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Bellini A. Influéncia da matriz extracelular na susceptibilidade de Candida albicans em
biofime apds sucessivas aplicacbes de terapia fotodindmica antimicrobiana
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) promove a inativacdo de Candida
albicans em suspenséo, entretanto, a completa inativacao do fungo em biofilmes ainda
nao foi observada. A tolerancia de C. albicans em biofilme é multifatorial e tem sido
associada a fatores como o efeito protetor da matriz extracelular (MEC) do biofilme
qgue dificulta a penetracdo de antifungicos e outros farmacos. Dessa forma, esse
estudo avaliou a influéncia da MEC na susceptibilidade de C. albicans em biofilme a
aPDT, mediada por Photoditazine® (PDZ) associado ao diodo emissor de luz (LED).
Foram formados biofilmes de C. albicans (ATCC 90028). Apo6s 48 horas, todos 0s
biofilmes foram submetidos as seguintes condicbes de tratamento: 1) aPDT [os
biofilmes foram incubados por 20 minutos com PDZ (25 mg/L) e iluminados com LED
(660 nm, 18 J/cm?); n=6]; Il) DNase+aPDT [os biofilmes foram incubados por 5
minutos com DNase | (20 unidades/mL) e submetidos a aPDT; n=6]; Il
sonicacdo+aPDT [os biofilmes foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) e
submetidos & aPDT; n-6]; ou IV) DNase+sonicacdo+aPDT [os biofilmes foram
incubados com DNase |, sonicados e submetidos a aPDT; n=6]. A seguir, nos
biofilmes remanescentes foram realizadas dez aplicagbes sucessivas de aPDT. Os
seguintes métodos foram utilizados para avaliar a eficacia das diferentes estratégias
de tratamentos sobre os biofilmes: contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC), quantificacdo do peso seco (total e insoluvel), das proteinas solluveis e
insolaveis, andlise de polissacarideos sollveis em agua (WSP), polissacarideos
soluveis em élcali (ASP), DNA extracelular (eDNA) e Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV). Foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk, Levene e ANOVA two-
way, com nivel de significancia de 5%. Os resultados de UFC foram avaliados apos
cada uma das aplicacdes e de componentes da MEC foram quantificados apés as
aplicacoes 1, 5 e 10. Os resultados demonstraram reducdo na viabilidade celular em
todas as condi¢fes, a maior reducéo (5,7 logio) foi observada na décima aplicacdo da
condicao | (aPDT). Nao houve diferenca significativa nos valores de peso seco total,
peso seco insoluvel e ASP em nenhuma condicdo experimental. Foi observada
reducgéo dos valores de proteinas soluveis apos quinta e décima aplicagdes (p<0,001)
em todas as condic¢des e dos valores de proteinas insolUveis somente apés a primeira
aplicagéo nas condic¢des | e IV (p<0,001). Os valores de WSP e eDNA apresentados
apos os tratamentos foram significativamente menores quando comparados ao grupo
controle (P-L-; p<0,001) em todas as condi¢cdes experimentais. A MEV demonstrou
aparecimento de deformidades nas paredes celulares e reducdo no nimero de células
e aglomerados celulares. As estratégias avaliadas para desestruturacéo do biofilme
nao aumentaram a susceptibilidade de C. albicans a aPDT.

Palavras—chave: Candida albicans. Biofilmes. Matriz extracelular. Fotoquimioterapia.



Bellini A. Influence of extracellular matrix on susceptibility of Candida albicans in biofilm
after successive applications of antimicrobial photodynamic therapy [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) promotes the inactivation of Candida
albicans in suspension, however, complete inactivation of fungus in biofilms has not
yet been observed. The tolerance of C. albicans biofilms is multifactorial and has been
associated with factors such as the protective effect of the extracellular matrix (ECM)
of the biofilm, making it difficult for antifungals and other drugs to penetrate. Thus, this
study evaluated the influence of ECM on the susceptibility of C. albicans biofilms to
aPDT, mediated by Photoditazine® (PDZ) associated with light-emitting diode (LED).
Biofilms of C. albicans strain (ATCC 90028) were formed. After 48 hours, biofilms were
submitted to the following treatment conditions: ) aPDT [biofilms were incubated for
20 minutes with PDZ (25mg/L) and illuminated with LED (660 nm, 18 J/cm?); n=6]; II)
DNase+aPDT [biofilms were incubated for 5 minutes with DNase | (20 units/mL) and
subimitted to aPDT; n=6]; 1ll) sonication+aPDT [biofilms were sonicated for 30 seconds
(7 W 170 to 190 J) and submitted to aPDT; n=6]; or IV) DNase+sonication+aPDT
[biofilms were incubated with DNase |, sonicated and submitted to aPDT; n=6]. After,
ten successive applications of aPDT were performed on the remaining biofilms. The
following methods were used to evaluate the effectiveness of different strategies on
biofilms: colony forming units count (CFU), quantification of dry weight (total and
insoluble), soluble and insoluble proteins, analysis of water-soluble polysaccharides
(WSP), alkali-soluble polysaccharides (ASP), extracellular DNA (eDNA) and Scanning
Electron Microscopy (SEM). The Shapiro-Wilk, Levene and two-away ANOVA tests
were used, with significance level of 5%. CFU results were evaluated after each
application and ECM components were quantified after applications 1, 5 and 10. The
results showed cell viability reduction in all experimental conditions, the greatest
reduction (5.7 logio) was observed in tenth application of condition | (aPDT). There
was no significant difference in the values of total dry weight, insoluble dry weight and
ASP in any experimental condition. A reduction in values of soluble protein was
observed after the fifth and tenth applications (p<0.001) in all conditions and in values
of insoluble proteins only after the first application under conditions | and IV (p<0.001).
The WSP and eDNA values presented after the treatments were significantly lower
when compared to the control group (P-L-; p<0.001) in all experimental conditions.
SEM showed the appearance of deformities in the cell walls and a reduction in the
number of cells and cell slusters. The strategies evaluated for biofilm disruption did not
increase the susceptibility of C. albicans to aPDT.

Keywords: Candida albicans. Biofilms. Extracellular matrix. Photochemotherapy.



SUMARIO

(R RI0] 510070 TR 12
2 OBUIETIVO.. ittt ettt ettt e e e e e e et e aaaaaeeas 15
2.1 ODbjetiVOS ESPECITICOS ...ttt 15
3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt et e 16
3.1 Candidaalbicans @ Biofilme.........cuuuiiiiiiiiii e 16
3.2 Resistencia ANtifUNQICa......cooiiiiii i 17
3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana..........cccccooeeeiiiiiiiiiiiice e, 18
3.4 Desestruturacdo Quimica por meio da Utilizacdo de Enzimas........cccccceee..... 21
3.5 Desestruturacdo Mecanica por meio de SONICAGA0............cvvvvvviiiiiiiieeeeeeeeeannn, 22
AMATERIAL EMETODO.......coiiiteeieceeceee et steeee et es e ste et es e stesaestensennasesaees 24
Y = L= - | PP 24
4.1.1 MateriaiS d€ CONSUIMO...ccuiiiiieeeeeieiiiiiiiiiiiiiitt e ettt et aaeaeeaaeaasaeaeeasessaasaaseeenrereeees 24
A [ oY {0 0 01T 1=V 25
4.1.3 EQUIPAMENTOS .. .uiiiiie e e e e e et e e s e e e e e e e e e e e e e e e e et aan e e e eaeaaaeeeeeeaaenrnarannna 26
=3 (o Yo [ USSP 26
4.2.1 Formacao de biofilme de Candida albicans.............cccoovvvvviiviiiiiciiiiiiee e 26
4.2.2 Preparo do fotossensibilizador e parametros de irradiag&o.............cc......... 27
4.2.3Preparo daenzimabDNAaSE |.......oooooiiiiiiiiiiccce e 28
4.2.4 CoNAIGOES EXPEITMENTAIS. ...uutiriiiiiiiiiieeee e et e e e e e e e e e e 28
4.2.4.1 Condicao I: os biofilmes foram submetidos aaPDT.......cccccoeeeiiiieieiininnnnn, 28
4.2.4.2 Condicao IlI: os biofilmes foram tratados com DNase e, a seguir,

SUDMELIAOS @ aPDT ... 29
4.2.4.3 Condicéao lll: os biofilmes foram submetidos a sonicacdo e, a seguir,

SUDMELIAdOS @ APDT ... 30
4.2.4.4 Condicdo IV: os biofilmes foram tratados com DNase, seguida da

SONICACAO0 € A APDT ... 31
4.2.5 Avaliacédo da eficacia dos tratamentos avaliados..........ccccvvvvveiiiiieiiieeeeeeene, 32
4.2.5.1 Contagem de unidades formadoras de colOnias...........cccceeeveiiiiiiiiiiinnnnnn. 33
4.2.5.2 PES0 SECO tOTAL...uuuiiiiiiii e 34
4.2.5.3 Quantificagao de ProteiNas.........ccccuriiiiiiiiiiie e 34
4.2.5.3.1 Proteinas solUVeis da MatlizZ.......cccuuuuuiiiiiiieeiieeeeee e eeeee e 35
4.2.5.3.2 Proteinas insoluveis do biofilme........ccccceeeeiiiiiiiiiii e 35
4.2.5.4 Andlise de polissacarideos sollveis em Agua..........cccccvvvvviiiiiiieeeeeeeeeeee, 36
4.2.5.5PeS0 SECO INSOIUVEL.....ccc e i 36
4.2.5.6 Andlise de polissacarideos soltveis em alcali..........cccccoccieeeeeiiiinn, 37
4.2.5.7 Analise de DNA extracelular.............uuioiiiiiiiii i 38
4.2.5.8 Microscopia Eletrénicade Varredura...........cccocoeeeeiiiiiiiiiiciceee e 39
5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS.......cooeieeetecieeeee e en e 40
5.1 Analise Estatistica de Unidades Formadoras de ColOnias.........ccccccccvvvvveennnnn. 40
5.2 Andlise Estatistica da Caracterizagdo do Biofilme...........ccccceiiiiiiii i 40
B RESULTADOS . ... et e e e et e e e et e e e e e e eaaa s 41
6.1 Unidades Formadoras de ColONias. ... 41

6.2 Caracterizag8o do Biofilme.... ..o 46



6.2.1 Resultados da caracterizacdo do biofilme apds a primeira aplicacdo de

= | 15 PSPPI 46
6.2.1.1 PeS0 SECO tOtaAl (MQ).uiiiieiiiiie e e e e e 46
6.2.1.2 PeS0 SeCO INSOIUVEl (IMQ)..uuuuriiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e 47
6.2.1.3 Proteinas solUveis damatriz (JO). .. .eeeeeereeeeeeeeeeee e a e e a7
6.2.1.4 Proteinas insolUveis do biofilme (Ug)....ccccccveeeeeiiiii e a7
B.2.1.5 WSP (). ettt ettt ettt ettt 48
I G NS N (7o | PSRRI 49
B.2.1.7 EDINA (M) .ttt ittt e e e e e e e e e e e e e e e 49
6.2.2 Resultados da caracterizacdo do biofilme apds a quinta aplicacdo de

=L I PP PPPPPPPRRRPPRR 52
6.2.2.1 PeS0 SECO tOtal (IM)..cceiiiiiiiiiitie e 52
6.2.2.2 PeS0 SeCO iNSOIUVEl (MQ)..cceiiiiiiieieiieeie e 52
6.2.2.3 Proteinas soluveis damatriz (UQ)........cuuueeeiiiieiiieee e 52
6.2.2.4 Proteinas insoluveis do biofilme (Ug).....ccccoeveviiiiiiiiicee e, 53
B.2.2.5 WSP (JUQ) 1t tttttteeettitiiiit ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 54
O I NS el (7o | TP PRPPRR 54
B.2.2.7 EDINA (M)t i ittt e e e e e e e e e e e e e 55
6.2.3 Resultados da caracterizacdo do biofilme ap6s a décima aplicacdo de

= | 15 PP 57
6.2.3.1 PeS0 SECO tOtal (MQ).uuiiiieiiiii e e e 57
6.2.3.2 PeS0 SeCO iNSOIUVEl (MQ)..uuuuiiiiieiiiiiiiie e e 57
6.2.3.3 Proteinas soliveis damatriz (HO)......c.uueeeeeeiiiiiiiie e 57
6.2.3.4 Proteinas insoluveis do biofilme (). ..o 58
B.2.3.5 WSP (JUQ) ..t tttteeeeeeieeei ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e 58
R N G NS N (7o | PR 59
B.2.3.7 EDINA (N) i it ieiiieitt ettt ettt e e e ettt e re e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaas 59
6.2.4 Resultados da comparagdo nos grupos submetidos ao tratamento

fotodinamico apds as condi¢fes avaliadas nas aplicacdes 1,5e 10........ 61
6.3 Microscopia Eletronica de Varredura...........c.ccovieiiiiiiiiniiiinsscenseeans 63
7 DISCUSSAOD. ...ttt ettt sttt ettt e s 71
8 CONCLUSAO. ..ottt ettt 78

REFERENCIAS. ....cce e ettt 79



12

1 INTRODUCAO

A cavidade oral e trato gastrointestinal de individuos saudaveis sao colonizados
por fungos do género Candida spp; Candida albicans tem sido descrita como a
espécie mais prevalente e patogénica deste génerol. Em alguns casos, esse fungo
pode causar infeccdes mucocutaneas superficiais, como Candidose Orofaringea
(OPC, do inglés oropharyngeal candidiasis) e formas disseminadas da infeccédo?®. A
OPC tem sido relatada em pacientes que utilizam medicamentos imunossupressores
apos transplante de 6rgaos, antibioticos de amplo espectro, diabéticos, terapias
antineoplasicas, nos que possuem imunossupressdo relacionada a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e em usuarios de préteses dentarias?3.

