cresceram por 48 horas sob duas
condi¢des diferentes de agitacdo: 10 e 120 rpm, ambos a 37 °C. Os meios de cultura
foram renovados a cada 24 horas. Apos 48 horas, o meio de saliva artificial foi
removido e os biofilmes foram lavados delicadamente com PBS para remover as células
nao aderidas a superficie dos espécimes. Posteriormente, as NPs foram diluidas no meio
de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) para que se obtivessem concentragdes
finais de 54 e 108 pg/mL. Cada diluicao (1,5 mL) foi adicionada aos pocos da placa de
microtitulagdo contendo os biofilmes pré-formados e as placas foram incubadas sob
agitacdo de 10 e 120 rpm a 37 °C por 24 horas. Como controles negativo e positivo
foram utilizados o meio de cultura RPMI 1640 sem NPs e digluconato de clorexidina

(DC) na concentracao de 108 pg/mL, respectivamente.

2.6. Quantificacdo da biomassa total

A biomassa total dos biofilmes foi quantificada através do ensaio de coloragao
com cristal violeta (CV)*. Apos o periodo de tratamento com as NPs, o meio de cultura
foi aspirado e as células ndo aderidas foram removidas por meio da lavagem dos
espécimes de resina acrilica com PBS. Em seguida, os biofilmes foram fixados com 1,5
mL de metanol 99% (v/v) (Sigma-Aldrich), o qual foi removido apds 15 minutos de
contato. As placas de microtitulagdo contendo os espécimes de resina acrilica secaram
na temperatura ambiente ¢ 1,5 mL de CV (1% v/v) (Merck KGaA) foi adicionado a
cada poco e as placas incubadas por 5 minutos. Apos, os espécimes de resina foram

lavados delicadamente com agua deionizada e transferidos para novas placas de
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microtitulagcdo contendo 1,5 mL de acido acético (33% v/v) (Sigma-Aldrich), o qual foi
usado para liberar e remover a coloragdo dos biofilmes. A absorbancia da solucao obtida
foi lida em um leitor de microplacas (Eon Microplate Spectrophotometer; BioTek,
Winooski, VT, EUA) com comprimento de onda de 570 nm e padronizada de acordo
com a 4rea dos espécimes de resina acrilica (absorbancia/cm?). Foram realizados pelo

menos trés ensaios independentes, cada um em triplicata.

2.7. Quantificacao das células cultivaveis

Apo6s 24 horas de tratamento com as suspensoes coloidais de NPs, os espécimes
de resina acrilica contendo os biofilmes foram lavados com PBS, imersos em 1 mL de
PBS em tubos falcon e sonicados por 30 segundos a 40 W. As suspensdes obtidas foram
vigorosamente agitadas em vortex por 5 minutos e, entdo, diluicdes decimais seriadas
(em PBS) foram plaqueadas em ASD (para biofilmes simples) e CHROMagar Candida
(CHROMagar, Paris, Franca) (para biofilmes mistos) e incubadas durante 24 horas a
37°C para permitir a contagem do numero de coldnias (log UFC/cm?). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata e em trés ocasides diferentes.

2.8. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A MEYV foi utilizada para examinar a estrutura dos biofilmes simples e mistos
formados em diferentes condi¢des de agitacdo sobre a superficie dos espécimes de
resina acrilica e tratados com as suspensdes coloidais de NPs. Apds o periodo de
incubagdo, os meios de cultura foram aspirados e os espécimes lavados com PBS. Os
biofilmes foram desidratados com alcool (etanol 70% por 10 minutos, etanol 95% por
10 minutos e etanol 100% por 20 minutos) e secos ao ar por 20 minutos.
Posteriormente, os espécimes de resina acrilica contendo os biofilmes foram montados
em Stubs de aluminio, revestidos com ouro e observados em um microscopio eletronico

de varredura (S-360, Leo, Cambridge, EUA).

