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Pereira CAA. Avaliação da eficácia da DNase associada a terapia fotodinâmica na inativação 
de biofilmes de isolados clínicos de Candida albicans resistente a fluconazol [dissertação de 
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021. 

RESUMO 
A terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFD) promove a inativação dos microrganismos em 
cultura planctônica, entretanto, biofilmes são menos sensíveis à essa terapia. A resistência dos 
biofilmes de Candida spp. é multifatorial e está associada ao efeito protetor da matriz 
extracelular do biofilme (MEC) que impede a penetração do agente fotossensibilizador (FS) e 
de fármacos. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da enzima DNase I associada à TFD, 
mediada por Photodithazine® (200 mg/L) e Luz LED (660 nm; 50 J/cm2), sobre biofilmes de 
isolados clínicos de C. albicans resistentes ao fluconazol (CaR). Biofilmes de 48 horas foram 
formados a partir das cepas de CaR [ATCC 96901; e dois isolados clínicos (R14 e R70)]. A 
DNase foi utilizada com objetivo de degradar a MEC dos biofilmes e potencializar o efeito da 
TFD. Os biofilmes foram expostos a pré-incubação com DNase por 5 min, seguida da aplicação 
do fotossensibilizador (P) e da Luz (L), de forma isolada ou em associação, originando 8 grupos 
de tratamento (P+L+, P-L+, P+L-, P-L-, P-L-DNase, P+L+DNase, P+L-DNase e P-L+DNase; 
n=12). A eficácia dos tratamentos foi avaliada através dos seguintes métodos: contagem de 
unidades formadoras de colônias (UFC), quantificação de: peso seco total e insolúvel, proteínas 
solúveis e insolúveis, polissacarídeos solúveis em água (WSP) e em álcali (ASP), e DNA 
extracelular (eDNA). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA three-way com pós teste de 
Bonferroni. O tratamento com DNase em associação à TFD (P+L+DNase) apresentou redução 
de 1.92; 1.65 e 1.29 em log10 da viabilidade celular para as cepas ATCC 96901, R14 e R70, 
respectivamente. Também foi observado redução dos componentes da MEC dos biofilmes, 
como WSP e eDNA, bem como sua biomassa insolúvel quando comparados com o grupo 
controle (P-L-). O peso seco total e a quantificação de proteínas não apresentaram diferença 
estatística entre os tratamentos. Todas as cepas apresentaram o mesmo padrão de 
comportamento quando tratadas com DNase, e os componentes da MEC foram afetados, 
potencializando a eficácia da TFD. 

Palavras – chave: Fotoquímioterapia. Candida albicans. Resistência antifúngica a fármacos. 



Pereira CAA. Evaluation of the effectiveness of Dnase associated with photodynamic therapy 
in inactivating biofilms from clinical isolates of Candida albicans resistant to fluconazole. 
[dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021. 

ABSTRACT 

Antimicrobial photodynamic therapy (PDT) promotes microorganisms’ inactivation in 
planktonic cultures; however, the same effect does not occur in biofilms. The resistance of 
Candida spp. biofilms is multifactorial and it has been associated to the protective effect of 
biofilm’s matrix extracellular (MEC) that prevents the penetration of photosensitizing agent 
(PA) and drugs. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of DNase I enzyme 
associated with PDT, mediated to Photodithazine® (200 mg/L) and LED light (660 nm; 50 
J/cm2), on biofilms of fluconazole-resistant C. albicans’ clinical isolates (CaR). 48h-old 
biofilms were formed from the strains of CaR [ATCC96901; and two clinical isolates (R14 and 
R70)]. DNase was used in the aim of degrading the MEC of the biofiilms and potentializing the 
effect of PDT. Biofilms were exposed to pre-incubation with DNase for 5 minutes, followed 
by photosensitizer aplication (P) and the ligh (L), either in isolated or associated form, giving 
rise for 8 groups of treatment (P+L+, P-L+, P+L-, P-L-, P-L-DNase, P+L+DNase, P+L-DNase 
and P-L+DNase; n=12). The effectiviness of treatments was evaluated trough the following 
methods: colony forming unit (CFU) counting, quantification of: total and isoluble dry-weight, 
soluble and insoluble proteins, water-soluble polysaccharides from (WSP) and alkali-soluble 
polysaccharides (ASP), and extracellular DNA (eDNA). The data were analyzed by three-way 
ANOVA test with Bonferroni's post-test. The DNase treatment associated with PDT 
(P+L+DNase) showed a reduction of 1.92; 1.65 e 1.29 in log10 of cell viability to ATCC 96901, 
R14 and R70 strains, respectively. It was also noticed a reduction of biofilms MEC’s 
components, like WSP and eDNA, as well as its insoluble biomass when it’s been compared 
with control group (P-L-). The total dry-weight and the proteins quantification showed no 
statistical diference between treatments. All of the strains showed the same standard behavior 
when treating with DNase, and MEC’s components were affected, improving PDT’s 
effectiveness.  

