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RESUMO

O estudo tem como objetivo avaliar a susceptibilidade ao fluconazol e a expresséo de
genes de viruléncia e envolvidos na sintese de ergosterol de cepa de Candida albicans
resistente a fluconazol (ATCC 96901) presentes nas linguas de camundongos
submetidos a aPDT associada a Nistatina. Para isso, coldnias recuperadas de animais
submetidos ao tratamento com aPDT e Nistatina (NIS) bem como a associacéo
(NIS+aPDT e aPDT+NIS), foram armazenadas em glicerol 50% e utilizadas para o
Teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM). Além disso, as linguas dos animais submetidos aos tratamentos foram
armazenadas em RNAlater (RNAlater Tissue Collection: RNA Stabilization Solution
Protocol Ambion®) em freezer -80°C para avaliacdo da expressao génica. Para
realizacdo do teste CIM, as cepas foram reativadas em placas de Agar Sabouraud
Dextrose (SDA), cultivadas em estufa 35°C por 48 h e avaliadas seguindo o método
de microdiluicdo em caldo (CLSI) com algumas modificacbes. Foram realizadas
diluicbes seriadas de fluconazol (variando de 2 a 1024 pg/ml) em meio RPMI 1640 (2
X concentrado), em suspensdes (0,5x10° a 2,5x10® UFC/mL). As placas foram
incubadas a 35°C e observadas quanto a presenca ou auséncia de crescimento apés
24 h, além disso, foi realizado plagueamento (CFM). Foram consideradas as menores
concentracdes de fluconazol que resultaram em inibicdo de pelo menos 50% do
crescimento. A quantificacdo da expressdo génica foi realizada por meio da técnica
quantitativa de Transcricdo Reversa da reacdo em cadeia de polimerase (RT-gPCR)
utilizando primers especificos para os genes de viruléncia (ALS1; HWP1; EFG1,
CAP1; CATL1; SOD1; SAP1; PLB1 e LIP3) e genes envolvidos na sintese do ergosterol
(ERG1; ERG11; ERG3 e ERG25). Novos primers para os genes ERGs foram
desenhados (Oligo Software™) a partir de sequéncias obtidas do "Pubmed". Os
primers foram sintetizados e testados in vitro pela técnica de PCR utilizando um painel
de DNA gendmico de diferentes espécies de Candida, com seus produtos visualizados
em gel de agarose. Reacdes de gqPCR foram realizadas para determinar a
concentracdo 6tima e a eficiéncia dos primers. Para analise da expressao génica, as
linguas foram submetidas a extracdo e purificacdo de RNA. O cDNA foi sintetizado e
a técnica de RT-gPCR realizada. Os dados de CFM e expresséao foram analisados por
Andlise de Variancia (a = 0,05). Os resultados do CFM po6s CIM foram avaliados por
ANOVA seguida do pés-teste de Tukey (a=0,05). Foi verificado que, independente do
tratamento aplicado e do momento da coleta (24h ou 7 dias apds tratamento), as
cepas recuperadas foram semelhantes ao grupo P-L-(animais sem tratamento).
Demonstrando que ndo houve modificagdo do perfil de resisténcia da cepa ao
fluconazol nas concentracdes testadas. Em relacdo a expressao génica, 0s primers
delineados ndo foram especificos somente para C. albicans. No presente estudo, foi
observado que o0s genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25 apresentaram
comportamento semelhante, com reducdo da expressao génica nos grupos onde
foram realizados os tratamentos em comparagcao com o grupo controle (P-L-). Os
resultados demonstraram que os tratamentos reduziram a expressao dos genes



ALS1, EFG1, CAP1, LIP3, SAP1 e SOD1 em todos 0s grupos experimentais avaliados
em relacdo ao controle (P-L-). Quando utilizada a terapia combinada (aPDT+NIS,
NIS+aPDT), houve reducdo mais acentuada na expressao dos genes ALS1, LIP3,
SAP1 e SODL1. A expresséo do gene EFG1, foi estatisticamente semelhante em todos
0S grupos de tratamento e menor que no grupo controle (P-L-). Para os genes CAT1
e SOD1, né&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos aPDT e aPDT+NIS.
Para os genes CAP1, EFG1, HWPL1 e LIP3, os grupos P-L+ e aPDT néo apresentaram
diferenga estatistica entre si. Para os genes CAP1l, EFG1 e HWP1 ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos de tratamento NIS e os que foram avaliados a
associacao das terapias (NIS+aPDT e aPDT+NIS). Ndo houve expresséao detectada
para o gene PLB1. A associacao de terapias ndo alterou a susceptibilidade fungica ao
fluconazol e reduziu a expressao dos genes ERG1, ERG3, ERG11, ERG25, ALS1,
EFG1, SAP1, LIP3, CAP1 e SOD1.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Expressao Génica.