2.9. Analise Estatistica
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A normalidade dos dados foi verificada através do Teste Shapiro-Wilk. Na
sequéncia, analise estatistica paramétrica foi realizada para cada teste usando ANOVA a
dois fatores e o Teste post-hoc de Tukey, usando o software do Programa SPSS (SPSS -
Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago). As diferentes condigdes de
incubacgdo (agitacao a 10 e 120 rpm) e o tipo de tratamento foram considerados como

fatores de variacao. Todos os testes foram realizados com nivel de confianca de 95%.

3. Resultados

3.1. Quantificacdo da biomassa total

Os resultados da Figura 1 mostram que NPs e DC ndo foram efetivos na redugao
da biomassa total dos biofilmes simples de C. albicans ATCC 10231 e misto das cepas
de referéncia, independente da condi¢do de incubagdo testada (10 e 120 rpm).
Entretanto, para o biofilme simples de C. glabrata ATCC 90030 formado sob agitagdo
de 10 rpm, DC a 108 pg/mL e NPs nas concentragdes de 108 e 54 ug/mL mostraram
reducdes significativas na biomassa total de 30,3 (p < 0,001), 69,6 (p < 0,001) e 54,5%
(p < 0,001), respectivamente, quando comparados ao controle negativo. Para o biofilme
simples de C. glabrata ATCC 90030 formado a 120 rpm, somente o tratamento com
NPs a 108 pg/mL foi capaz de promover uma reducao significativa (46,6%; p = 0,003)
na biomassa, comparado ao controle negativo. Curiosamente, as condi¢des de agitacdo
(10 e 120 rpm) nao afetaram a acdo das drogas na reducdo da biomassa dos biofilmes
simples e mistos das cepas de referéncia (p > 0,05; Figura 1).

Para os biofilmes simples de C. albicans 324L.A/94 formados a 10 rpm (Figura
2), foi possivel notar que os tratamentos com DC e NPs a 108 e 54 pg/mL reduziram
significativamente a biomassa total, com redugdes de 25,9 (p = 0,001), 20,3 (p = 0,004)
e 18,5% (p = 0,006), respectivamente. Ainda para esta cepa, a condicdo de incubagao
afetou significativamente (p < 0,05) o efeito de todas as drogas contra os biofilmes
simples, com melhores resultados para aqueles formados a 10 rpm (Figura 2). Para
biofilmes simples de C. glabrata D1 formados com agitagdo de 10 e 120 rpm, os
tratamentos com NPs a 108 pg/mL reduziram significativamente (65,3% - p < 0,001, e
44,1% - p = 0,001, respectivamente) a biomassa total, quando comparados aos controles

negativos. Também foi possivel observar diferenga significante (p = 0.013) na biomassa
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dos biofilmes simples de C. glabrata D1 formados a 10 e 120 rpm e tratados com NPs
na concentragdo de 108 pg/mL (Figura 2). Finalmente, para os biofilmes mistos dos
isolados clinicos orais formados a 10 e 120 rpm (Figura 2), as maiores redugdes na
biomassa ocorreram quando esses biofilmes foram tratados com NPs a 108 pg/mL
(52,8%, p = 0,003) ¢ DC na mesma concentragao (37,8%, p = 0,008). Ainda, os
controles negativos dos biofilmes mistos diferiram entre si (p = 0,003), sugerindo maior

producdo de matriz extracelular pelo biofilme formado a 120 rpm.

3.2. Quantificacdo das células cultivaveis

Para biofilmes simples de C. albicans ATCC 10231 formados a 10 e 120 rpm,
todos os tratamentos promoveram redugdes significativas (p < 0,05) no niimero de
UFCs, com reducdes iguais ou maiores que 1,29-logjg, comparados aos controles
negativos (Figura 3). Ja para os biofilmes simples de C. glabrata ATCC 90030
formados a 10 e 120 rpm, a atividade das drogas foi similar, e redugdes significativas no
nimero de UFCs (~ 1,9- logjo, p < 0,05) foram encontradas quando esses biofilmes
foram tratados com NPs e DC a 108 pg/mL (Figura 3).