Keywords: Photochemoterapy. Candida albicans. Antifungal drug resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

Candida albicans é uma das espécies mais prevalentes e patogênicas da cavidade 

oral humana, ela tem sido associada a manifestações clínicas de infecção que variam 

desde lesões mucocutâneas superficiais, como Candidose Orofaríngea (OPC), até formas 

disseminadas da infecção1,2.  

As infecções causadas por Candida spp. são frequentemente associadas ao 

biofilme, que é uma microestrutura complexa de células microbianas aderidas a uma 

superfície e incorporadas dentro de uma matriz extracelular (MEC), composta de 

substâncias derivadas de lise celular ou produzidas e secretadas pelas células 

microbianas3. A MEC contribui para a preservação de biofilmes e para manutenção das 

interações estáveis entre célula-célula, célula-superfície e com o meio ambiente4.  

Além do efeito protetor da MEC realizado pelas β-glucanas, foi demonstrado que 

o DNA extracelular (eDNA) é um componente decisivo da MEC do biofilme de C.

albicans, contribuindo para a integridade estrutural do mesmo9. A evidência para o papel

do eDNA como um componente estrutural da MEC do biofilme bacteriano surgiu a partir

de estudos que mostram que o eDNA é necessário nos estágios iniciais da formação do

biofilme10,11. Além disso, estudos independentes que avaliaram o DNA exógeno e o efeito

da DNase na susceptibilidade antimicrobiana de biofilmes11,12 verificaram uma

associação entre eDNA e o aumento da resistência microbiana aos antibióticos5-8.

Para tratamento da OPC são utilizados os antifúngicos poliênicos, azóis e 

equinocandinas13. Dentre os medicamentos tópicos, a Nistatina tem se mostrado eficaz 

no alívio dos sinais e sintomas clínicos da doença, entretanto, muitas vezes não inativam 

completamente as espécies de Candida,  uma vez que os efeitos diluentes da saliva e 

movimentos da musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a 

concentrações sub-terapêuticas, reduzindo a eficácia deste medicamento1. A prescrição 

de antifúngicos sistêmicos (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) é realiza para 

indivíduos com saúde geral comprometida e em episódios de infecções recorrentes14. 

Porém, é relatada a ocorrência de efeitos hepatotóxicos ou nefrotoxicos com a utilização 

desses medicamentos 1. Além disso, a utilização indiscriminada de antifúngicos tópicos 

ou sistêmicos para o tratamento da OPC pode contribuir no desenvolvimento de 

resistência em espécies de Candida15.  

A resistência antifúngica pode ser definida como a persistência ou a progressão 

de uma infecção após aplicação do tratamento antimicrobiano15. Algumas espécies de 
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Candida possuem resistência intrínseca aos medicamentos antifúngicos, especialmente 

ao fluconazol16. Sendo assim, uma das principais preocupações com a formação de 

biofilmes de Candida spp. é o fato de que suas células podem apresentar sensibilidade 

reduzida contra azóis e poliênicos, devido ao desenvolvimento de resistência17.  

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma modalidade de tratamento utilizada no 

combate ao câncer, e para a inativação de microrganismos18. O processo fotodinâmico 

requer a utilização de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicação de uma luz que seja 

correspondente à banda de absorção do FS, e a presença de oxigênio19. Inicialmente, a 

célula-alvo deve ser tratada com o FS de absorção máxima de luz específica, num 

processo conhecido como fotossensibilização. Em seguida, uma fonte de luz de 

comprimento de onda adequado deve ser acionada para a iluminação do alvo 

sensibilizado. A interação da luz com o FS, na presença de oxigênio, resulta em espécies 

reativas capazes de provocar a inativação celular18, ocorrendo a transferência de elétrons 

ou hidrogênio (reação do tipo I) ou pela transferência de energia ao oxigênio (reação do 

tipo II), permitindo a produção de espécies reativas de oxigênio18. Dessa forma, qualquer 

macromolécula celular pode ser considerada como alvo para a terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (TFD) e como o FS é aplicado externamente à célula, a membrana celular 

é considerado o alvo inicial19. 