As infeccbes causadas por C. albicans geralmente estdo associadas ao
biofilme, que € uma microestrutura complexa de células aderidas a uma superficie e
agrupadas dentro de uma matriz extracelular (MEC), composta de substéancias
derivadas de lise celular ou produzidas e secretadas pelas proprias células*. Uma das
funcdes da MEC é proteger os patdgenos incorporados na mesma da acdo de
antimicrobianos, dificultando a penetracdo de farmacos no biofilme e reduzindo a
susceptibilidade  dos  microrganismos contra  terapias = medicamentosas
frequentemente utilizadas*. Dessa forma, essa estrutura contribui para a preservagéo
de biofilmes e para manutencéo das interacdes estaveis entre célula-célula e célula-
superficie e com o meio ambiente®.

Para tratamento da OPC tém sido utilizados os antifungicos poliénicos, azéis e
equinocandinas®. Os medicamentos de uso tépico, como, por exemplo, a nistatina e o
miconazol tém se mostrado eficazes no alivio dos sinais e sintomas clinicos da
doenca, entretanto, muitas vezes ndo eliminam 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 concentracbes sub-
terapéuticas, o que reduz a eficacia dos medicamentos?. Consequentemente,
infec¢des recorrentes séo frequentes apos a utilizagédo do antifangico. A prescricao de
antifangico sistémico (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) tem sido instituida em
individuos com saude geral comprometida e em episédios de infeccdes recorrentes®,
porém tem sido relatada a ocorréncia de efeitos hepatotéxicos ou nefrotéxicos?. Além
disso, a utilizagdo indiscriminada de antifingicos topicos ou sistémicos para o

tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resisténcia em espécies de
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Candida’. Considerando o aumento na incidéncia de patégenos resistentes aos
antifangicos convencionais e a toxicidade dos medicamentos utilizados, estudos tém
buscado estratégias para eliminar microrganismos resistentes aos tratamentos
convencionais.

A terapia fotodindmica (PDT) é uma modalidade de tratamento que tem sido
utilizada no combate ao cancer e para a inativagcdo de microrganismos®. O processo
fotodinamico requer a utilizacdo de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicacdo de
uma luz que seja correspondente a banda de absorcdo do FS e a presenca de
oxigénio®. Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS de absor¢éo maxima
de luz especifica, num processo conhecido como fotossensibilizacdo. Em seguida,
uma fonte de luz de comprimento de onda adequado deve ser acionada para a
iluminacdo do alvo sensibilizado. A interacdo da luz com o FS, na presenca de
oxigénio, resulta em espécies reativas capazes de induzir a inativacdo celular®.

Os FSs mais utilizados na terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) séao
predominantemente das familias das porfirinas'® e das fenotiazinas'l. Além disso,
uma nova classe de FS vem sendo empregada em aPDT, os FSs de segunda
geracdo. Dentre estes compostos estdo as clorinas, porfirinas hidrofilicas reduzidas,
que apresentam forte banda de absorcdo na regido vermelha (625-740 nm) do
espectro fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ) é uma clorina e6 soluvel em agua
e tem sido utilizada com sucesso na aPDT contra o cancer devido ao seu alto
rendimento quantico de formacdo de oxigénio singleto!? e também na eliminagéo de
microrganismos!3-1°,

Com aPDT tem sido observada completa inativacdo de culturas planctnicas
de C. albicans, entretanto, o mesmo padrédo de comportamento nao foi observado em
biofilmes®. Quando submetidas a aPDT, tem sido observado células de C. albicans
sobreviventes a esse tratamento, denominadas “persisters cells™® A sobrevivéncia
desses microrganismos pode ser atribuida a complexa estrutura dos biofilmes,
fornecendo protecdo aos mesmos e tolerancia as drogas?’, o que torna os biofilmes
de Candida spp. menos susceptiveis a aPDT quando comparados com culturas
plancténicas dessas espécies. A persisténcia do biofilme de C. albicans apos
aplicacoes de aPDT pode ser atribuida a presenca da MEC do biofilme? Para elucidar
esta questdo, torna-se importante a utilizacdo de estratégias capazes de desestruturar
a MEC do biofilme para facilitar a penetracdo do fotossensibilizador e da luz nas

multicamadas do biofilme expondo as células a aPDT.
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Entre as estratégias para a desestruturacdo da MEC do biofilme de
microrganismos, podemos citar o emprego de enzimas'®1® Foi verificado que o
tratamento de biofilmes maduros com 50 pg/mL de DNase resultou numa diminuicédo
de 30% de biomassa de biofilme, de forma semelhante a observada para os
tratamentos com proteinase K2. A susceptibilidade do biofilme de C. albicans a
anfotericina B foi aumentada pelo tratamento do biofilme com DNase?°. A incubacéo
de biofiimes de 48 horas de cepas de C. albicans susceptiveis e resistentes ao
fluconazol por 5 minutos com diferentes enzimas hidroliticas mostrou que a enzima
DNase reduziu significativamente o eDNA e proteinas sollveis da MEC de ambas as
cepas de C. albicans; e polissacaridos soluveis em agua (WSP) de C. albicans
resistente®. A reducéo de proteinas solliveis e do teor de WSP pela DNase indica que
esses componentes da MEC podem estar entrelacados com o eDNA?S,

Além da desetruturacdo da MEC do biofilme de microrganismos com o uso de
enzimas!®1% podemos desestruturar a MEC com a utilizacdo de métodos
mecanicos?!. Portanto, podemos sugerir que, se conseguirmos degradar a MEC do
biofilme, seja por métodos quimicos ou fisicos, pode ser possivel potencializar o efeito
da aPDT. Considerando esses aspectos e levando em consideracdo que, até o
momento, ndo h& evidéncias na literatura quanto a influéncia da MEC na
susceptibilidade dos biofilmes de C. albicans frente sucessivas aplicacdes de aPDT,
o objetivo deste estudo é avaliar a influéncia da MEC na susceptibilidade de biofilmes
de C. albicans a sucessivas aplicacbes de aPDT utilizando como estratégias de

desestruturacdo da MEC a enzima DNase e 0 método mecénico de sonicacao.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a influéncia da matriz extracelular
(MEC) na susceptibilidade de biofilmes de C. albicans a sucessivas aplicacdes de
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), mediada por Photodithazine® associado
ao diodo emissor de luz (LED) através do uso de estratégias quimica (enzima DNase)
e mecanica (sonicacéo) para a desestruturacado da MEC.

As seguintes estratégias de tratamento foram avaliadas: I) aPDT [os biofilmes
foram incubados por 20 minutos com PDZ (25 mg/L) e iluminados com LED (660 nm,
18 J/cm?)]; Il) DNase+aPDT; Ill) sonicacdo+aPDT; ou 1V) DNase+sonicacdo+aPDT.

Os biofilmes foram submetidos a dez aplicacfes sucessivas de aPDT.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds a aplicacdo das
estratégias para desestruturacdo do biofilme e apos as aplicacbes sucessivas de
aPDT. A viabilidade celular foi avaliada apés cada aplicacéo de aPDT.

Avaliar os componentes do biofilme (peso seco total e insolavel e proteinas
insolaveis) apds os tratamentos seguidos das aplicacfes de aPDT. Os componentes
do biofilme foram avaliados ap6s 1, 5 e 10 aplicacdes.

Avaliar os componentes da matriz extracelular do biofilme ([proteinas soluveis,
polissacarideos solUveis em agua (WSP), polissacarideos soltveis em élcali (ASP) e
DNA extracelular (eDNA)] ap0s os tratamentos seguidos das aplicacdes de aPDT. Os
componentes da matriz extracelular foram avaliados apos 1, 5 e 10 aplicagdes.

Analisar as caracteristicas estruturais do biofilme por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) apos os tratamentos descritos apds 1 e 10 aplicacbes
de aPDT.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Sera apresentada a seguir a reviséo de literatura, com base em estudos antigos

e recentes publicados sobre os temas.

3.1 Candida albicans e Biofilme

As espécies do género Candida podem ser comumente encontradas na
cavidade oral de individuos saudaveis. Em situacdes de desequilibrio imunolégico do
hospedeiro, este fungo pode se tornar patogénico??, invadir os tecidos e ocasionar
infeccdes, tais como Candidose Orofaringea (OPC) e formas disseminadas dessa
infeccé@o®. A OPC pode se apresentar clinicamente como manchas brancas raspaveis
na mucosa e na lingua, eritema e edema no palato e fissuras nos cantos da boca, isso
se deve a capacidade da levedura de colonizar diferentes superficies orais?3.

A OPC resulta da adesao e penetracéo de leveduras nos tecidos orais quando
as defesas fisicas e imunoldgicas do hospedeiro estédo prejudicadas, de forma que a
invasdo dos tecidos pode ser auxiliada pela formacdo de hifas e pela secrecao de
enzimas hidroliticas pelo fungo®®. O aumento do numero de pacientes
imunossuprimidos resultou no ressurgimento de infeccdes orais por Candida??. Dessa
forma, é o sistema imunolégico do hospedeiro que determina se vai ocorrer a
eliminacéo, a colonizacéo ou o desenvolvimento da candidiase?.

As infec¢cbes causadas por Candida spp. estdo associadas ao biofilme.
Biofilmes sdo comunidades bioldgicas organizadas, estruturadas, coordenadas e
funcionais®. E considerado o estado mais comum de crescimento microbiano
encontrado em pacientes infectados com organismos patogénicos?*. Biofilme é
definido como uma microestrutura complexa de células aderidas a uma superficie e
agrupadas dentro de uma matriz extracelular (MEC), composta de substéancias
derivadas de lise celular produzidas e secretadas pelas préprias células*. A MEC tem
como fungdo proteger os patdgenos incorporados na mesma contra agdo de
antimicrobianos dificultando a penetracdo dos farmacos no biofilme e reduzindo a
susceptibilidade dos microrganismos contra as terapias medicamentosas
frequentemente utilizadas®. Dessa forma, essa estrutura contribui para a preservacao
de biofilmes e para manutencdo das interacdes estaveis entre célula-célula e célula-

superficie e com o meio ambiente®. A autoproducdo da MEC fornece um ambiente
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protetor para as células, oferecendo uma estrutura tridimensional e facilitando a
adesd@o e coesdo celular. Este material extracelular é fonte de nutrientes para a
comunidade microbiana e controla a dispersdo das células?, funcédo importante para
possibilitar a colonizacdo de novos nichos, como superficies e hospedeiros?>.

A MEC de biofilmes de C. albicans foi analisada quimicamente e foi observada
a presenca de hexosamina, fésforo, acido urénico, polissacarideos, proteinas de
adesdo e DNA extracelular (eDNA)26. Em estudo anterior?’ foi identificada a presenca
de importantes polissacarideos: a-1,2 e a-1,6-mananos associados com B-1,6-
glucanos em um complexo chamado manano-glucano (MGCXx), que é essencial e
indispensavel para a protecdo dos microrganismos. Além disso, foi identificada
também a presenca de [B-1,3-glucano, que se relaciona a capacidade da MEC de
prevenir a penetracéo de antifungicos?’. Considerando esses achados, foi investigado
o efeito da enzima [(-1,3 glucanase na susceptibilidade de culturas planctonicas e
biofilmes ao fluconazol e a anfotericina B. Foi observado que a sua utilizacdo das
enzimas aumentou significativamente a atividade dos antifiingicos testados nos dois
tipos de culturas celulares estudados?®.

Em biofilme de bactéria foi demonstrado que o eDNA funciona como um
suporte estrutural para manter a arquitetura do biofilme?°. Essa barreira fisica formada
pela MEC é relevante pois protege as células de ameacas externas, como

antimicrobianos utilizados para realizacéo de tratamentos convencionais?*.

3.2 Resisténcia Antifungica

Os conceitos usados para distinguir os termos resisténcia, tolerancia e
persisténcia a antibiéticos em cepas bacterianas foram abordados por Brauner et al.*°.
Segundo esses autores, a resisténcia é a capacidade herdada de um microrganismo
se desenvolver quando exposto a altas concentracfes do antibidtico; tolerancia € a
capacidade herdada (ou ndo) de um microrganismo sobreviver a exposi¢ao transitoria
do farmaco, independentemente da duracdo do tratamento, sem alterar a
Concentracao Inibitéria Minima; e, persisténcia, foi definida como a capacidade de
uma sub-populacédo clonal sobreviver a altas concentracées de antibioticos apos a
morte de uma quantidade significativa de células.

O aumento na recorréncia de infec¢cdes fungicas tem sido associado a

frequéncia com que essas infeccbes sao resistentes a terapia antifungica
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convencional. Fatores que contribuem para a resisténcia aos antifingicos séo: fatores
clinicos (estado imunolégico do paciente, farmacologia dos medicamentos e tipo de
infeccdo fangica); fatores celulares (substituicdo de uma cepa susceptivel por uma
cepa resistente ou alteracdo de uma cepa endogena para um fenadtipo resistente); e
fatores moleculares (superexpressdo de bombas de efluxo e superexpressdo ou
mutacdo de enzimas alvo)3?.

Os polissacarideos B-1,3 glucanos tém sido associados ao mecanismo de
resisténcia?®32. A resisténcia antifiingica dos biofiimes de C. albicans a farmacos
convencionais é considerada multifatorial e esta associada a estimulacdo de bombas
de efluxo, estado fisioldgico das células e protegao exercida pela MEC por meio de (3-
glucanos que se ligam ao fluconazol e anfotericina B3334. Além do B-glucano, foi
relatado que o eDNA também € um constituinte importante da MEC e promove
integridade estrutural dos biofilmes, atuando na protecédo do biofilme microbiano
contra difusdo de antimicrobianos?%3.