Em biofilme misto, C. albicans ATCC 10231 a 10 rpm mostrou redugdes
significantes no namero de UFCs (~ 2,5- logjo, p < 0,05), em comparacao ao controle
negativo, para todas as drogas testadas (Figura 3). Entretanto, a 120 rpm, esta redugao
(2,48-logio, p = 0,001) foi significante somente quando o biofilme misto foi tratado com
DC na concentragdo de 108 ug/mL. Para C. glabrata ATCC 90030 em biofilme misto
formado a 10 rpm, os tratamentos com DC e NPs a 108 e 54 pg/mL resultaram em
reducdes nas UFCs de 2,04-log;o (p = 0,005), 2,76-logio (p = 0,001) e 1,99-log;o (p =
0,0006), respectivamente, comparados ao controle negativo (Figura 3). Entretanto, para
C. glabrata ATCC 90030 em biofilme misto a 120 rpm, somente DC e NPs na
concentracdo de 108 pg/mL promoveram redugdes significativas no numero de UFCs,
com redugdes de 2,49-logjo (p = 0.004) e 2,76-logip (p = 0.002), respectivamente
(Figura 3). Comparagdes entre as diferentes condi¢des de incubagdo (10 e 120 rpm)
mostraram diferenga significante no nimero de UFCs somente para C. albicans ATCC
10231 em biofilme misto tratado com NPs na concentracao de 54 pg/mL (p = 0.019)
(Figura 3), com numero menor de UFCs para o biofilme formado a 10 rpm.

De acordo com a Figura 4 ¢ possivel observar que, para biofilmes simples de C.

albicans 3241L.A/94 formados com agitagdo de 10 e 120 rpm, todos os tratamentos
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causaram redugdes no numero de UFCs iguais ou maiores que 1,56-logo (p < 0,05),
comparados aos controles negativos, exceto para o biofilme formado a 10 rpm e tratado
com DC a 108 pg/mL. Para o biofilme simples de C. glabrata D1 formado a 10 rpm
(Figura 4), somente o tratamento com DC a 108 pg/mL resultou em redugdo
significativa no numero de UFCs (1,66-log;o, p = 0,04), quando comparado ao controle
negativo. Contudo, para o biofilme de C. glabrata D1 formado a 120 rpm, DC e NPs a
108 pg/mL mostraram redugdes significantes no nimero de UFCs de 1,88 (p = 0,04) e
1,56- logo (p =0,011), respectivamente (Figura 4).

Em biofilme misto, C. albicans 324LA/94 a 10 rpm mostrou redugdes
significantes no nimero de UFCs (> 1,39-log;, p < 0,05) para todas as drogas testadas,
em comparacao ao controle negativo (Figura 4). Entretanto, a 120 rpm, essa reducao foi
significante quando o biofilme foi tratado com DC (2,44- logjo, p = 0.02) e NPs a 108
ug/mL (2,03- log;o, p = 0,005). Por sua vez, C. glabrata D1 em biofilme misto formado
a 10 rpm revelou redugdes iguais ou maiores que 1,49- logjo (p < 0,05) para todas as
drogas testadas, enquanto a 120 rpm somente DC foi capaz de reduzir
significativamente o nimero de UFCs (2,73-logjo, p < 0,001) em comparagdo ao
controle negativo (Figura 4). Finalmente, as condi¢des de agitagdo (10 e 120 rpm) ndo
afetaram a acdo das drogas na redug¢dao do niimero de UFCs dos biofilmes simples e

mistos dos isolados clinicos orais (p > 0,05; Figura 4).

3.3. Estrutura dos biofilmes

A Figura 5 mostra a estrutura dos biofilmes simples (sem tratamento) de C.
albicans 3241.A/94 e C. glabrata 90030 formados sob agitacdo de 10 e 120 rpm. Para
C. albicans 324L.A/94, foi possivel notar maior quantidade de matriz extracelular no
biofilme formado sob agitagdo de 120 rpm (Figura 5IIA), enquanto para C. glabrata
90030 as diferentes condigdes de incubagdo durante a formacao de biofilme parecem
ndo ter afetado a quantidade de matriz extracelular produzida (Figuras 5B e IIB).