Jordao CC. Expression of virulence and involved in the synthesis of ergosterol of
Candida albicans resistant to fluconazole submitted to antimicrobial photodynamic
therapy associciated with antifungal [dissertacéo]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the susceptibility to fluconazole and the
expression of virulence genes and involved in ergosterol synthesis of fluconazole
resistant strain of Candida albicans (ATCC 96901) present in the mouse’s thongue
submitted to aPDT associated with Nystatin. For this, colonies recovered from animals
submitted to treatment with aPDT and Nystatin (NIS) as well as their association (NIS
+ aPDT and aPDT + NIS) were stored in 50% glycerol and used for the Minimum
Inhibitory Concentration Test (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC). In
addition, part of the tongue of the treated animals were stored in RNAlater (RNAlater
Tissue Collection: RNA Stabilization Solution Protocol Ambion®) in -80 °C freezer for
evaluation of gene expression. To accomplish the MIC test, the strains were reactivate
in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) plates, grown in a 35 °C oven for 48 h and
evaluated using the broth microdilution method (CLSI) with some modifications. Serial
dilutions of fluconazole (ranging from 2 to 1024 pg / ml) in RPMI 1640 medium (2x
concentrate) were performed in suspensions (0.5x102 to 2.5x102 CFU / ml). The plates
were incubated at 35 ° C and observed for presence or absence of growth after 24 h,
plating was also performed (CFM). The lowest concentrations of fluconazole that
resulted in inhibition of at least 50% growth were consider. The quantification of the
gene expression was performed using quantitative Reverse Transcription-quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR) using specific primers for the virulence genes
(ALS1; HWP1; EFGL1; CAP1; CATL1; SOD1; SAP1; PLB1 and LIP3) and genes involved
in the synthesis of ergosterol (ERG1; ERG11; ERG3 and ERG25). New primers for the
ERG genes were designed (Oligo Software ™) from sequences obtained from
"Pubmed". The primers were design and tested in vitro by the PCR technique using a
panel of genomic DNA from different Candida species, with their products visualized
on agarose gel. Reactions of qPCR were performe to determine the optimum
concentration and efficiency of the primers. For the analysis of the gene expression,
the tongue were submitt to the extraction and purification of RNA. The cDNA was
synthesized and the RT-gPCR technique was performed. The CFM and expression
data were analyzed by Analysis of Variance (a = 0.05). The results of the CFM before
MIC were evaluated by ANOVA followed by the Tukey post-test (a = 0.05). Regardless
of the treatment applied and the time of collection (24h or 7 days after treatment), the
recovered strains showed a similar behavior to the P-L- group. Demonstrating that
there was no change in the resistance profile of the strain to fluconazole at the
concentrations tested. Regarding the g-PCR data, the designed primers were not
specific only for C. albicans. All primers presented ideal Melt Curves, correlation
coefficient =1 and efficiency between 90-110%, with slope =-3.3. In the present study,
the expression of ERG1, ERG3, ERG11 and ERG25 genes presented similar behavior,
with reduction expression in the groups that the treatments were performe in
comparison with the control group (P-L-). The results showed that the treatments
reduced the expression of ALS1, EFG1, CAP1, LIP3, SAP1 and SOD1 genes in all the
experimental groups evaluated in relation to the control (P-L-). When combined
therapy (aPDT + NIS, NIS + aPDT) was use, there was pronounce reduction in the



expression of ALS1, LIP3, SAP1 and SOD1 genes. EFG1 gene expression was
statistically similar in all treatment groups and lower than in the control group (P-L-).
For the CAT1 and SOD1 genes, no statistical difference was observe between aPDT
and aPDT + NIS groups. For the CAP1, EFG1, HWP1 and LIP3 genes, the P-L + and
aPDT groups showed no statistical difference between them. For the CAP1, EFG1 and
HWP1 genes, there was no statistical difference between the NIS treatment groups
and those that evaluated the association of the therapies (NIS + aPDT and aPDT +
NIS). There was no expression detected for the PLB1 gene. The association of therapy
did not change the fungal susceptibility to fluconazole and reduced expression of
genes ERG1, ERG3, ERG11, ERG25, ALS1, EFG1, SAP1, LIP3, CAP1 and SOD1.