O surgimento de resisténcia a antifungicos restringem sua como agentes
profilaticos de longo prazo para infec¢des por Candida. Diante desse cenario, outros
tratamentos tém sido sugeridos como uma alternativa Gtil para o manejo da
candidiase. Estudos indicam que probidticos, particularmente os Lactobacillus,
suprimem o crescimento de Candida e o desenvolvimento do biofilme in vitro®6. Estudo
recente mostra que Lactobacillus casei reduz a viabilidade celular, WSP e eDNA de
C. albicans susceptivel a fluconazol em biofilme misto, dificultando o desenvolvimento

do biofilme, o0 que consequentemente compromete sua integridade estrutural®®.

3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

A terapia fotodindmica (PDT) inicialmente foi utilizada no combate a células
neoplasicas e lesdes cancerigenas. Esta terapia baseia-se na administracao local de
um fotossensibilizador (FS), que quando ativado pelo comprimento de onda de luz
apropriado, interage com oxigénio molecular e forma uma espécie reativa toxica
(oxigénio singleto) capaz de promover a morte celular®’. A utilizagédo de FS combinado
com luz visivel também tem sido utilizada no tratamento de infec¢cdes microbianas,
devido ao seu amplo espectro de acao, inativacdo de cepas e baixo potencial
mutagénico. Portanto, a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) representa uma

modalidade alternativa e eficaz para tratamento de infec¢ées microbianas®’.
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A aPDT tem sido sugerida como tratamento alternativo para candidiase oral. O
mecanismo de acdo da aPDT envolve a absorcao de fétons da fonte de luz pelo FS,
0 que leva seus elétrons a um estado excitado. Na presenca de oxigénio, o FS
excitado pela luz pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferéncia de
elétrons ou hidrogénio (reagéo do tipo I), ou pela transferéncia de energia ao oxigénio
(reacdo do tipo Il), induzindo assim a producéo de espécies reativas®. As espécies
reativas de oxigénio (EROs) 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 aPDT8°.

Os FSs da classe das porfirinas apresentam adequadas propriedades
fotoquimicas, principalmente, a geracao de oxigénio singleto, tornando-os uma op¢ao
para aPDT. Entretanto, as porfirinas costumam ser pouco sollveis em agua, por isso,
a eficiéncia das porfirinas depende de nanoparticulas®®. A eficacia da utilizacéo de
aPDT mediada por azul de metileno (classe das fenotiazinas) foi avaliada para
tratamento de candidiase oral em camundongos imunossuprimidos. Os animais foram
inoculados com C. albicans e, apo0s estabelecida a infeccdo, receberam a
administracéo topica de solucéo de azul de metileno em concentra¢gfes de 250 a 500
g/mL por 10 minutos, entéo, foram submetidos a luz (664 nm). Os resultados indicaram
a erradicacdo completa da infeccdo com a utilizacéo de 450 a 500 g/mL da solucéo2.

Photodithazine® (PDZ) é um FS de segunda geracédo derivado da clorina €6,
extraido da alga Spirulina platensis, que possui bandas de absorcéo na regido vermelha
do espectro (660 nm), o que facilita a penetracdo nos tecidos'?. Foi estudada a
producdo de oxigénio singleto ap0s a realizagdo de aPDT mediada por PDZ,
constatando que o resultado foi maior em 25% quando comparado a uma clorina e6
pura na mesma concentracdo. Provavelmente, pelo fato do PDZ ser mais soluvel em
agua®.

Em estudo anterior®® foi demonstrado que a aPDT mediada pelo PDZ e diodo
emissor de luz (LED) promoveu reducdo significativa na viabilidade de culturas
planctdnicas de isolados clinicos de Candida tropicalis e Candida glabrata, enquanto
cinco cepas de C. albicans foram completamente inativadas ap6s a aPDT. Quando a
efichcia da aPDT foi avaliada em biofilme, foi observado que a 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 C. tropicalis e C. glabrata, respectivamente’®.
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A eficacia da aPDT no tratamento da infec¢cdo causada por C. albicans foi
avaliada em modelo murino de candidose. Os animais foram tratados durante cinco
dias consecutivos com aPDT (100 mg/L de PDZ com LED) ou com antifungico topico
Nistatina (NIS). Os resultados demonstraram que a aPDT foi tdo efetiva quanto a NIS
na inativagéo de C. albicans, reduzindo 3 e 3,2 logio, respectivamente. Além disso, 0s
animais tratados com aPDT apresentaram remissdo completa das lesbGes orais,
enquanto os animais tratados com NIS apresentaram remissao parcial das mesmas?s.

Em outro estudo?® utilizando o mesmo modelo murino de infecgdo, foi
observado que a cepa resistente ao fluconazol (ATCC 96901) foi menos susceptivel
a aPDT, uma vez que a reducéo de C. albicans nos animais tratados com aPDT ou
NIS foi de 1,3 e 1,1 logio, respectivamente. Adicionalmente, os autores também
observaram que o aspecto macroscopico da lesdo permaneceu igual aos animais que
nao receberam tratamento. Por outro lado, quando as terapias foram associadas, a
reducdo no numero de colbnias foi mais acentuada com os valores de 2,6 e 2,1 logio
para os grupos NIS+aPDT e aPDT+NIS, respectivamente. Além disso, a remissao da
leséo foi de aproximadamente 90%, 24 horas ap06s o tratamento (em comparacéo ao
grupo controle)*. De maneira geral, os estudos supracitados®4® demonstraram a
susceptibilidade das espécies de Candida spp. a aPDT em biofilme, entretanto a
completa inativagdo das células fungicas ainda nao foi verificada.

O FS Tri-Py*-Me-PF foi utilizado em um ensaio in vitro com as bactérias Vibrio
fischeri e Escherichia coli. Para determinar a recuperacdo bacteriana apos o
tratamento, o fotossensibilizador foi adicionado as suspensdes bacterianas e as
amostras foram irradiadas com luz branca (40 W m~2) por 270 minutos. Apos esse
periodo de irradiacdo, as colbnias sobreviventes foram coletadas e ressuspensas.
Para avaliar o desenvolvimento de resisténcia ap0s o tratamento, as suspensdes
bacterianas foram expostas novamente a luz branca por 25 minutos na presenca do
fotossensibilizador e repetido dez vezes para cada bactéria. Os resultados sugerem
gue aPDT usando Tri-Py*-Me-PF representa uma abordagem promissora para
destruir bactérias de forma eficiente, uma vez que, apés um Unico tratamento, esses
microrganismos nao recuperam sua viabilidade, como também, nenhuma das
bactérias desenvolveu resisténcia ao processo fotodinamico apos dez aplicacdes de
luz*®.

Em estudo anterior Dias et al.** avaliaram o potencial de aplicacGes sucessivas

de aPDT em afetar a susceptibilidade de C. albicans e também se a presenca de
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fluconazol influencia a recuperacdo dos fungos no meio de cultura. Culturas
planctdnicas e biofilmes de C. albicans foram submetidos a aplicacdes sucessivas de
aPDT mediada pelo PDZ associada ao LED (660 nm, 18 J/cm?). Para culturas
planctbnicas, 6,3 logio de reducdo na viabilidade do fungo foi observada apos a
terceira aplicagcédo de aPDT. Por outro lado, utilizando os mesmos parametros em
modelo de biofilme, apds cinco aplicacdes foi observada ~6,1 logio de reducdo. As
células de C. albicans presentes no biofiime foram mais tolerantes as sucessivas
aplicacoes de aPDT mediadas por PDZ quando comparadas as culturas plancténicas.

A fototerapia também tem sido avaliada para inativacdo e inibicdo do
desenvolvimento de biofilmes*!. Foi observado que a aplicacdo da fototerapia com luz
azul duas vezes ao dia pode afetar o desenvolvimento e a composicdo da MEC do
biofilme de Streptococcus mutans formados em discos de hidroxiapatita. Neste
mesmo estudo, além da alteracdo na morfologia do biofilme, foi observado a reducao
na viabilidade celular, nos polissacarideos e no peso seco*'. Em outro estudo*? foram
avaliados os efeitos do tratamento com LED vermelho (43,8 J/cm?, 87,6 J/cm? e 175,5
Jicm?) e azul (72 J/cm?) no desenvolvimento de biofiime de C. albicans. Os autores
concluiram que a exposi¢cao ao LED vermelho ou azul duas vezes ao dia, afeta o
desenvolvimento do biofilme e a fisiologia da produgcéo de polissacarideos e séao
mecanismos potenciais para o controle do desenvolvimento da MEC do biofilme de C.

albicans#2.

3.4 Desestruturacao Quimica por meio da Utilizacdo de Enzimas

O DNA foi descrito como um componente estrutural da MEC, porém em C.
albicans, ha um conhecimento escasso a respeito da contribuicdo do eDNA para a
MEC e estrutura geral do biofilme. Anteriormente, um estudo observou a presenca e
guantidade de eDNA na MEC do biofilme de C. albicans, como também, o efeito do
tratamento com DNase na MEC do biofilme. Foi detectado o acimulo de eDNA na
MEC extraida de biofilmes de C. albicans formados. Os autores concluiram que a
adicdo de DNA exdégeno (>160 ng/mL) aumenta a biomassa do biofilme e,
inversamente, o tratamento com DNase (>0,03 mg/mL) diminui a biomassa do
biofilme. Dessa forma, as evidéncias demonstram que o eDNA é um elemento chave
da MEC em biofilmes maduros de C. albicans e desempenha um papel predominante

na integridade e manutencéo estrutural do biofilme33,
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Em estudo de Panariello et al.'% foram formados biofilmes de 48 horas com
cepa de C. albicans susceptivel (CaS) e C. albicans resistente a fluconazol (CaR),
seguido por incubacdo com enzimas hidroliticas [p-glucanase e DNase
individualmente ou em combinacédo. Os resultados mostram uma reducao significativa
de WSP e eDNA na utilizagdo da enzima DNase isoladamente em biofilmes de CaR.
Além disso, foi observada reducdo de proteinas solUveis nos biofilmes de ambas as
cepas com a utilizacdo das enzimas'®. Nesse mesmo estudo, as enzimas foram
aplicadas seguidas por incubacao com PDZ por 20 minutos e exposicédo ao LED (660
nm, 50 J/cm?). A DNase apresentou melhores resultados ao reduzir eDNA e proteinas
soluveis da matriz, portanto, o pré-tratamento com DNase permitiu a penetracéo do
PDZ em camadas mais profundas do biofilme, consequentemente, o efeito da aPDT
foi potencializado, causando uma reducédo significativa da viabilidade celular e da

quantidade de eDNA da matriz do biofilme de C. albicans®®.

3.5 Desestruturacdo Mecanica por meio de Sonicacgéao

Propriedades mecanicas do biofiime sdo descritas como a capacidade de
resistir a forca aplicada, presenca de céations divalentes, produ¢do e composicao da
MEC. Essas propriedades de biofilmes de Candida ndo recebem atencao necessaria,
apesar de serem importantes por aumentar a resisténcia de biofilmes bacterianos*3.

Em 2019, o efeito de ultrassom de baixa intensidade e baixa frequéncia em
combinag¢do com tobramicina foi investigado em biofilmes de E. coli. A morfologia
desses biofilmes foi afetada, principalmente, a espessura que foi reduzida, por conta
disso houve o aumento da penetracéo do antibiotico, e, consequentemente o aumento
do efeito antimicrobiano**. Outro estudo identificou fatores que determinam a
resisténcia a compressao de biofilmes de diferentes cepas de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Os resultados demonstraram que a
proporcao de hifas para leveduras influencia na resisténcia a compresséao de biofilmes
de C. albicans, uma vez que, biofilmes com contedudo de hifas maior que 50%
possuiam mais resisténcia a compressao, e consequentemente, eram mais dificeis de
destruir por vortex e sonicacdo, em comparacdo aos biofilmes com um menor
contelido de hifas*3.

Uma pesquisa estudou a combinagéo entre ultrassom e aPDT. Nesse caso, 0

ultrassom foi utilizado com o objetivo de ativar o FS escolhido (azul de metileno). No
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grupo tratamento, os resultados demonstraram reducdo bacteriana de
aproximadamente 98%, quando comparado ao grupo controle. Portanto, essa terapia
aumentou a profundidade de penetracdo da aPDT nos biofilmes de E. faecalis,
havendo uma maior atividade antimicrobiana em comparacdo ao uso somente da
aPDT4,
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Serdo apresentados a seguir 0s materiais e as metodologias utilizadas durante

esta pesquisa.