Como somente os biofilmes mistos dos isolados clinicos orais formados a 10 e
120 rpm exibiram diferenca significante na biomassa total entre os controles negativos
(Figura 2), esses biofilmes foram escolhidos para serem analisados através da MEV
apos tratamento com DC e NPs. De acordo com a figura 6, os biofilmes mistos ndo
tratados dos isolados clinicos orais (C. albicans 3241.A/94 + C. glabrata D1) formados

sob agitacao de 10 (Figura 61A) e 120 rpm (Figura 611A) mostraram uma rede densa de
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células fungicas ovais e alongadas presas na matriz extracelular. No entanto, o biofilme
formado a 10 rpm (Figura 6IA) apresentou menor quantidade de matriz extracelular do
que aquele formado a 120 rpm (Figura 611A). Quando os biofilmes mistos formados a
10 rpm foram tratados com DC (Figura 6I1B), NPs a 108 ug/mL (Figura 6IC) e NPs a 54
ng/mL (Figura 6ID), os biofilmes resultantes mostraram uma camada mais fina de
leveduras do que o grupo controle negativo, com poucas hifas e cobrindo parcialmente a
superficie dos espécimes de resina.

No que diz respeito a estrutura dos biofilmes mistos formados a 120 rpm, foi
possivel notar que os tratamentos com DC (Figura 61IB) e NPs a 108 pg/mL (Figura
6IIC) resultaram em biofilmes ligeiramente menos compactos do que o controle
negativo, sugerindo uma menor quantidade de matriz extracelular, e compostos por uma
rede de leveduras e hifas cobrindo a superficie. Apos o tratamento com NPs na
concentracdo de 54 pg/mL (Figura 6IID), as células fingicas sintetizaram maiores
quantidades de matriz extracelular e permaneceram presas nesta matriz, resultando em
um biofilme mais compacto do que aqueles resultantes dos tratamentos com DC (Figura

61IB) e NPs at 108 pg/mL (Figura 61IC).

4. Discussao

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a resisténcia dos
biofilmes aos agentes antimicrobianos. Entre os mais importantes estd a presenca da
matriz extracelular, a qual pode limitar ou impedir o acesso das drogas nas camadas
mais profundas dos biofilmes. A sintese de matriz extracelular durante a formagao de

biofilme ¢ altamente dependente das condigdes de incubacdo'

. Sob condigoes
estaticas, a sintese de matriz ¢ minima, sendo realgada quando os biofilmes sdo
formados sob condigdes dinamicas®. Assim, esses aspectos foram explorados para
verificar se a quantidade de matriz extracelular interferiria na atividade antifungica das
NPs contra biofilmes simples ¢ mistos de espécies de Candida. Nesse sentido, a
susceptibilidade as NPs em diferentes concentragdes foi comparada apos formacao dos
biofilmes com agitacdo de 10 e 120 rpm, e os resultados ndo permitiram aceitar