Keywords: Photochemotherapy. Candida albicans. Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida pertencem a microbiota da cavidade oral, trato
gastrointestinal e vagina de individuos saudaveis. Fatores predisponentes podem
fazer com que esses micro-organismos atuem como patdégenos oportunistas, sendo
responsavel pelo desenvolvimento de infeccdo. Candida albicans é considerada a
espécie mais prevalente e patogénical. Essa espécie tem sido associada a
manifestacdes clinicas de infeccdo que variam desde lesGes mucocutaneas
superficiais, tais como Candidose Orofaringea (OPC) até formas disseminadas da
infeccdo?. A OPC tem sido relatada em pacientes que utilizam medicamentos
imunossupressores apos transplante de 6rgaos, antibidticos de amplo espectro,
diabéticos, terapias antineoplasicas e nos que possuem imunossupressao relacionada
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e ndo fazem uso de anti-
retrovirais'.

A patogenicidade das diferentes espécies de Candida parece ser mediada por
diversos fatores de viruléncia, os quais podem ser entendidos como as caracteristicas
ou produtos microbianos que possibilitam a interacdo com as células do hospedeiro
causando algum tipo de dano3®“. Os principais fatores de viruléncia identificados nas
espécies de Candida sao: capacidade de contornar as defesas do hospedeiro, adeséo
e formacao de biofilme em tecidos humanos e superficies abidticas®® e a producéo de
enzimas hidroliticas com capacidade de destruicéo tecidual®. A capacidade de adeséo
das células de Candida albicans ao hospedeiro tem sido relacionada com o gene
aglutinina (ALS1), que é responsavel por codificar a proteina de adesado celular, a
adesina’. Ainda, este fungo possui a habilidade de adaptacao as alteracdes no pH do
ambiente, flexibilidade metabdlica e resposta ao estresse oxidativo. Como protecéo e
em resposta ao estresse oxidativo, 0 mesmo expressa genes antioxidantes, entre eles
CAP1, CAT1 e SOD1 que ativam vias que auxiliam na protecdo contra radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (ROS)®12, Além desses fatores, o gene EFG1 atua
como um fator de transcri¢cdo, regulando a transcricdo de genes que sao responsaveis
pela formacéo do biofilme3. A formacéo de hifas, mediada pelo gene HWP1, facilita a
adesdo e invasdo do fungo no tecido do hospedeiro!®. As lipases sdo enzimas que
degradam lipideos e séo codificadas por varios genes, entre eles o LIP3, que permite
o crescimento do biofilme na mucosa'®. Além disso, C. albicans também possui a
capacidade de invasao tecidual pela ruptura da membrana celular do hospedeiro, por
meio da secrecao de enzimas degradativas como as fosfolipases (por exemplo,

PLB1)'® e as proteinases (por exemplo, SAP1)!!. Além disso, a avaliagdo da
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expressao desses genes apos o0s tratamentos pode ajudar a entender os mecanismos
de acado do microrganismo frente aos tratamentos propostos.

Para tratamento da OPC, tém sido utilizados os antifungicos derivados
poliénicos, azélicos e equinocandinas!’. Os agentes poliénicos, particularmente a
nistatina, sdo os medicamentos topicos mais utilizados e tem se mostrado eficazes no
alivio dos sinais e sintomas clinicos da doenca, entretanto, muitas vezes nao eliminam
completamente as espécies de Candidal'® Os efeitos diluentes da saliva e
movimentos da musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a
concentragdes subterapéuticas, o que reduz a eficacia deste medicamento?.
Consequentemente, a re-colonizacdo da mucosa bucal pelo microrganismo tem sido
frequente apds a utilizacdo do antifingico, o que leva a infeccdes recorrentes?®. A
prescricdo de antifingico sistémico (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) tem sido
instituida em individuos com saude geral comprometida e em episodios de infeccdes
recorrentes?®. Esses agentes vém sendo amplamente empregados para o tratamento
da candidose, especialmente em pacientes imuno-comprometidos, porém tem sido
relatado a ocorréncia de efeitos hepatotdxicos ou nefrotdxicos com a utilizacao desses
medicamentos?, além de resisténcia antifiingica?..