4.1 Material

Para a realizacdo de todas as etapas deste estudo foram utilizados os

seguintes materiais de consumo, instrumentais e equipamentos:

4.1.1 Materiais de consumo

-Acido Sulfarico (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil);

-Agua destilada (Gehaka - Industria e Comércio Eletroeletronica Limitada, Sdo Paulo,

Brasil);

-Agua Mili-Q (Mega Purity, Billerica, EUA);

-Alca de inoculagdo 10 uL (Laborplast, Cassinetta di Lugagnano, Ml, Italia);
-Alcool 70% (Itaja, Goianésia, Goias, Brasil);

-Alcool 90% (Itaja, Goianésia, Goias, Brasil);

-Alcool Isoamilico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Alcool Isopropilico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Cepa padrao de Candida albicans, ATCC 90028 (Rockville, MD, EUA);
-Cloreto de Potassio (Synth, Diadema, Séo Paulo, Brasil);

-Cloreto de Sdédio (Synth, Diadema, Séo Paulo, Brasil);

-Cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Cubetas para leitura em espectrofotometro (Cartel, Sdo Paulo, Brasil);
-D-Glicose Anidra (Synth, Diadema, Séao Paulo, Brasil);

-DNase | (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Fenol 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Fosfato de Potassio (Synth, Diadema, Séo Paulo, Brasil);

-KH2PO4 (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil);

-Meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 5ug/mL de clorofenicol (Acumedia

Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland, EUA);



-MOPS Purificado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-NaOH (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

-Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm) (BOECO, Hamburgo, Alemanha);
-Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA);
-Photodithazine® (Veta-Grand Co., Moscou, Russia);

-Placas de 24 pocos (Kasvi, K12-024, Pequim, China);

-Placas de 96 pocos (Kasvi, K12-096, Pequim, China);

-Placas de Petri 90x15 mm (Pleion, Barueri, Sdo Paulo, Brasil);

-Ponteira para micropipeta (100-10000 pL) (Kasvi, Pequim, China);

-Ponteira para micropipeta (20-200 yL) (Kasvi, Pequim, China);

-Ponteira para micropipeta 5 mL (Kasvi, Pequim, China);

-Ponteira para repetidora 1 mL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Ponteira para repetidora 5 mL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Reagente de Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

-Sulfato de Magnésio (Synth, Diadema, Séo Paulo, Brasil);

-Tubo tipo eppendorf 1,5 mL (Kasvi, Pequim, China);

-Tubo tipo eppendorf 2 mL (Kasvi, Pequim, China);

-Tubo tipo FALCON codnico 15 mL (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica);
-Tubo tipo FALCON codnico 50 mL (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica);
-Tubos de vidro 10x2x5 (Uniglas, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);

-Yeast Nitrogen Base (YNB) (Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland,
EUA).

4.1.2 Instrumentais

-Alca de Drigalsky (Vidrolabor, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil);

-Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil);

-Garrafas de vidro graduadas (Vidrolabor, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil);
-Micropipeta de 0,5-10 yL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de 100-1000 uL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de 20-200 uL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de repeticao (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Proveta graduada (Vidrolabor, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil).
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4.1.3 Equipamentos

-Agitador de tubos. Modelo: AP 56. Série: 9803 (PHOENIX Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, S&o Paulo, Brasil);

-Agitador Orbital TE-420 (Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, Sado Paulo,
Brasil);

-Aparelho de LED, 660 nm, (LXHL-PROQ9, Luxeon Il Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, California EUA), desenvolvido pelo Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP, Sao
Carlos, Brasil;

-Autoclave vertical. Modelo: AV 60. No 6614 (PHOENIX Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, S&o Paulo, Brasil);

-Balanca de precisdo. Modelo: BG 400. No 016450. (GEHAKA — Industria e Comércio
Eletroeletronica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, Brasil);

-Banho seco para microtubos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA);
-Centrifuga para microtubos (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Dissecador de amostras (RVC 2-18 CD plus, Christ, Osterode am Harz, Alemanha);
-Espectrofotdmetro (Kasvi, Pequim, China);

-Estufa para secagem e esterilizacdo. Modelo: MA 033. Serie: 9819 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);

-Freezer -20°C (CVU30, Consul, Sédo Paulo, Brasil);

-Freezer -80°C (REVCO, Thermo Scientific, EUA);

-Leitor de microplacas tipo ELISA (EZ Read 400, Biochrom, Cambridge, Inglaterra);
-Nanoespectrofotometro (DS-11, DeNovix, EUA).

4.2 Método

Para a realizacdo de todas as etapas deste estudo foram utilizadas as

seguintes metodologias:
4.2.1 Formacdao de biofilme de Candida albicans
Previamente a sua utilizacdo, a cepa de C. albicans (ATCC 90028) foi

descongelada e semeada em placas de Petri com meio de cultura Sabourand dextrose

agar (SDA) suplementado com cloranfenicol (0,05 g/L) que foram incubadas a 37°C
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por 48 horas. Decorrido esse periodo, vinte coldnias foram inoculadas em 20 mL de
meio Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado com 100 mM de glicose e incubadas
a 37°C por 16 horas em estufa de crescimento. Apos 16 horas de incubacéo, 16,1 mL
da cultura (pré-inéculo) foi colocado em garrafa de vidro esterilizada contendo 305,9
mL de meio de cultura YNB fresco (diluicdo 1:20 do pré-in6culo). O in6culo foi
incubado a 37°C até atingir a fase mid-log de crescimento que € equivalente a
densidade 6ptica (DO 540 nm) de 0,55+0,08 nm#¢ (incubacgéo por aproximadamente 8
horas). A concentragcdo das suspensbes de C. albicans foram ajustadas em
espectrofotdmetro (DO s40 nm), que corresponde a uma concentracdo de 107 UFC/mL.
Essas culturas foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solu¢cdo Phosphate-
Buffered Saline (PBS, pH 7,2) a 4000 x g por 5 minutos e, novamente ressuspensas
em solucéo PBS.

Para formacgéo de biofilme maduro de 48 horas, aliquotas de 1 mL do indculo
foram transferidas para orificios correspondentes a cada grupo experimental em uma
placa de 24 orificios. A seguir, foi adicionado o volume de 1 mL de meio YNB fresco
suplementado com 100 mM de glicose. Essas placas foram incubadas a 37°C sob
agitacao orbital (75 rpm) durante 1 hora e meia%’, que corresponde a fase de adeséao.
A sequir, as células foram lavadas duas vezes com solucdo PBS e foi adicionado 2
mL de RPMI 1640 tamponado com acido-3-(N-morfolino) propane sulfénico (MOPS)
a um pH de 7,8 a cada orificio da placa para a formacédo de biofilme, seguido de
incubacédo a 37°C. ApGs 24 horas, 1 mL do meio de cultura foi removido e adicionado
1 mL do mesmo meio (RPMI+MOPS) fresco, as placas foram novamente incubadas
por mais 24 horas. Apés a incubacao, os biofiimes maduros de 48 horas formados

foram lavados duas vezes com solucéo PBS e os tratamentos foram realizados.

4.2.2 Preparo do fotossensibilizador e parametros de irradiacéo

Para arealizacdo da aPDT a fotossensibilizagéo dos biofilmes foi realizada com
Photodithazine® (PDZ). Esse fotossensibilizador tem um pico de absor¢cao em 660 nm
e foi fornecido pelo Laboratorio de Biofotonica do Instituto de Fisica de Séo Carlos
(IFSC), Universidade de S&o Paulo (USP). O PDZ foi aplicado na concentracao de 25
mg/L. Assim, antes de cada experimento, a solugéo-padrédo de PDZ (5000 mg/L) foi
diluida em solucéo de PBS para obter a concentracgéo final de 25 mg/L. Os parametros

do tratamento foram selecionados de acordo com estudos prévios, em que a
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associagao do fotossensibilizador PDZ e de LED nao foram capazes de inativar

completamente suspensdes de C. albicans (dose sub-letal)*®.

4.2.3 Preparo da enzima DNase |

Uma solucéo estoque da enzima DNase | de pancreas bovino foi preparada no
dia de sua utilizacdo em tampéao acetato de soédio 0,1 M (pH 5,5) na concentracéo de
20 unidades/mL. A solucdo de DNase foi adicionada aos biofilmes. As placas foram
incubadas a 37°C por 5 minutos de acordo com estabelecido no estudo de Panariello

et al.19.

4.2.4 CondicOes experimentais

Para alcancar os objetivos do presente estudo, os biofiimes de C. albicans
foram submetidos a estratégias para desestruturacdo da MEC e, entdo foram
submetidos a dez aplicacbes sucessivas de aPDT, conforme descrito nos topicos

seguintes:

4.2.4.1 Condicao I: os biofilmes foram submetidos a aPDT

Nos biofilmes do grupo P+L+, foram realizadas dez aplicacdes sucessivas de
aPDT. Para isso, os mesmos foram incubados com PDZ (25 mg/L) por 20 minutos
(pré-incubacéo) e, a sequir, iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18 J/cm?).
No grupo P+L-, os biofimes foram incubados somente com PDZ (25 mg/L) por 20
minutos (pré-incubacdo), sem aplicagdo da luz. Os biofilmes do grupo P-L+, foram
apenas iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18 J/cm?), sem a aplicacdo do
FS. Os biofilmes do grupo P-L- ndo foram submetidos ao tratamento fotodinamico.

Apés cada aplicacdo, os biofilmes foram cuidadosamente desprendidos do
fundo dos orificios da placa com o auxilio da ponteira de 200 uL, transferidos para um
microtubo esterilizado e sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o intuito
de dispersar as células e facilitar a diluicdo seriada. Em seguida foi realizada a diluic&o
seriada (0, -1, -2 e -3), o plagueamento em SDA e incubacao em estufa a 37°C por 48
horas. Os biofilmes foram submetidos a dez aplicagdes sucessivas dos tratamentos
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descritos. E os experimentos foram realizados em duplicata em trés ocasides distintas
(n=6).

4.2.4.2 Condicao Il: os biofilmes foram tratados com DNase e, a seguir,
submetidos a aPDT

Na condigcdo Il os biofilmes foram submetidos ao tratamento com DNase
previamente a aplicagéo da aPDT com o intuito de desestruturar a MEC do biofilme e
potencializar o tratamento fotodindmico. Entdo, apds a aplicacdo da DNase os
biofilmes foram submetidos a dez ciclos do tratamento fotodinamico como descrito no
item 4.2.4.1.

Os biofilmes do grupo DNP+L+, foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. Apds esse periodo a DNase | foi removida e os biofilmes
foram lavados duas vezes com PBS; entdo, foram realizadas dez aplicacoes
sucessivas de aPDT como descrito anteriormente para o grupo P+L+. Para isso, 0s
biofilmes foram incubados com PDZ (25 mg/L) por 20 minutos e iluminados com LED
vermelho por 11 minutos (18 J/cm?). Ap6s cada aplicacdo, os biofilmes foram
cuidadosamente removidos dos orificios e colocados em um tubo tipo eppendorf de 2
mL. A seguir os mesmos foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o
intuito de dispersar as ceélulas e facilitar a diluicdo seriada. Entdo, foi realizada a
diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3), o plagueamento em SDA e incubagdo em estufa a
37°C por 48 horas.

No grupo DNP+L-, os biofilmes foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL). Apos 5 minutos a DNase | foi removida e os biofilmes foram lavados
duas vezes com PBS; e entdo, foram incubados com PDZ (25 mg/L) por 20 minutos
(pré-incubacédo). Apos o tempo de cada aplicacdo da luz, os biofiimes foram
cuidadosamente removidos dos orificios, transferidos para um tubo tipo eppendorf de
2 mL e sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o intuito de dispersar as
células e facilitar a diluigéo seriada. Por fim, foi realizada a diluigéo seriada (0, -1, -2 e
-3), plagueamento em SDA e incubacao em estufa a 37°C por 48 horas.

No grupo DNP-L+, os biofilmes foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL). Apos 5 minutos a DNase | foi removida e os biofilmes foram lavados
duas vezes com PBS e iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18 J/cm?).

Entdo, os mesmos foram raspados por 45 segundos, colocados em um tubo tipo
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eppendorf de 2 mL e sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o intuito de
dispersar as células e facilitar a diluicdo seriada. Finalmente, foi realizada a diluicdo
seriada (0, -1, -2 e -3), plagueamento em SDA e incubac&o em estufa a 37°C por 48
horas.

Os biofilmes do grupo DNP-L-, foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. Apos o tratamento, a enzima foi removida e os biofilmes
foram lavados duas vezes com PBS. A seguir os biofilmes foram removidos dos
orificios, colocados em um tubo tipo eppendorf de 2 mL e sonicados por 30 segundos
(7 W 170 a 190 J) com o intuito de dispersar as células e facilitar a diluicdo seriada.
Entdo, foi realizada a diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3), plaqueamento em SDA e
incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas. Neste grupo néo foi realizado o tratamento
fotodinamico. Os experimentos foram realizados em duplicata em trés ocasides
distintas (n=6).

4.2.4.3 Condicéao lll: os biofilmes foram submetidos a sonicagéo e, a seguir,
foram submetidos a aPDT

Na condicdo Ill os biofilmes foram submetidos a sonicacdo previamente a
aplicacao da aPDT com o intuito de desestruturar a MEC do biofilme e potencializar o
tratamento fotodindmico. Entdo, ap6s a sonicacdo os biofilmes foram submetidos a
dez ciclos do tratamento fotodindmico como descrito previamente.

No grupo SOP+L+, os biofilmes foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a
190 J). A segquir, foram realizadas dez aplicacdes sucessivas de aPDT conforme
descrito previamente para o grupo P+L+. Resumidamente, os biofilmes foram
incubados com PDZ (25 mg/L) por 20 minutos e iluminados com LED vermelho por 11
minutos (18 J/cm?). Entdo, os mesmos foram cuidadosamente removidos dos orificios
e transferidos para um tubo tipo eppendorf de 2 mL. Por fim, foi realizada a diluicdo
seriada (0, -1, -2 e -3), plagueamento em SDA e incubagcédo em estufa a 37°C por 48
horas.

No grupo SOP+L-, os biofilmes foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a
190 J) e tratados somente com o FS. Para isso foram incubados com PDZ (25 mg/L)
por 20 minutos (pré-incubacéo) e, decorrido o tempo de aplicacdo da luz, foram

removidos e colocados em um tubo tipo eppendorf de 2 mL. Entéo, foi realizada a
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diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3), plaqueamento em SDA e incubacdo em estufa a 37°C
por 48 horas.

No grupo SOP-L+, os biofilmes foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a
190 J) e somente iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18 J/cm?); apés o
tempo de cada aplicacdo, foram raspados por 45 segundos e colocados em um tubo
tipo eppendorf de 2 mL, e, por fim, foi realizada a diluicdo seriada (0, 1, 2 e 3),
plagueamento em SDA e incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas.