totalmente a hipotese de nulidade.
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No presente estudo, o ensaio de coloragdo com CV foi usado para quantificar a
biomassa total, j& que NPs e DC podem ter agido diretamente sobre a matriz
extracelular dos biofilmes. Os resultados mostraram que, para os biofilmes das cepas de
referéncia (Figura 1), todas as drogas testadas causaram redugdes significativas na
biomassa total somente para o biofilme simples de C. glabrata ATCC 90030,
principalmente a 10 rpm, com melhor efeito para as NPs em comparagdo ao DC. Como
tem sido demonstrado em varios estudos®~’, biofilmes de C. glabrata apresentam
espessura reduzida, sao desprovidos de hifas e menos complexos do que os biofilmes de
C. albicans. Assim, essas caracteristicas podem ter facilitado a a¢do das drogas na
redug@o da biomassa total dos biofilmes simples de C. glabrata ATCC 90030. Apesar
disso, a susceptibilidade as NPs dos biofilmes simples e mistos das cepas de referéncia
ndo foi afetada pelas condi¢des de incubagdo (10 e 120 rpm) (Figura 1). Este resultado
pode ser confirmado pelos valores de biomassa total dos controles negativos dos
biofilmes formados a 10 e 120 rpm, os quais ndo diferiram entre si (Figura 1). Desta
forma, para as cepas de referéncia, a maior velocidade de agitacao (120 rpm) nao foi
suficiente para produzir maior quantidade de matriz extracelular em comparagdo a
menor velocidade de agitacdo (10 rpm). Ainda, a producdo de matriz extracelular
depende das espécies de cepas testadas. A Figura 5 mostra que a condi¢ao de incubagdo
foi decisiva na quantidade de matriz produzida por C. albicans 324L.A/94, enquanto
para C. glabrata ATCC 90030 este fendmeno néo foi observado.

Para os isolados clinicos orais (Figura 2), foi possivel observar menor biomassa
total para os controles negativos dos biofilmes simples e mistos formados a 10 rpm,
comparados com aqueles formados a 120 rpm, embora somente para o biofilme misto
tenha ocorrido diferenca significante entre as duas condi¢des de incubacdo. Como
consequéncia deste fato, certos tratamentos foram mais efetivos a 10 rpm do que a 120
rpm (Figura 2). Esses achados podem ser um indicativo de menor quantidade de matriz
extracelular produzida pelos isolados orais a 10 rpm, o que estaria facilitando a
penetragdo de NPs e DC dentro dos biofilmes. As substancias poliméricas extracelulares
comportam-se como verdadeiras barreiras para a difusdo dos agentes antimicrobianos,
com capacidade para se ligarem ionicamente a eles, reduzindo, consequentemente, a
bio-disponibilidade dos mesmos®'. No caso das NPs, interagdes entre particulas e
microrganismos em biofilmes induzem agregacdo de nanoparticulas®®. De acordo com

Stewart & Franklin®®, a concentragio de oxigénio, o tipo de substrato, o pH e a
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composi¢ao dos biofilmes podem influenciar a agregacao de NPs e, consequentemente,
sua difusdo e efeito sobre os mesmos.

Com relacdo ao efeito das NPs e DC sobre as células cultivaveis, foi observado
que, no geral, seus efeitos contra biofilmes simples e mistos das cepas de referéncia e
dos isolados clinicos orais foram similares (Figuras 3 e 4). Isso corrobora os resultados
encontrados para a estrutura dos biofilmes (Figura 6). Assim, embora as imagens de
MEYV nao sejam representativas do total da amostra, elas sugerem que, independente da
droga usada, o efeito sobre a estrutura dos biofilmes mistos dos isolados orais
(formados a 10 e 120 rpm) foi similar. O DC age através do rompimento da membrana
celular das leveduras, promovendo alteragdo na permeabilidade celular e perda dos
constituintes intracelulares®™. Por outro lado, o mecanismo de acio das NPs ¢
multifatorial. Essas nanoparticulas podem se ligar a grupamentos sulfuricos presentes
nas proteinas das membranas celulares causando defeitos (poros) nas mesmas, interagir
com fosfatos da molécula de DNA (prevenindo a reprodugdo celular), e atacar enzimas

14,34 . : . 5
34 Além disso, a maior razdo de

da cadeia respiratéria promovendo a morte celular
area de superficie por volume das NPs proporciona melhor interagdo entre
nanoparticulas e células®. Consequentemente, é possivel que os efeitos semelhantes
verificados para NPs e DC tenham ocorrido devido aos diferentes e similares locais de
acao das drogas sobre as células dos biofilmes.