A utilizacdo indiscriminada de antifiungicos tépicos ou sistémicos para o
tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resisténcia em espécies de
Candida?l-?. Resisténcia antifiingica pode ser definida como a persisténcia ou a
progressdo de uma infeccdo apos aplicacdo do tratamento?t. Em C. albicans essa
resisténcia é principalmente secundaria, que € aquela adquirida apés longos periodos
de exposicdo ao farmaco?*. Além disso, a organizacdo dos microrganismos em
biofilmes proporciona prote¢do adicional, possibilitando a sobrevivéncia desses
patégenos mesmo quando aplicada a terapia antifungica®.

Em C. albicans, a resisténcia ao fluconazol € um processo multifatorial?>23 com
combinacdo de diferentes mecanismos moleculares. Um exemplo € a inducdo da
expressao de genes que codificam proteinas de transporte de membrana (bombas de
efluxo), as superfamilias ABC (cassete de ligacdo ao ATP) e MFS (facilitadores) que
altera a interacdo entre agentes antifingicos azéis, pois a superexpressdo dessas
proteinas transportadoras de membrana, reduzem o acumulo do antifingico no meio
intracelular?12247-50_ Além disso, a resisténcia pode ser oriunda de fatores ambientais
que promovem a colonizagao flingica ou a substituicdo de espécies?'. Os antiflingicos

azois apresentam acdo na sintese de ergosterol, atuando na expressdo de genes e
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proteinas, alteracdes nesta via podem induzir resisténcia. Os genes ERGs regulam a
sintese de ergosterol pela modulacdo da enzima alvo na via de sintese de esterdis, a
14a-lanosterol-desmetilase. Esta enzima é fundamental para a producéo de ergosterol
e a inibicdo em sua atividade resulta em ruptura da membrana celular promovendo a
inibicdo do crescimento do fungo?’. Assim, o fluconazol, contribui para a regulacéo
positiva dos genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25, que poderia induzir resisténcia
fenotipica®’. Outro mecanismo de resisténcia aos azdis, envolve a calcineurina,
proteina envolvida na mediacdo da resposta celular aos antifungicos e ha modulacao
do estresse oxidativo. Essa proteina € ativada quando se liga a calmodulina na
presenca de ions Ca*?e afeta a expressdo génica via transcri¢éo de reguladores como
Crzlp, atua fazendo com que o fungo tolere meios mais salinos e alto pH, além do
estresse de membrana?’. A resposta a esse estresse de membrana envolve Hsp90
(“Heat Shock Proteins”), que € uma chaperona essencial na sinalizagao celular e
dependente da co-chaperona Sgtl. Essa via € capaz de ocasionar a perda da funcéo
do gene ERG3 na biossintese do ergosterol, tendo assim uma reducao significativa
na concentracéo de ergosterol na membrana®L.

Considerando o aumento na incidéncia de patdgenos resistentes aos
antifngicos convencionais e a toxicidade dos medicamentos utilizados, estudos tém
buscado estratégias para inviabilizacdo de espécies fangicas resistentes aos
tratamentos convencionais. A terapia fotodinAmica antimicrobiana (aPDT) € uma
modalidade de tratamento que tem sido utilizada no combate ao cancer, e também
sugerida para a inativacdo de microrganismos?>2?’. O processo fotodinamico requer a
utilizacdo de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicacdo de uma luz que seja
correspondente a banda de absorcédo do FS, e a presenca de oxigénio?. Inicialmente,
a célula-alvo deve ser tratada com o FS (fotossensibilizacdo). Em seguida, uma fonte
de luz de comprimento de onda adequado deve ser acionada para a iluminagédo do
alvo sensibilizado. A interacao da luz com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em
espécies reativas capazes de induzir a inativacdo celular?®. Tem sido sugerido que
esse mecanismo envolve a absorcao de fotons da fonte de luz pelo FS, o que leva
seus elétrons a um estado excitado. Na presencga de oxigénio, o FS excitado pela luz
pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferéncia de elétrons ou
hidrogénio (reacdo do tipo I) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio com
formacéo de oxigénio singleto (reagao do tipo Il), induzindo a producao de espécies