No grupo SOP-L-, ap6s a formacao dos biofilmes maduros, os mesmos foram
sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o intuito de desestruturar a MEC.
Decorrido o tempo de cada aplicacdo, os biofilmes foram raspados por 45 segundos
e colocados em um tubo tipo eppendorf de 2 mL, e, por fim, foi realizada diluicdo
seriada (0, -1, -2 e -3), plagueamento em SDA e incubacédo em estufa a 37°C por 48
horas. Neste grupo néo foi realizado o tratamento fotodindmico. Os experimentos
foram realizados em duplicata em trés ocasides distintas (n=6).

4.2.4.4 Condigcdo IV: os biofilmes foram tratados com DNase, seguida da
sonicacao e da aPDT

Na condicdo IV os biofilmes foram submetidos ao tratamento com DNase,
sonicados e entdo submetidos a aplicacdo da aPDT. Esses tratamentos foram
realizados com o intuito de desestruturar a MEC do biofiime e potencializar o
tratamento fotodindmico. Entéo, apos os tratamentos, os biofilmes foram submetidos
a dez ciclos do tratamento fotodindmico como descrito previamente.

Os biofilmes do grupo DNSOP+L+ foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. Em seguida, a enzima foi removida e os biofilmes foram
lavados duas vezes com PBS. Entdo, esses biofiimes foram sonicados por 30
segundos (7 W 170 a 190 J) com o intuito de desestruturar a MEC e facilitar a
penetracdo do FS. A seguir, nestes biofilmes foram realizadas dez aplicacbes
sucessivas de aPDT. Para isso, os mesmos foram incubados com PDZ (25 mg/L) por
20 minutos e iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18 J/cm?). Apds cada
aplicacéo, os biofilmes foram cuidadosamente removidos e transferidos para um tubo
tipo eppendorf de 2 mL. Entédo, foi realizada a diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3),

plagueamento em SDA e incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas.
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No grupo DNSOP+L-, os biofilmes foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. A seguir a enzima foi removida e os biofilmes foram
lavados duas vezes com PBS. Entédo, os mesmos foram sonicados por 30 segundos
(7 W 170 a 190 J) e incubados com PDZ (25 mg/L) por 20 minutos (pré-incubacéo).
Decorrido o tempo de cada aplicacdo, os biofilmes foram raspados por 45 segundos
e colocados em um tubo tipo eppendorf de 2 mL. Entéo, foi realizada a diluicao seriada
(O, -1, -2 e -3), plagueamento em SDA e incubacao em estufa a 37°C por 48 horas.

No grupo DNSOP-L+, os biofilmes foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. A seguir, a DNase | foi removida e os biofilmes foram
lavados duas vezes com PBS; depois, foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a
190 J). Entéo, os biofilmes foram iluminados com LED vermelho por 11 minutos (18
J/cm?). A seguir os biofilmes foram raspados por 45 segundos e colocados em um
tubo tipo eppendorf de 2 mL. Por fim, foi realizada a diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3),
plagueamento em SDA e incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas.

No grupo DNSOP-L-, os biofilmes foram tratados com a enzima DNase | (20
unidades/mL) por 5 minutos. A enzima foi removida e os biofilmes foram lavados duas
vezes com PBS. Entéo, foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) com o
intuito de desestruturar a MEC; e, ap6s o tempo de cada aplicacdo dos tratamentos,
foram removidos dos orificios e colocados em um tubo tipo eppendorf de 2 mL.
Finalmente foi realizada a diluicdo seriada (0, -1, -2 e -3), plagueamento em SDA e
incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas. Neste grupo néo foi realizado o tratamento
fotodinamico. Os experimentos foram realizados em duplicata em trés ocasioes
distintas (n=6).

4.2.5 Avaliacéo da eficacia dos tratamentos avaliados

Para a avaliacdo da eficacia das condicbes de tratamento avaliadas a
contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) foi realizada apés cada
uma das 10 aplicacdes de aPDT. A quantificagdo dos componentes do biofilme bem
como da matriz extracelular do biofilme foi realizada apés 1, 5 e 10 aplicagcbes de
aPDT nas condicdes de tratamento descritas utilizando os seguintes métodos: analise
do peso seco total e insollvel, quantificacdo de proteinas solUveis e insoluveis,
quantificacdo de polissacarideos soluveis em agua (WSP), polissacarideos soluveis
em alcali (ASP) e DNA extracelular (eDNA).
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Do volume de 2 mL do biofilme; 0,1 mL foi separado para plaqueamento e
realizacdo de contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) e 0,1 mL foi
utilizado para realizar o célculo do peso seco total. O restante do volume (1,8 mL) foi
centrifugado a 5500 xg por 10 minutos a uma temperatura de 4°C. Do sobrenadante
armazenado foi utilizado 0,15 mL para quantificacdo de proteinas soluveis, 0,65 mL
para quantificagdo de DNA extracelular (eDNA) e 1 mL para avaliagdo de
polissacarideos solluveis em agua (WSP). O precipitado celular com 0s componentes
insoltveis da MEC foi ressuspenso em 1 mL de agua Mili-Q esterilizada, dos quais
0,05 mL foram utilizados com o intuito de realizar a quantificagdo de proteinas
insolaveis e 0,95 mL para a determinacao do peso seco insoluvel e de polissacarideos
sollveis em alcali (ASP). Os procedimentos relativos ao processamento dos biofilmes

estdo descritos no fluxograma na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma relativo as etapas de processamento do biofilme ap6s 1, 5 e 10

aplicagoes de aPDT

Centrifugagao

Pellet ressuspenso em 1
1,8 mL do sobrenadante mL de dgua Mili-Q

150 pl para proteinas * 50 pL para proteinas 950 pL para peso seco
R AGALFER WY insoluveis do biofilme insoltvel e ASP

Fonte: Adaptado de Panariello et al. 2017 (Panariello BHD, Klein MI, Pavarina AC, Duarte S.
Inactivation of genes TEC1 and EFGL1 in Candida albicans influences extracellular matrix
composition and biofilm morphology. J Oral Microbiol. 2017 Oct 17;9(1):1385372.).

4.2.5.1 Contagem de unidades formadoras de coldnias

A contagem de unidades formadoras de colbnias foi realizada apds as
condicOes de tratamento descritas e apos cada uma das 10 aplicacdes de aPDT. Para
isso aliquotas de 100 pL da suspensédo do biofiime de cada orificio da placa foram
submetidos a diluicdes seriadas (0, -1, -2 e -3) em microtubos contendo 900 pL de
PBS. Posteriormente, o plaqueamento foi realizado em duplicata em placas de Petri
contendo SDA. Todas as placas foram incubadas aerobiamente a 37°C por 48 horas

e entdo a contagem das colonias viaveis foi realizada. Apds, foi obtida a média entre
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as duplicatas de cada amostra e o numero de unidades formadoras de col6nias por
mililitro (UFC/mL) foi calculado. Para o célculo de UFC/mL, foi utilizada a formula a

seqguir:

UFC/mL = ndmero de colbnias X 10"
q

Nessa férmula, “n” equivale ao valor absoluto da diluicao seriada (0, 1, 2 ou 3),

e “q’ equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas
semeaduras das placas.

4.2.5.2 Peso seco total

Para avaliacdo do peso seco total, aliquotas de 100 pL do biofilme tratado foram
adicionadas em papel aluminio previamente etiquetado e pesado em balanca de alta
precisao e, em seguida, foram colocadas em um forno a 100°C. Apds a secagem, O
papel aluminio foi novamente pesado e a diferenca entre o peso final e o peso inicial
foi considerado como o peso seco total da amostra, esse valor foi utilizado para a
normalizacédo dos dados?®.

4.2.5.3 Quantificacdo de proteinas

O método de Bradford*® foi utilizado para a quantificacdo das proteinas. Uma
curva padrdao com Albumina Sérica Bovina (BSA) foi padronizada para analise das
amostras. O BSA diluido a 200 mg/mL foi utilizado para a construcdo dos pontos dessa
curva, conforme descrito na Tabela 1. Outra substancia importante para a construgcéo

dessa curva foi o reagente de Bradford, que foi utilizado em um volume de 250 pL.
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Tabela 1 - Valores da curva padrédo para o teste de quantificacdo de proteinas pelo método
de Bradford

BSA (mg/mL) | Volume de BSA a 2 mg/mL | Volume de agua Mili-Q
0 O uL 1 mL

0,03125 15,625 uL 984,37 uL
0,0625 31,25 uL 968,75 uL
0,125 62,5 uL 937,5 uL

0,25 125 uL 875 uL

0,5 250 pL 750 pL

1 500 pL 500 pL

1,5 700 pL 300 pL

Fonte: elaboracao propria.

4.2.5.3.1 Proteinas soluveis da matriz

Uma aliquota de 150 pL do sobrenadante foi utilizada para quantificacdo das
proteinas sollveis da matriz do biofilme. Entdo, 5 yL da amostra foi adicionado em
uma placa de 96 pocos, em triplicata. A seguir foi adicionado 250 pL de reagente de
Bradford e, por fim, a placa foi incubada em agitacdo orbital (75 rpm/37°C) por 20
minutos. A absorbancia das amostras foi determinada em espectofotdmetro a 595 nm.
Os dados da leitura das amostras dos biofilmes foram convertidos em concentracdes
de proteinas sollveis através da reta gerada dentro dos parametros (inclinacao:
0,020-0,026; R? préximo a 1).

4.2.5.3.2 Proteinas insoluveis do biofilme

Para determinagdo das proteinas insoluveis, o volume de 50 uL foi reservado.
Esse valor foi transferido para um microtubo contendo 100 pL de esferas de vidro e
200 pL de &gua Mili-Q esterelizada. Em seguida, as amostras foram submetidas a
disrupcdo mecéanica usando beadbeater (3 vezes/30 segundos), aquecidas sob
agitacdo (100 xg/60 minutos/100°C). A seguir as amostras foram centrifugadas
(quickspin; 10000 xg/minuto) e o sobrenadante foi transferido para um microtubo
esterilizado. Entdo, 5 yL da amostra diluida foram utilizados, em triplicata, para a
quantificacdo das proteinas da porcéo insoluvel dos biofilmes usando o método de

Bradford“®, conforme descrito no item 4.2.5.3.1.
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4.2.5.4 Analise de polissacarideos soltveis em 4gua

O volume de 1 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon de 15
mL e a aliquota de 2,5 mL de etanol 95% foi adicionada a essa amostra. O conteudo
foi homogeneizado e mantido em freezer -20°C por, no minimo, 18 horas para
precipitacdo dos polissacarideos soluveis em agua (WSP). Em seguida, as amostras
foram vortexadas e centrifugadas (9500 xg/20 minutos/4°C) e os sobrenadantes foram
descartados. As amostras foram lavadas trés vezes com 3,5 ml de etanol 75% gelado,
sempre descartando o sobrenadante. Apos todas as lavagens, os pellets foram secos
ao ar e ressuspensos em 500 L de dgua Mili-Q. Em seguida, a amostra foi vortexada
para quantificacdo de carboidratos através do método com fenol e &cido sulfarico®.
Uma curva padrao foi construida utilizando glicose 0,1% e agua Mili-Q em tubos de
ensaio de vidro, conforme descrito na Tabela 2. Em seguida, 200 pL das amostras
foram transferidos para tubos de ensaio, em duplicata, seguida de 200 pL de fenol 5%
e 1 mL de &cido sulfarico. Apés 20 minutos de reacdo, as amostras foram lidas em
espectrofotdometro com comprimento de luz de 490 nm. Os valores de DO 490 nm das
amostras foram convertidos em concentracdo de WSP através da equacdo da reta
gerada (slope 0,048-0,051; R? proximo de 1).

Tabela 2 - Valores da curva padrao para o teste de quantificacao de WSP pelo método fenol-
acido sulfarico

Tubo | Volume de Glicose 1% | Volume de agua Mili-Q

O ug O uL 200 pL
0,75 ug 0,75 uL 199,25 ulL
1,25 pg 1,25 uL 198,75 uL
2,5ug 2,5 uL 197,5 uL

5ug 5uL 195 uL

10 g 10 pL 190 uL

15 ug 15 uL 185 uL

20 ug 20 uL 180 uL

25 ug 25 uL 175 pL

Fonte: elaboracao propria.

4.2.5.5 Peso seco insoluvel

Aliquota de 950 pL da amostra foi transferida para um microtubo previamente
pesado e foi colocada imediatamente em gelo. Apos a refrigeracao, foi centrifugada

(13000 xg/10 minutos/4°C). O sobrenadante foi cuidadosamente removido e o pellet
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foi seco em um concentrador de amostras por aproximadamente 3 horas. Apds o
procedimento, os microtubos foram novamente pesados e a diferenga entre o peso

final e o peso inicial foi considerada como o peso seco insolavel.

4.2.5.6 Analise de polissacarideos soluveis em élcali

Apoés a etapa descrita no topico anterior, o valor do peso seco insoluvel foi
considerado para adicionar 300 uL de 1N NaOH para cada 1 mg do peso seco do
pellet. Apds, os microtubos foram incubados por 2 horas em banho seco (300
xg/37°C). Em seguida as amostras foram centrifugadas (13000 xg/10 minutos/4°C) e
0 sobrenadante foi cuidadosamente colocado em outro microtubo de 2 mL. O pellet
foi ressuspenso no mesmo volume inicial de 1IN NaOH, os microtubos foram
novamente incubados por 2 horas em banho seco (300 xg/37°C), as amostras foram
novamente centrifugadas (13000 xg/10 minutos/4°C) e o sobrenadante foi mais uma
vez colocado no microtubo citado anteriormente. No ultimo ciclo, os pellets foram
ressuspensos novamente no mesmo volume inicial de 1IN NaOH e foram apenas
centrifugados (13000 xg/10 minutos/4°C), esse ultimo sobrenadante foi adicionado
aos sobrenadantes previamente coletados e o pellet residual foi descartado.