Outra constatagdo importante do presente estudo foi que as comparagdes das
diferentes condigdes de incubagdo (10 e 120 rpm) durante a formacao dos biofilmes ndo
mostraram diferengas significativas na reducdo do nimero de UFCs para todos os
biofilmes (Figuras 3 e 4), exceto para C. albicans ATCC 10231 em biofilme misto
tratado com NPs na concentracdo de 54 pg/mL (Figura 3). Para investigar se a matriz
extracelular desempenha um papel na resisténcia dos biofilmes aos agentes
antifingicos, Baillie & Douglas'’ compararam o perfil de susceptibilidade de biofilmes
de Candida formados estaticamente (com menor produ¢do de matriz) com seus
homologos formados sob agitacdo (com maior produ¢do de matriz). Esses autores
verificaram que os biofilmes formados estaticamente ou sob agitacdo ndo diferiram em
susceptibilidade aos agentes antifingicos testados, sugerindo que a resisténcia dos
biofilmes n3o estd relacionada a quantidade de matriz extracelular produzida'’.

Contudo, estudos®®?’

que utilizaram a formag¢do dinamica de biofilmes demonstraram
que as células ressuspendidas (com grande perda de matriz extracelular) foram 20%

menos resistentes a anfotericina B do que os biofilmes intactos de C. albicans,
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indicando que a matriz pode contribuir para a resisténcia as drogas. Acredita-se que o
mecanismo pelo qual os microrganismos adquirem resisténcia seja multifatorial,
incluindo, além da presenca da matriz extracelular, a heterogeneidade, a atividade
metabolica diminuida, a expressdao alterada de alguns genes, a presenca de células
persistentes ¢ a maior capacidade anti-oxidativa®*">%.

Por outro lado, o presente estudo mostrou que mesmo em biofilmes mistos de
duas espécies, o nimero de células cultivaveis de cada espécie ndo foi afetado (Figuras
3 e 4). C. glabrata apresenta diferencas significantes em relagdo a C. albicans,
incluindo o tamanho da célula, sua morfologia ¢ bioquimica. As células de C. glabrata
sdo menores (1-4 um) do que as de C. albicans (4-6 um), ndao formam hifas e tém um
espectro mais estreito de utilizagdo de carboidratos™. Portanto, uma possivel explica¢io
para a ocorréncia frequente de co-infecgdo com C. albicans e C. glabrata é que essas
diferengas limitam a competicdo entre as espécies, permitindo que os microrganismos
ocupem nichos orais similares. Este fato pode ter implicagdes clinicas importantes
quanto ao potencial patogénico dessas espécies.

Finalmente, os resultados deste estudo permitem concluir que a quantidade de
matriz extracelular afetou diferentemente a biomassa total ¢ o nimero de células
cultivaveis dos biofilmes de Candida. Para estas células, biofilmes formados sob
diferentes condigdes de incubacdo (10 e 120 rpm) ndo apresentaram diferencas na
susceptibilidade as NPs. Ainda, a quantidade de matriz produzida pode depender da
velocidade de agitacdo durante a formagdo de biofilme e das espécies e cepas testadas.
Tendo em vista o efeito inibitorio das NPs contra os biofilmes simples e mistos das
espécies de Candida, seu uso como um tratamento alternativo para prevenir ou controlar
as candidoses orais (particularmente aquelas envolvendo biofilmes formados em resina

acrilica) deve ser considerado em terapias futuras.
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Figura 1. Valores médios de absorbancia por cm® obtidos com o ensaio de cristal
violeta para biofilmes simples ¢ mistos das cepas de referéncia de C. albicans e C.
glabrata formados sob agita¢do de 10 e 120 rpm, e tratados com nanoparticulas de prata
(NPs) nas concentracdes de 108 (NPs 108) e 54 pg/mL (NPs 54). CN = controle
negativo (biofilmes expostos ao meio de cultura RPMI 1640 sem NPs). CP = controle
positivo (biofilmes tratados com digluconato de clorexidina a 108 pg/mL). As barras de
erros representam os desvios padroes das médias. Letras maitsculas diferentes indicam
diferengas significantes (p < 0,05; teste de Tukey) no efeito das drogas para cada

biofilme isolado
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Figura 2. Valores médios de absorbancia por cm® obtidos com o ensaio de cristal

violeta para biofilmes simples e mistos dos isolados clinicos orais de C. albicans ¢ C.