reativas?>3. Ambos os caminhos podem levar a morte celular. As espécies reativas
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possuem reatividade ndo especifica com moléculas organicas e podem causar danos
irreversiveis em alvos celulares, tais como a lise da membrana e inativacdo de
proteinas. Dessa forma, qualquer macromolécula celular pode ser considerada como
alvo para a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) e como o FS é aplicado
externamente a célula, a membrana celular é considerado o alvo inicial>>?°. Os FSs
mais utilizados na aPDT sdo predominantemente das familias das porfirinas®! e das
fenotiazinas®?. Alguns estudos in vivo3334 associaram a iluminacéo a diferentes FSs
(Photoghen® e azul de metileno) em modelo murino, reduzindo significativamente a
viabilidade de C. albicans. A utilizacdo da aPDT mediada pelo Photogem® também foi
investigada como método para desinfecgdo clinica de préteses totais® e para
tratamento de estomatite protética®®, e os resultados demonstraram uma reducéo
significativa dos microrganismos e da inflamacéao.

Atualmente, uma nova classe de FS vem sendo empregada em aPDT, os FSs
de segunda geracao. Dentre estes compostos estédo as clorinas, porfirinas hidrofilicas
reduzidas que apresentam forte banda de absorc¢ao na regido vermelha (625-740 nm)
do espectro eletromagnético. O Photodithazine ® (PDZ) é uma clorina €6, soluvel em
agua®’ e tem sido utilizada com sucesso na aPDT contra o cancer, devido ao seu alto
rendimento quantico de formacéo de oxigénio singleto®®. Esse FS apresenta periodos
curtos de sensibilizacédo e alta banda de absor¢éo no espectro eletromagnético (650
a 680 nm), o que o permite atravessar com maior profundidade os tecidos biolégicos
melhorando a acdo da aPDT?°, além de produzir niveis mais elevados de oxigénio
singleto®®. Em estudos preliminares foi observado que a aPDT mediada pelo PDZ
associada a luz LED promoveu reducao significativa na viabilidade de culturas
planctonicas de Candida tropicalis e Candida glabrata, além disso, cinco cepas de C.
albicans foram completamente inativadas ap6s a aPDT*°. J4 para o biofilme, aPDT
promoveu reducdo na viabilidade celular equivalente a 0,9 logio (UFC/mL) para C.
albicans e 1,4 e 1,5 logio (UFC/mL) para Candida tropicalis e Candida glabrata,
respectivamente*®. Quando um biofilme misto formado por C. albicans, C. glabrata, e
Streptococcus mutans foi submetido & aPDT com o PDZ foi observada uma reducéo
significativa na viabilidade das col6nias das trés espécies avaliadas e uma reducéo
significativa na atividade metabdlica dos biofilmes submetidos a aPDT*!. Em estudo
in vivo em modelo murino de candidose a associa¢gao de 100 mg/L de PDZ com LED
promoveu reducéo fangica de 4,36 logio 2.

Um estudo realizado recentemente modificou o protocolo de inducdo de
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candidose em animais de forma a possibilitar o tratamento da lesdo com a aplicacéo
da aPDT*3. Neste estudo, os animais foram contaminados com uma cepa padréo de
C. albicans suscetivel ao fluconazol. E os autores observaram que o modelo de
inducdo de candidose mimetiza e mantém a infecdo, e que aPDT foi efetiva no
tratamento da candidose oral em camundongos contaminados com a cepa suscetivel.
Em outro estudo**, foi avaliado o efeito da aPDT isoladamente em camundongos
infectados com CaR, e os resultados demonstraram que aPDT se comportou de forma
semelhante a Nistatina. Nesse contexto, visando reducfes maiores na contagem de
colénias e remisséo da infeccdo, os autores realizaram a combinagcdo de terapiais
(@PDT+NIS e NIS+aPDT) que promoveu reducdo de 2,6 logio e 2,1 logio para os
grupos aPDT+NIS+ e NIS+aPDT, respectivamente, 24 horas apds os tratamentos.
Além disso, a andlise macroscopica revelou remissdo das lesdes orais, e a analise
histol6égica demonstrou expressiva reducdo da reacao inflamatéria tecidual com
caracteristicas histolégicas de normalidade*. Embora estudos ja tenham avaliado o
efeito da aPDT em suspensfes planctonicas, biofilmes, em animais e humanos, os
efeitos que as aplicacdes sucessivas da aPDT e das terapias combinadas causariam
na expressédo de genes envolvidos com fatores de viruléncia de C. albicans e sintese