Apbs a extracdo dos polissacarideos soltveis em alcali (ASP), foi adicionado
alcool 95% gelado em um volume de trés vezes o de 1N NaOH anteriormente
adicionado, as amostras foram vortexadas e levadas ao freezer -20°C pelo periodo
de, pelo menos, 18 horas para precipitacdo do ASP. Apds, os microtubos foram
removidos do freezer, agitados e centrifugados (9000 xg/20 minutos/4°C). O
sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas trés vezes com alcool 75%
gelado. Apds, os pellets secaram ao ar e foram ressuspensos em 1N NaOH no mesmo
volume inicial. Em seguida, a amostra foi vortexada para quantificacdo de
carboidratos, através do método com fenol e acido sulfirico*®. Uma curva padréo foi
construida utilizando 1N NaOH, glicose 0,1% e agua Mili-Q em tubos de ensaio de
vidro, conforme descrito na Tabela 3. Em seguida, 40 pL das amostras foram
transferidos para tubos de ensaio, em duplicata, seguida de 160 puL de agua Mili-Q,
200 pL de fenol 5% e 1 mL de acido sulfarico. Apds 20 minutos de reacdo, as amostras
foram lidas em espectrofotometro com comprimento de luz de 490 nm. Os valores de
DO 49 nm das amostras foram convertidos em concentracdo de ASP através da

equacao da reta gerada (slope 0,048-0,051; R? préximo de 1).
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Tabela 3 - Valores da curva padrao para o teste de quantificacdo de ASP pelo método fenol-
acido sulfarico

Tubo |Volume de 1N NaOH| Volume de Glicose 1% | Volume de agua Mili-Q
O ug 40 uL O uL 160 uL
0,75 ug 40 pL 0,75 pL 159,25 pL
1,25 ug 40 pL 1,25 uL 158,75 pL
2,5 ug 40 pL 2,5uL 157,5 L
5ug 40 uL 5uL 155 uL
10 g 40 uL 10 pL 150 pL
15 pg 40 pL 15 uL 145 uL
20 ug 40 uL 20 pL 140 pL
25 ug 40 pL 25 L 135 uL

Fonte: elaboracao propria.

4.2.5.7 Andlise de DNA extracelular

A quantificagdo de DNA extracelular (eDNA) foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Rice et al.*°. Para extragdo do eDNA, uma aliquota de 650
uL do sobrenadante da amostra foi utilizada e misturada com 650 puL de solucdo
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na concentracdo de 25:24:1. Em seguida, as
amostras foram cuidadosamente homogeneizadas em movimentos curtos e repetidos
de vai-e-vem por 30 vezes. A amostra foi centrifugada (13000 xg/20 minutos/4°C) e a
parte aquosa foi transferida para um microtubo de 2 mL. Uma segunda extracéo foi
feita, portanto, neste novo microtubo foi adicionado 1 volume de cloroférmio:alcool
isoamilico na concentracdo de 24:1. A seguir, uma nova centrifugacdo (13000 xg/20
minutos/4°C) foi realizada, e, novamente, a parte aquosa foi removida e transferida
para um novo microtubo de 1,5 mL. A fase aquosa de cada amostra foi misturada com
3 volumes de alcool 99% e 1/10 volume de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) e
armazenada a -20°C por, pelo menos, 18 horas. O eDNA precipitado com etanol foi
coletado por centrifugacao (13000 xg/20 minutos/4°C), e posteriormente, lavado trés
vezes com etanol 70% gelado. Em seguida, essa amostra foi seca ao ar, e entéo,
dissolvida em 20 pL de tampédo Tris-EDTA (TE). A gquantidade de eDNA foi

determinada usando nanoespectrofotdmetro com comprimento de onda de 260 nm.
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4.2.5.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Os biofilmes foram cultivados sobre discos circulares de poliestireno obtidas do
fundo de placas de 24 poc¢os®™°. Previamente a formacéo dos biofilmes, os discos foram
esterilizados em micro-ondas por 3 minutos a 650 W e secos em camara de fluxo
laminar com luz ultravioleta (UV) por 30 minutos cada lado®!. A seguir, foram inseridas
em placas de 24 pocos, para a formacao dos biofilmes de acordo com a metodologia
descrita anteriormente. Apos 48 horas, o meio de cultura foi removido, os pocos foram
lavados duas vezes com PBS esterilizado e submetidos aos tratamentos descritos.
Em seguida, os discos foram fixados com glutaraldeido a 2,5% por 60 minutos em
temperatura ambiente, lavados duas vezes com PBS e desidratados. O processo de
desidratacéo foi realizado com lavagens com alcool 70% e 90% por 60 minutos cada,
seguido de 5 lavagens de 30 minutos com &lcool absoluto. As amostras foram
armazenadas em dessecador com silica por, pelo menos, 7 dias para garantir
amostras livres de umidade. Em seguida, as amostras foram submetidas a

metalizacdo e analisadas em microscépio eletronico de varredura®?°3,
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5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a analise dos resultados obtidos com a realizacdo deste estudo foram

utilizadas as seguintes metodologias estatisticas:

5.1 Andlise Estatistica de Unidades Formadoras de Col6nias

A analise experimental in vitro possui como variavel de resposta (dependente)
quantitativa continua: UFC/mL. As variaveis independentes qualitativas nominais séo:
grupos (P+L+; P+L-; P-L+; P-L-), condi¢cbes experimentais (condi¢édo I; condicao II;
condicdo lll; condicédo IV) e aplicacbes (de 1 a 10). O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado
e apontou auséncia de distribuicdo normal dos dados. O teste de Levene foi utilizado
e os dados demonstraram-se heterocedasticos quanto a sua variancia. Diante disso,
o teste ANOVA-two way nao paramétrico com estimativa de média com intervalo de
confianca de 95% foi aplicado. O Software SPSS (IBM® SPSS® Statistics, verséo 27,

Chicago, IL, EUA) foi utilizado, com nivel de significancia de 5%.

5.2 Andlise Estatistica da Caracterizacdo do Biofilme

ApOs a tabulacédo dos dados, foi realizada a estatistica descritiva. Em seguida,
a normalidade e homocedasticidade dos dados para cada um dos componentes da
matriz (variaveis dependentes) foram avaliadas através dos testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Foi realizado o teste de variancia ANOVA two-way seguido
de poés-teste de Tukey (dados homocedasticos) ou Games-Howell (dados
heterocedasticos) para verificacdo de interacédo entre os fatores de tratamento (grupos
experimentais e condigbes experimentais; variaveis independentes). O nivel de
significancia adotado foi de 5% (a=0,05). As analises foram realizadas com o software
SPSS (IBM® SPSS® Statistics, versdo 27, Chicago, IL, EUA).
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6 RESULTADOS

Serdo apresentados a seguir os resultados obtidos durante a realizacdo desta

pesquisa.

6.1 Unidades Formadoras de Colbnias

Os resultados demonstram que na condicao |, os grupos controle (P+L-, P-L+
e P-L-) ndo apresentaram diferenca estatistica entre as aplicagbes, sendo
estatisticamente semelhantes entre si até a 102 aplicacdo. O grupo tratamento (P+L+)
apresentou diferenca estatistica dos grupos controle (P-L+, P-L- e P+L-) durante todas
as aplicacoes.

Quando comparamos as aplicacdes dentro da variadvel independente (grupo
P+L+), pode-se observar que houve reducéo de 3,2 logio na viabilidade celular ap6s
a 12 aplicacdo de aPDT, 3,8 logio apds a 52 aplicacéo e 5,7 logioapds a 102. A reducéo
observada entre a 52 e 102 aplicacéo é de 2,1 logio. Apesar de haver uma reducao
relevante na viabilidade celular na 102 aplicacdo (P+L+), a mesma demonstrou ser

estatisticamente semelhante as aplicagdes 6, 7, 8 e 9 (Figura 2).

Figura 2 - Valores de logio (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans da condigéo |
Condition |

Eﬁfﬂ fﬂ }H IH IH Eﬂ EH ﬂ{ II{ EH E E;E‘
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Aplications

Biofilmes submetidos & aPDT (grupo P+L+), biofilmes tratados somente com PDZ (grupo P+L-
), biofilmes submetidos apenas ao LED vermelho (grupo P-L+) e biofilmes sem tratamentos
(grupo P-L-).

Grafico representativo de média + intervalo de confianca de 95%. Valores minimo e maximo
da barra de erro de logio (UFC/mL) representam os limites inferior e superior do intervalo de
confianca. A ndo intersecao das barras de erro denotam diferenca estatistica p<0,05.

Fonte: elaboracao prépria.
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Os resultados obtidos pela analise demonstram que, semelhante a condicéo |,
0s grupos controle (DNP+L-, DNP-L+ e DNP-L-) da condicao Il, apresentaram
semelhanca estatistica entre as aplicacdes.

Ao analisar as aplicacdes dentro da variavel independente (grupo DNP+L+) foi
observado reducédo de 3,5 logio na viabilidade celular apés a 12 aplicacdo de aPDT,
4,5 logio apOs a 62 aplicacdo e 5,5 logio apds a 102 Adicionalmente, a reducgéo
observada entre a 62 e 102 aplicacdes € de 1 logio. Apesar de haver uma reducéo de
viabilidade celular mais acentuada apo6s a 102 aplicacdo do grupo DNP+L+, a mesma

demonstrou ser estatisticamente semelhante as aplicagdes 7, 8 e 9 (Figura 3).

Figura 3 - Valores de logio (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans da condigéo Il
Condition I

g HE 1L T i 60 g e
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Aplications

Biofilmes submetidos a DNase+aPDT (grupo DNP+L+), biofilmes tratados com DNase+PDZ
(grupo DNP+L-), biofilmes submetidos a DNase+LED vermelho (grupo DNP-L+) e biofilmes
tratados somente com DNase (grupo DNP-L-).

Gréfico representativo de média = intervalo de confianga de 95%. Valores minimo e maximo
da barra de erro de logio (UFC/mL) representam os limites inferior e superior do intervalo de
confianga. A ndo interse¢éo das barras de erro denotam diferenca estatistica p<0,05.

Fonte: elaboracéo prépria.
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Os resultados obtidos referentes a condicao Il demonstram que 0s grupos
controle (SOP+L-, SOP-L+ e SOP-L-) ndo apresentaram diferenca estatistica entre as
aplicacoes, sendo estatisticamente semelhantes entre si até a 102 aplicacdo. O grupo
SOP-L+ apresenta semelhanca estatistica apenas na 42 aplicacdo quando comparado
ao grupo SOP+L+. Ao comparar os grupos SOP+L+ e SOP-L- foi observada diferenca
estatistica em todas as aplicacoes.

Foi observada dentro da variavel independente (grupo SOP+L+) uma reducao
de 3,5 logio na viabilidade celular ap6s a 12 aplicacdo de aPDT e 5,3 logio apés a 102
aplicacdo. A reducdo observada entre a 12 e 102 aplicagéo no grupo SOP+L+ é de 1,8
logio. NO entanto, apesar de haver diminuicdo na viabilidade celular ap6s a 102
aplicacdo, dentro do grupo SOP+L+, a mesma demonstrou ser estatisticamente

semelhante as demais aplicacfes avaliadas (Figura 4).

Figura 4 - Valores de logio (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans da condig&o Il
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Biofilmes submetidos a sonicacdo+aPDT (grupo SOP+L+), biofimes tratados com
sonicacao+PDZ (grupo SOP+L-), biofilmes submetidos a sonicacdo+LED vermelho (grupo
SOP-L+) e biofilmes tratados somente com sonicacéo (grupo SOP-L-).

Gréfico representativo de média + intervalo de confianga de 95%. Valores minimo e maximo
da barra de erro de logio (UFC/mL) representam os limites inferior e superior do intervalo de
confianca. A ndo intersecdo das barras de erro denotam diferenga estatistica p<0,05.

Fonte: elaboracéo prépria.
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Os resultados demonstraram que na condigao IV, 0s grupos controle
(DNSOP+L-, DNSOP-L+ e DNSOP-L-) ndo apresentaram diferenca estatistica entre
as aplicacdes. No entanto, os grupos DNSOP+L-, DNSOP-L+ e DNSOP-L-
apresentaram diferenca estatistica em todas as aplicacbes quando comparados ao
grupo DNSOP+L+.

Ao analisar as aplicacdes dentro da variavel independente (grupo DNSOP+L+)
foi observada uma reducéo de 3,5 logio na viabilidade celular apos a 12 aplicagéo de
aPDT e 5,3 logio apos 102 aplicacdo. Adicionalmente, a reducdo observada entre a 12
e a 102 aplicacdo é de 1,8 logio. Apesar de haver reducéo na viabilidade celular apés
a 102 aplicacado (DNSOP+L+), a mesma demonstrou ser estatisticamente semelhante

as todas as demais aplicacdes avaliadas (1 a 9) (Figura 5).

Figura 5 - Valores de logio (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans da condigéo IV
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Aplications

Biofilmes submetidos & DNase+sonicacdo+aPDT (grupo DNSOP+L+), biofilmes tratados com
DNase+sonicacdo+PDZ (grupo DNSOP+L-), biofilmes submetidos a DNase+sonica¢do+LED
vermelho (grupo DNSOP-L+) e biofilmes tratados somente com DNase+sonicagdo (grupo
DNSOP-L-).