glabrata formados sob agitagdo de 10 e 120 rpm, e tratados com nanoparticulas de prata

(NPs) nas concentracdes de 108 (NPs 108) e 54 pg/mL (NPs 54). CN = controle

negativo (biofilmes expostos ao meio de cultura RPMI 1640 sem NPs). CP = controle

positivo (biofilmes tratados com digluconato de clorexidina a 108 pg/mL). As barras de

erros representam os desvios padrdes das médias. Letras maitsculas diferentes indicam

diferengas significantes (p < 0,05; teste de Tukey) no efeito das drogas para cada

biofilme isolado. *Diferenga significante, para um mesmo tratamento, quando os

biofilmes formados a 10 e 120 rpm foram comparados
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Figura 3. Valores médios do logaritmo das unidades formadoras de colonias (UFC) por
cm’ para os biofilmes simples e mistos das cepas de referéncia de C. albicans e C.
glabrata formados sob agitagdo de 10 e 120 rpm, e tratados com nanoparticulas de prata
(NPs) nas concentracdes de 108 (NPs 108) e 54 pg/mL (NPs 54). CN = controle
negativo (biofilmes expostos ao meio de cultura RPMI 1640 sem NPs). CP = controle
positivo (biofilmes tratados com digluconato de clorexidina a 108 pg/mL). As barras de
erros representam os desvios padrdes das médias. Letras maitsculas diferentes indicam
diferencas significantes (p < 0,05; teste de Tukey) no efeito das drogas para cada
biofilme isolado. *Diferenga significante, para um mesmo tratamento, quando os

biofilmes formados a 10 e 120 rpm foram comparados



38

9

8

7 <
£ 6 - mCN
£ 5 .
= 5 W CP
= 4 1 W NPs 108
e
=3 M NPs 54

2

1 -

0 4

10 rpm 120 rpm 10rpm  120rpm 10 rpm 120 rpm 10 rpm 120 rpm

C.albicans 324LA/94 C.glabrataD1 C.albicans 324LA/94 C.glabrataD1

Biofilmes simples Biofilmes mistos

Figura 4. Valores médios do logaritmo das unidades formadoras de colonias (UFC) por
cm’ para os biofilmes simples ¢ mistos dos isolados clinicos orais de C. albicans e C.
glabrata formados sob agita¢do de 10 e 120 rpm, e tratados com nanoparticulas de prata
(NPs) nas concentracdes de 108 (NPs 108) e 54 pg/mL (NPs 54). CN = controle
negativo (biofilmes expostos ao meio de cultura RPMI 1640 sem NPs). CP = controle
positivo (biofilmes tratados com digluconato de clorexidina a 108 pg/mL). As barras de
erros representam os desvios padroes das médias. Letras maitsculas diferentes indicam
diferengas significantes (p < 0,05; teste de Tukey) no efeito das drogas para cada

biofilme isolado.



Figura 5. Imagens de microscopia eletronica de varredura da estrutura dos biofilmes de
C. albicans 3241.A/94 (A) e C. glabrata ATCC 90030 (B) formados sob agitacao de 10
(D e 120 rpm (II). Magnificagdo: x 1000
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Figura 6. Imagens de microscopia eletronica de varredura da estrutura dos biofilmes
mistos dos isolados clinicos orais (C. albicans 324L.A/94 + C. glabrata D1) formados
sob agitacdo de 10 (I) e 120 rpm (II). (A) controle negativo (biofilmes expostos ao meio
de cultura RPMI 1640 sem nanoparticulas de prata (NPs)). (B) controle positivo
(biofilmes tratados com digluconato de clorexidina a 108 pg/mL). (C) biofilmes
tratados com NPs a 108 pug/mL. (D) biofilmes tratados com NPs a 54 pg/mL.
Magnificacao: x 1000