de ergosterol ainda ndo foram avaliados até o presente momento.

Como relatado, o mecanismo de acdo da aPDT é baseado na producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais sdo as responsaveis por causar o dano
celular por meio de stress oxidativo. Essas ROS, tais como o radical superéxido (0%
), radical hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto, podem
acarretar danos a integridade celular®®. Tem sido sugerido que a presenca de ions
Fez+, O2 e H202 podem levar a reacdo quimica de Fenton, culminando na producéo
de radicais extremamente reativos aos constituintes celulares como DNA, lipideos,
proteinas e outras macromoléculas. Dessa forma, o dano oxidativo causado no DNA
pode contribuir para a instabilidade genética e possivel mutacdo nas células*®. Foi
reportado efeito genotdxico da luz LED azul (455 nm) com aplicacéo de 37,5 J/cm? de
dose de luz sobre C. albicans*®. Dessa forma, com base nos estudos acima citados,
seria importante avaliar além do efeito antimicrobiano da luz LED, seu possivel efeito
na expressao de genes relacionados a viruléncia e envolvidos na sintese de ergosterol
de espécies de Candida.

Na literatura pertinente ha poucos estudos que avaliaram a resposta da cepa

ATCC 96901 (resistente a fluconazol) quando submetida a diferentes tratamentos in
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vitro bem como o comportamento dos genes especificos ou produtos desses genes®?*

%5 Néo ha relatos de estudos que investigaram os efeitos da aPDT e sua associacdo
com a Nistatina sobre a expressao génica. Aléem disso, com a finalidade de avaliar se
a suscetibilidade de C. albicans ATCC 96901 ao fluconazol pode ser alterado pelos
tratamentos propostos in vivo foi avaliada a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
apos os tratamentos e a Concentracado Fungicida Minima (CFM).
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que:

v A PDT nao alterou o perfil a resisténcia da cepa ao Fluconazol uma vez que
todos os grupos avaliados (P+L-, P-L+, PDT, NIS, PDT +NIS, NIS+PDT)
apresentaram comportamento semelhante ao grupo P-L- (controle positivo),
independente do momento da coleta;

v' Os diferentes tratamentos avaliados promoveram reducdo na expressao dos
genes relacionados com a biossintese do ergosterol (ERG1, ERG3, ERG11 e
ERG25);

v" Foi observado reducdo na expressdo do gene ALS1 quando realizadas as
terapias combinadas (NIS+aPDT e aPDT+NIS), aPDT ou NIS isoladamente;

v' Para o gene EFG1 foi observado reducéo na expressédo em todos os grupos de
tratamento avaliados (aPDT, NIS, NIS+aPDT, aPDT+NIS), sugerindo reducéo
na capacidade de dimorfismo e formacéao de biofilme;

v" Nos grupos de tratamento onde a nistatina estava presente (NIS, NIS+aPDT ou
aPDT+NIS) foi observado aumento na expressao do gene HWP1, sugerindo
aumento na capacidade de formacao de biofilme e o dimorfismo;

v' O gene SAP1 e o LIP3 apresentaram reducdo na expressdo apoés terapia
combinada (NIS+aPDT e aPDT+NIS), aPDT e NIS, sugerindo reducdo na
capacidade de invaséo tecidual;

v" No que se refere ao estresse oxidativo, foi observado reducéo na expresséao dos
genes CAP1 e SOD1 nos grupos tratados com aPDT, NIS, NIS+aPDT e
aPDT+NIS. Por outro lado, os tratamentos que envolveram aPDT provocaram
aumento na expressao do gene CAT1,;

v A expressao do gene PLB1 ndo foi identificada no tipo de amostra

avaliada no presente estudo;
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