Gréfico representativo de média + intervalo de confianga de 95%. Valores minimo e méaximo
da barra de erro de logio (UFC/mL) representam os limites inferior e superior do intervalo de
confianga. A ndo interse¢do das barras de erro denotam diferenca estatistica p<0,05.

Fonte: elaboracéo propria.
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Na Figura 6 estdo apresentados os resultados obtidos de todas as condi¢oes
avaliadas nos grupos submetidos somente a terapia fotodindmica isoladamente
(P+L+) ou apés a aplicacdo das estratégias de tratamento avaliadas (DNP+L+,
SOP+L+ e DNSOP+L+). Os resultados demonstraram que em todas as condi¢cdes
avaliadas nos grupos submetidos a terapia fotodinamica (P+L+, DNP+L+, SOP+L+ e
DNSOP+L+) todos os grupos sao estatisticamente semelhantes entre si; exceto pelas
aplicacoes 1 e 10 (grupo P+L+), 10 (grupo P+L+) e 1 (grupo DNP+L+), 10 (grupo
P+L+) e 1 (grupo DNSOP+L+), e 8, 9 e 10 (grupo SOP+L+) e 1 (grupo DNSOP+L+)
(Figura 6). A reducéo entre a primeira aplicagcéo e a Ultima aplicacao dos grupos P+L+,
DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+, foi de 2,5 logio, 2 logio, 1,8 logio e 1,8 logio,

respectivamente.

Figura 6 - Valores de logio (UFC/mL) dos biofilmes de C. albicans nas condi¢bes de
tratamento avaliadas
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Biofilmes submetidos somente & aPDT (P+L+), biofilmes tratados com DNase+aPDT
(DNP+L+), biofilmes submetidos a sonicacao+aPDT (SOP+L+) e biofilmes tratados com
DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+)

Gréfico representativo de média + intervalo de confianga de 95%. Valores minimo e maximo
da barra de erro de logi (UFC/mL) representam os limites inferior e superior do intervalo de
confianga. Apl: Aplicac@o. A nao intersecao das barras de erro denotam diferenca estatistica
p<0,05.

Fonte: elaboracéo propria.
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6.2 Caracterizagéo do Biofilme

Serdo apresentados a seguir os resultados obtidos para caracterizacdo do

biofilme durante a realizacdo desta pesquisa.

6.2.1 Resultados da caracterizacao do biofilme apds a primeira aplicacdo de
aPDT

Os resultados da avaliagdo dos componentes do biofilme apds a primeira
aplicacao de aPDT estédo apresentados na Tabela 5.

6.2.1.1 Peso seco total (mQ)

N&o houve interagdo estatisticamente significativa entre os dois fatores de
tratamento (grupos e condi¢des) (p=0,666). Ao observamos os fatores de tratamento
isoladamente, foi observado que ambos apresentaram interacdo estatisticamente
significativa (p<0,001) em relagéo a variavel dependente (peso seco total).

As condi¢des de tratamento avaliadas ndo influenciaram os valores de peso
seco total no grupo submetido apenas a aPDT (P+L+; p=0,463). Entretanto a luz,
guando associada a DNase (DNP-L+) ou DNase+sonicacdo (DNSOP-L+), promoveu
aumento significativo (p<0,006) nos valores do peso seco total.

Ao compararmos 0s grupos podemos observar que o grupo submetido a aPDT
(P+L+) apresentou valores de peso seco total estatisticamente semelhante (p=0,463)
aos demais grupos avaliados (P+L-, P-L+ e P-L-). A aplicacdo da enzima DNase
previamente a aPDT promoveu reducéo significativa nos valores de peso seco total
no grupo DNP+L+ que foi estatisticamente diferente dos grupos DNP-L+ (p=0,034) e
DNP-L- (p=0,041). Ap0s ser submetido a sonicacdo previamente a aPDT, os valores
de peso seco total do grupo SOP+L+ foram reduzidos significativamente em
comparacdo com o grupo SOP-L-. Quando os biofilmes foram submetidos a
DNase+sonicacdo+aPDT, também foi observada reducéo significativa (p=0,003) nos
valores de peso seco total no grupo DNSOP+L+ em relacdo ao grupo controle
(DNSOP-L-).
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6.2.1.2 Peso seco insoluvel (mg)

Os valores de peso seco insolavel foram influenciados pelas condicbes de
tratamento avaliadas, tendo sido observada a interacdo (p<0,001) entre 0s grupos e
as condi¢cBes experimentais. Os grupos submetidos a aPDT precedida pelo tratamento
com DNase+sonicacdo (DNSOP+L+) apresentou os maiores valores de peso seco
insolivel em comparacdo com o biofiime submetido a aPDT (P+L+), sendo
estatisticamente diferentes (p=0,005) entre si. Por outro lado, os valores de peso seco
insoluvel observados para o biofilme submetido a aPDT (P+L+) foram estatisticamente
semelhantes (p=1,000) ao biofilme submetido a DNase+aPDT (DNP+L+) e ao biofilme
submetido a sonicacdo+aPDT (SOP+L+).

O biofilme submetido somente a aPDT (P+L+) apresentou valores de peso seco
insolavel estatisticamente semelhantes (p=1,000) aos grupos P-L+ e P-L- e diferentes
(p=0,014) do grupo P+L-. Esse mesmo padrao de comportamento foi observado no
peso seco insoluvel do biofilme submetido a sonicacdo+aPDT (SOP+L+; p=0,335;
p<0,001). Por outro lado, podemos observar que a aplicacdo da DNase+aPDT
(DNP+L+) ndo alterou estatisticamente (p=0,276) os valores de peso seco insoluvel
entre os grupos avaliados. Entretanto, os valores de peso seco insolluvel no grupo
submetido a aplicacdo da DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+) foram
significativamente maiores (p=0,009) quando comparado aos demais grupos
avaliados (DNSOP+L-, DNSOP-L+ e DNSOP-L-).

6.2.1.3 Proteinas sollUveis da matriz (ug)

Os valores de proteinas soluveis da matriz do biofilme néo foram influenciados
pelas condi¢cbes de tratamento avaliadas de forma que nao foi observada a interacéo
entre os fatores de tratamento (p=0,993), nem quando avaliados de forma isolada
(p=0,990). Também néo foram observadas diferencas significativas (p=0,077) entre

0S grupos analisados.

6.2.1.4 Proteinas insoluveis do biofilme (ug)

Os valores de proteinas insoluveis do biofilme foram influenciados pelas

condi¢cbes de tratamento avaliadas, havendo interacdo estatisticamente significativa
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(p<0,001) com os grupos avaliados. Os valores de proteinas insolluveis do biofilme
obtidos apés a aplicacdo da DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+) foram
significativamente diferentes da condicdo somente aPDT (P+L+; p=0,028) e
sonicacdo+aPDT (SOP+L+; p=0,047). Entretanto, os valores obtidos na condicéo
aPDT (P+L+) foram estatisticamente semelhantes a aplicagdo da DNase+aPDT
(DNP+L+; p=0,756). Também foi observada reducéo significativa nos valores de
proteinas insolaveis do biofilme nas condicbes DNase+aPDT (DNP+L+; p=0,014) e
sonicacdo+aPDT (SOP+L+; p<0,001) em compara¢do com 0 grupo sem tratamento
(P-L-).

Na comparacéo entre grupos, na mesma condi¢cdo, podemos observar que 0
grupo submetido somente a aPDT (P+L+) apresentou semelhanca estatistica
(p=1,000) com o grupo P+L- e reducdao significativa (p<0,001) nos valores de proteinas
insolaveis do biofilme quando comparado ao grupo P-L-. Podemos observar que a
aplicacdo da DNase+sonicagao+aPDT (DNSOP+L+) promoveu reducao significativa
(p<0,001) nos valores de proteinas insoluveis do biofilme quanto comparado aos
demais grupos avaliados (DNSOP+L-, DNSOP-L+ e DNSOP-L-).

6.2.1.5 WSP (lg)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

De maneira geral os valores de WSP foram influenciados pelas condi¢des de
tratamento avaliadas. Os biofilmes submetidos ao tratamento com DNase+aPDT
(DNP+L+), sonicagdo+aPDT (SOP+L+) e DNAse+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+)
foram estatisticamente semelhantes entre si (p=1,000) e apresentaram redugao
significativa (p<0,001) nos valores de WSP em relacéo ao biofilme submetido apenas
a aPDT (P+L+). Comportamento semelhante foi observado nos grupos submetidos ao
tratamento com Iluz ap6s a DNase (DNP-L+), sonicagdo (SOP-L+) e
DNAse+sonicacdo (DNSOP-L+; p<0,001; p=0,184). Além disso, houve reducéo
significativa (p<0,001) nos valores de WSP nos grupos tratados com FS apds DNase
(DNP+L-) e DNase+sonicacdo (DNSOP+L-). A aplicacdo de DNase, sonicagao e
DNase+sonicacdo também promoveram reducao significativa (p<0,001) nos valores
de WSP nos grupos DNP-L-, SOP-L- e DNSOP-L-.
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Na comparacéo entre grupos, na mesma condi¢cdo, podemos observar que 0
grupo submetido a aPDT (P+L+) apresentou reducdo significativa (p<0,001) nos
valores de WSP quando comparado ao grupo P-L- e aos demais grupos avaliados
(P+L- e P-L+; p<0,014). Os valores de WSP no grupo submetido a sonicacao+aPDT
(SOP+L+) foram estatisticamente menores comparados ao grupo SOP-L-. Os valores
de WSP nos grupos submetido & DNase e DNase+sonicacao foram estatisticamente

semelhantes (p=0,238) entre si em todos os grupos avaliados.

6.2.1.6 ASP (ug)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

Os resultados demonstraram que os valores de ASP nao foram influenciados
pelas condi¢cdes de tratamento avaliadas, foi observada a reducdo significativa
(p<0,001) nos niveis de ASP em todas as condi¢cdes avaliadas comparadas com o
grupo P-L-. Os valores de ASP obtidos para grupos submetidos a aPDT, a aplicacao
isolada do FS e ao tratamento apenas com luz precedidos pelos tratamentos com
DNase, sonicagdo e DNase+sonicacdo apresentaram valores de ASP
estatisticamente semelhantes (p=1,000) entre si.

6.2.1.7 eDNA (ng)

Houve interacéo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

De maneira geral os valores de eDNA foram influenciados pelas condi¢gbes de
tratamento avaliadas. Os tratamentos com DNase+aPDT (DNP+L+) e
DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+) promoveram reducéo significativa (p<0,001)
nos valores de eDNA sendo estatisticamente semelhantes entre si e diferentes dos
grupos P+L+ e SOP+L+. Os valores de eDNA também foram significativamente
(p<0,038) reduzidos nos grupos DNP+L-, SOP+L-, DNSOP+L- e DNP-L-, SOP-L-,
DNSOP-L-, quando comparados com os grupos P+L- e P-L-, respectivamente.

Na avaliacdo dos grupos de tratamento foi possivel observar que os menores
valores de eDNA foram obtidos apds o tratamento com DNase+aPDT (DNP+L+) e

DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP+L+). Esses valores foram significativamente
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(p<0,001) diferentes dos grupos controles (P+L-, P-L+ e P-L-). No biofilme submetido
a aPDT foi observado reducéo significativa (p<0,001) nos valores de eDNA nos grupos
P+L+ e P-L+ em relacdo aos grupos P+L- e P-L-. Para os biofilmes submetidos a
DNase+aPDT e sonicacdo+aPDT, os valores de eDNA dos grupos DNP+L+ e
SOP+L+ foram significativamente (p<0,001) menores que 0s demais grupos

avaliados.



Tabela 5 - Médias e desvios-padrdo dos componentes do biofilme avaliados apés uma aplicacdo de aPDT
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Grupos
Componentes Condicao P+L+ P+L- P-L+ P-L-
aPDT 21,733 + 4,083%2 22,433 + 4,32142 26,566 + 555442 29,833 + 3,943%a
Peso seco total DN+aPDT 24,133 + 2,115 29,833 + 9,195A82 33,466 + 5,38682 33,233 + 7,13082
(mg) SO+aPDT 20,000 * 2,909%a 24,066 + 8,13942 28,600 + 2,647ABa 33,166 + 6,224Ba
DN+SO+aPDT 25,866 + 5,736A2 29,833 + 3,693AcCa 39,800 + 7,536Bb 37,900 + 6,4048BcCa
aPDT 1,250 + 0,978Aab 2,591 + 0,2228Ba 1,571 + 0,630A82 1,382 +£0,217Aa
Peso seco insolivel DN+aPDT 1,983 + 1,019Abc 1,245 + 0,9544b 1,177 +0,771A2 1,181 + 0,352Aa
(mg) SO+aPDT 0,900 + 0,70242 2,891 + 0,3498a 1,668 + 0,829Aa 1,038 + 0,2904a
DN+SO+aPDT 2,717 + 1,020A¢ 1,245 + 0,61458b 1,091 + 0,5778B2 1,421 + 0,5117Ba
aPDT 0,030 + 0,00742 0,027 + 0,005Aa 0,042 + 0,00442 0,045 + 0,00642
Proteinas sollUveis DN+aPDT 0,024 + 0,023%2 0,033 + 0,019% 0,043 + 0,019%2 0,044 + 0,00642
da matriz (ug) SO+aPDT 0,020 + 0,003%2 0,028 + 0,025 0,046 + 0,02672 0,040 + 0,03442
DN+SO+aPDT 0,022 + 0,02142 0,033 + 0,0214 0,045 + 0,00672 0,051 + 0,03642
aPDT 0,020 + 0,003Aab 0,021 + 0,004Aa 0,032 + 0,008B2 0,043 + 0,005¢2
Proteinas insoluveis DN+aPDT 0,026 + 0,004Abc 0,028 + 0,001Aab 0,028 + 0,0064ab 0,031 + 0,006AP
do biofilme (ug) SO+aPDT 0,027 + 0,00442 0,021 + 0,004Aa 0,022 + 0,0064P 0,023 + 0,0084b
DN+SO+aPDT 0,026 + 0,0054¢ 0,036 + 0,0098¢Ch 0,030 + 0,0118Bab 0,042 + 0,008¢2
aPDT 0,030 + 0,005%2 0,039 + 0,0028Ba 0,043 + 0,012B2 0,077 + 0,005¢2
WSP (ug) DN+aPDT 0,015 + 0,003Ab 0,021 + 0,002Ab 0,019 + 0,004AP 0,021 + 0,002A¢
SO+aPDT 0,018 + 0,004Acb 0,031 + 0,00682 0,025 + 0,005A8Bb 0,060 + 0,006¢P
DN+SO+aPDT 0,015 + 0,003Ab 0,022 + 0,002Ab 0,021 + 0,003AP 0,019 + 0,002A¢
aPDT 0,059 + 0,005%2 0,059 + 0,005 0,058 + 0,00442 0,079 + 0,00682
ASP (ug) DN+aPDT 0,056 + 0,008%2 0,061 + 0,002Aa 0,060 + 0,00742 0,061 + 0,007AP
SO+aPDT 0,056 + 0,003%2 0,069 + 0,006 0,059 + 0,008%2 0,061 + 0,0094b
DN+SO+aPDT 0,058 + 0,005%2 0,063 + 0,004Aa 0,057 + 0,00442 0,061 + 0,0034b
aPDT 21,670 + 2,098%2 58,088 + 1,93082 26,862 + 4,370%2 60,521 + 1,526B2
eDNA (ng) DN+aPDT 9,250 + 2,107AP 50,105 + 3,7768P 28,258 + 2,637¢a 51,420 + 4,0648BP
SO+aPDT 20,083 + 2,810%a 51,680 + 4,8898b 28,257 + 4,800¢2 54,772 + 4,727Bb
DN+SO+aPDT 12,735 + 1,698AP 49,987 + 4,854Bb 25,208 + 2,440¢a 45,763 + 3,7608¢