Os FSs mais utilizados na TFD são predominantemente das famílias das 

porfirinas20 e das fenotiazinas21. Entretanto, uma nova classe de FS vem sendo empregada 

na TFD, os FSs de segunda geração. Dentre estes compostos estão as clorinas, porfirinas 

hidrofílicas reduzidas que apresentam forte banda de absorção na região vermelha (625-

740 nm) do espectro fotomagnético. O Photodithazine ® (PDZ) é uma clorina e6 solúvel 

em água e utilizada com sucesso na TFD contra o câncer, devido ao seu alto rendimento 

quântico de formação de oxigênio singleto22. 

A TFD mediada pelo PDZ promoveu redução significativa na viabilidade de 

culturas planctônicas de C. tropicalis e C. glabrata enquanto cinco cepas de C. albicans 

foram completamente inativadas após a TFD. Quando avaliado o biofilme, TFD 

promoveu redução na viabilidade celular equivalente a 0.9 log10 (UFC/mL) para C. 

albicans e 1.4 e 1.5 log10 (UFC/mL) para C. tropicalis e C. glabrata, respectivamente20. 

Outro estudo, utilizando modelo murino de candidose, avaliou a eficácia da TFD, 

mediada pelo PDZ e Luz LED na inativação de C. albicans resistente a fluconazol (ATCC 

e isolados clínicos)23. Os resultados demonstraram que a TFD promoveu redução na 

ordem de 1.15 a 1.96 log10, dependendo da cepa avaliada (R15, ATCC 96901, 
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respectivamente), enquanto em outra cepa (R10) não houve decréscimo na quantidade de 

UFC, portanto foi menos sensível à TFD.  

A resistência dos biofilmes de Candida spp. é multifatorial e está associada a 

fatores como o estado fisiológico das células, a ativação de bombas de efluxo de 

fármacos24 e o efeito protetor da MEC do biofilme realizado pelas β-glucanas, que se 

ligam ao fluconazol25 e à anfotericina B, impedindo a penetração de fármacos no 

biofilme16. A utilização de enzimas pode degradar a matriz do biofilme de cepas de 

Candida susceptível a fluconazol26,27, uma vez que o tratamento de biofilmes maduros 

com 50 µg/mL de DNase resultou numa diminuição de 30% de biomassa de biofilme, de 

forma semelhante à observada para os tratamentos com proteinase K 2. A incubação de 

biofilmes maduros de 48 h de cepas susceptíveis e resistentes ao fluconazol por 5 minutos 

com diferentes enzimas hidrolíticas (Dextranase, β-glucanase e DNase), sozinhas ou em 

associação, evidenciou que a enzima DNase apresentou o melhor resultado, reduzindo 

significativamente o eDNA e proteínas solúveis da matriz de ambas as cepas; e 

polissacáridos solúveis em água (WSP) da matriz C. albicans resistente (CaR)28. A 

redução da proteína solúvel e do teor de WSP pela DNase indica que esses componentes 

da matriz podem estar entrelaçados com o eDNA7. Neste mesmo estudo, biofilmes de 48h 

de cepa susceptível (ATCC 90028) foram incubados com DNase por 5 min, seguido de 

incubação com PDZ por 20 min e exposição à Luz LED (660 nm, 50 J/cm²). Os resultados 

demonstraram que o pré-tratamento com DNase permitiu a penetração do PDZ em 

camadas mais profundas de biofilme, consequentemente, o efeito da TFD foi 

potencializado, demonstrando uma redução significativa da viabilidade celular e da 

quantidade de eDNA da matriz do biofilme. Dessa forma, a DNase afetou a composição 

da matriz melhorando a penetração do fotossensibilizador e a eficácia da TFD.  

Com base nos resultados deste estudo, julga-se oportuno avaliar se a aplicação da 

enzima DNase poderia potencializar a ação da TFD em biofilmes de cepas resistentes, 

melhorando a eficácia da terapia. Além disso, para aumentar a relevância do estudo e a 

abrangência dos resultados obtidos, serão avaliadas outras duas cepas que são isolados 

clínicos também resistentes ao fluconazol. 
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7 CONCLUSÃO 

1. A enzima DNase interferiu nos componentes da matriz extracelular dos biofilmes de

C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901 e dos isolados clínicos R14 e

R70), potencializando o efeito antimicrobiano da TFD;

2. A viabilidade celular dos biofilmes das cepas avaliadas foi reduzida quando a enzima

DNase foi combinada com TFD;

3. A exposição dos biofilmes à enzima DNase seguida de TFD reduziu o eDNA, o WSP

e o peso seco insolúvel dos biofilmes das três cepas avaliadas;

4. O peso seco total, as proteínas solúveis e insolúveis e a quantidade de polissacarídeos

solúveis em álcali (ASP) apresentaram valores semelhantes independente do tipo de

tratamento realizado.
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