Letras mailsculas correspondem a comparacao entre os grupos (linhas), letras mindsculas correspondem a comparagao entre as condi¢oes
(colunas). Letras desiguais indicam diferenca estatistica significativa, apontada no pés-teste de Tukey ou Games-Howell (a=0,05).
Fonte: elaboracéo proépria.
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6.2.2 Resultados da caracterizacdo do biofilme ap6s a quinta aplicacéo de
aPDT

Os resultados da avaliacdo dos componentes do biofiime ap6s a quinta

aplicacao de aPDT estédo apresentados na Tabela 6.

6.2.2.1 Peso seco total (mgQ)

N&o foi observada interacdo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,325). As condi¢cbes de tratamento avaliadas né&o influenciaram os
valores de peso seco total nos grupos avaliados (p=0,851).

Ao compararmos 0S grupos, nao observamos interacdo estatisticamente
significativa. O peso seco total também néo foi influenciado pelas condicdes de
tratamento avaliadas (p=0,066).

6.2.2.2 Peso seco insolavel (mg)

Os valores de peso seco insoluvel do biofilme ndo foram influenciados pelas
condicbes de tratamento avaliadas em cinco aplicacdes, de forma que nédo foi
observada a interacdo entre os fatores de tratamento (p=0,978), nem quando
avaliados de forma isoladamente (p=0,884). Também n&do foram observadas

diferencas significativas (p=0,103) entre os grupos analisados.

6.2.2.3 Proteinas sollUveis da matriz (ug)

N&o foi observada interacdo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,325). Quando avaliados isoladamente, os fatores de tratamento
apresentaram interacao estatisticamente significativa (p<0,001).

Os valores de proteinas sollveis da matriz foram influenciados pelas condicfes
de tratamento avaliadas, o grupo DNSOP-L- apresentou os maiores valores,
entretanto, foi estatisticamente semelhante aos grupos P-L- (p=1,000) e SOP-L-
(p=0,117). O grupo DNP-L- apresentou 0os menores valores e foi estatisticamente
semelhante aos grupos P-L- (p=1,000) e SOP-L- (p=0,117). O grupo DNSOP-L+



53

apresentou os maiores valores de proteinas sollveis da matriz e foi estatisticamente
diferente do grupo SOP-L+ (p=0,047).

Ao compararmos 0s grupos podemos observar que o biofilme submetido
somente a aPDT (P+L+) apresentou os menores valores de proteinas sollUveis da
matriz, entretanto esses valores foram estatisticamente semelhantes (p=1,000) ao
grupo P+L-e diferentes dos demais grupos. O grupo em que foi realizado a sonicacao
previamente a aPDT (SOP+L+) apresentou os menores valores de proteinas soluveis
da matriz comparadas ao grupo SOP-L- (p<0,001) e aos demais grupos (SOP+L- e
SOP-L+; p<0,007) que apresentaram valores estatisticamente semelhantes (p=0,841)
entre si. Padrdo de comportamento semelhante foi observado no biofilme tratado com
DNase previamente a aPDT (DNP+L+). Neste caso, o grupo DNP+L+ foi apresentou
0s menores valores que foram estatisticamente diferentes (p<0,001) dos demais
grupos avaliados. A aplicagdo da DNase+sonicacdo previamente a aPDT
(DNSOP+L+) promoveu reducédo significativa (p<0,001) nos valores de proteinas

sollveis de matriz quando comparado ao controle (P-L-).

6.2.2.4 Proteinas insollveis do biofilme (ug)

N&o foi observada interacéo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,640). Quando avaliados isoladamente, o fator grupo ndo apresentou
interacdo significativa (p=0,062), entretanto o fator condicdo apresentou interacao
estatisticamente significativa (p=0,002).

Os valores de proteinas insoluveis do biofilme foram influenciados pelas
condicdes de tratamento avaliadas nos grupos submetidos a aPDT. Os valores de
proteinas insoluveis do biofilme do grupo P+L+ foram menores, entretanto foram
estatisticamente semelhantes (p=0,170) aos demais grupos. Além disso, foi
observado que os grupos DNP+L+ e DNSOP+L+ foram estatisticamente semelhantes
(p=0,333) entre si.

Na comparacao entre grupos, nas mesmas condi¢cdes, ndo foram observadas

diferencas estatisticas (p=0,091) entre os grupos avaliados.
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6.2.2.5 WSP (ug)

N&o foi observada interacdo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,085). Quando avaliados isoladamente, os fatores de tratamento
apresentaram interacdo estatisticamente significativa (p<0,003).

De maneira geral os valores de WSP foram influenciados pelas condi¢oes de
tratamento avaliadas quando foi realizado o tratamento fotodinamico. Os grupos
DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+ apresentaram os menores valores de WSP em
relacdo ao grupo P+L+ e foram estatisticamente semelhantes (p<0,021) entre si.

Na comparagao entre grupos, na condicdo aPDT, podemos observar que para
o grupo P+L+ néao foi observada alteracédo significativa (p=1,000) nos valores de WSP
gquando comparado ao grupo P-L-. Os valores de WSP no grupo SOP+L+ foram
estatisticamente menores (p<0,036) quando comparados ao grupo SOP-L-, entretanto
os valores foram estatisticamente semelhantes (p=0,052) ao grupo SOP-L+. Os
valores de WSP no grupo DNP+L+ foram estatisticamente semelhantes aos valores
dos grupos DNP-L+ e DNP-L-(p=0,105). Os valores de WSP obtidos para o grupo
DNSOP+L+ foram estatisticamente diferentes (p=0,031) dos observados para o grupo
DNSOP-L-, entretanto, foram semelhantes aos valores do grupo DNSOP-L+
(p=1,000).

6.2.2.6 ASP (lg)

Houve interacédo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

Os valores de ASP obtidos para grupo submetido a aPDT (P+L+) ndo foram
influenciados pelas condi¢cdes de tratamento avaliadas (p=0,066). Por outro lado, as
condic¢des de tratamento influenciaram os valores dos grupos controles (P+L-, P-L+ e
P-L-). Nos grupos DNP-L- e SOP-L- houve reducao dos valores de ASP e foram
significativamente diferentes (p<0,008) do biofilme do grupo P-L-.

Na comparacéo entre grupos, na mesma condicdo, podemos observar que 0
biofilme submetido a aPDT (P+L+) apresentou os menores valores de ASP e foi
estatisticamente diferente dos grupos P+L-, P-L+ e P-L- (p<0,046). No grupo SOP+L+
houve reducéo significativa (p=0,002) dos valores de ASP em comparagcdo com o

grupo SOP-L-, entretanto os valores foram estatisticamente semelhantes (p=0,111)
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aos obtidos para o grupo SOP-L+. Comportamento semelhante também foi observado
na condicdo DNase+sonicacdo+aPDT, isto é, reducdo significativa (p<0,001) nos
valores de ASP do grupo DNSOP+L+ em comparacdo com o grupo DNSOP-L- e os
grupos DNSOP+L+ e DNSOP-L+ estatisticamente semelhantes (p=0,677) entre si.

6.2.2.7 eDNA (ng)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

Os valores de eDNA nao foram influenciados pelas condi¢cbes de tratamento
avaliadas nos grupos P+L+ e P-L+. As condicbes DNase+aPDT (DNP-L-) e
DNase+sonicacdo+aPDT (DNSOP-L-) reduziram significativamente (p<0,005) os
valores de eDNA em relagcéo aos grupos P-L- e SOP-L-. Os grupos P+L- e SOP+L-
foram estatisticamente semelhantes entre si (p=1,000) e diferentes dos grupos
DNP+L- e DNSOP+L- (p<0,045).

Na avaliacdo dos grupos de tratamento, na condicdo aPDT, foi possivel
observar que os menores valores de eDNA foram obtidos para o grupo P+L+. Esses
valores foram significativamente diferentes do grupo P-L- (p<0,001) e dos demais
grupos avaliados (P+L- e P-L+; p<0,001). O grupo P-L+ também apresentou valores
reduzidos e significativamente diferente dos demais grupos (p<0,001).

De maneira geral os niveis de eDNA em todos os grupos avaliados
apresentaram comportamento semelhante nas condicdes DNase+aPDT,
sonicacdo+aPDT e DNase+sonicacao+aPDT, ou seja, os valores de eDNA dos grupos
submetidos a terapia fotodindmica foram estatisticamente reduzidos (p<0,002) em
relacdo aos grupos tratados apenas com FS (DNP+L-, SOP+L- e DNSOP+L-) e aos
grupos sem tratamento (DNP-L-, SOP-L- e DNSOP-L-) e semelhantes (p=0,056) aos
dos grupos tratados apenas com luz (DNP-L+, SOP-L+ e DNSOP-L+).



Tabela 6 - Médias e desvios-padrdo dos componentes do biofilme avaliados apés cinco aplicacdes de aPDT
Grupos
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Componentes

Condicao

P+L+

P+L-

P-L+

P-L-

Peso seco total
(mg)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

21,100 + 8,931A2
25,733 £ 7,30242
28,133 + 5,97942
26,733 + 5,866

20,833 + 9,026A2
30,133 £ 9,60742

28,900 + 14,8874

27,566 + 5,07472

31,866 + 4,59142
26,066 + 3,645

30,400 + 15,7034
33,766 + 12,5152

32,933 + 3,02442
34,966 + 5,9314@
28,866 + 4,593A2
37,500 + 6,57242

Peso seco insoluvel
(mg)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

1,312 + 0,495%a
1,147 £ 0,470%2
1,312 £ 0,76142
1,080 + 0,333%@

1,683 + 1,0024a
1,200 + 0,910%2
1,668 + 1,493%a
1,612 + 0,503%a

1,563 + 0,940%@
1,428 + 0,18072
1,177 £ 0,19744
1,526 + 0,996

1,784 +1,1824a
2,081 + 11,8414
2,055 + 1,358Aa
2,550 + 1,855%2

Proteinas solUveis
da matriz (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,028 + 0,005%2
0,020 + 0,004%a
0,021 + 0,0044a
0,029 + 0,005%@

0,030 + 0,00342
0,033 + 0,00452
0,032 + 0,00452
0,031 + 0,005%2

0,044 + 0,00682°
0,037 + 0,005Bab
0,036 + 0,0038¢2
0,046 + 0,005B°

0,046 + 0,0078ab
0,039 + 0,00752
0,042 + 0,009¢
0,049 + 0,0068°

Proteinas insolUveis
do biofilme (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,019 + 0,008Aab
0,020 + 0,0054°
0,028 + 0,006”2
0,024 + 0,005%a

0,029 + 0,00742
0,021 + 0,00342
0,032 + 0,006"2
0,027 + 0,01442

0,029 + 0,005%2
0,022 + 0,005%2
0,026 + 0,00442
0,024 + 0,004"2

0,030 + 0,00742
0,024 + 0,0044a
0,033 + 0,008%2
0,026 + 0,006"2

WSP (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,026 + 0,00342
0,018 + 0,004Aab
0,016 + 0,0034°
0,016 + 0,002A°

0,029 + 0,005%2
0,034 + 0,00852
0,025 v 0,00482
0,030 + 0,00752

0,027 + 0,00742
0,026 + 0,005"B2
0,021 + 0,003AB2
0,018 + 0,003A¢2

0,029 + 0,006A2
0,024 + 0,00742
0,025 + 0,01082
0,026 + 0,0028¢2

ASP (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,061 + 0,00142
0,058 + 0,003%@
0,056 + 0,00442
0,054 + 0,0034a

0,068 + 0,00382v
0,070 + 0,004520
0,072 + 0,00582
0,065 + 0,003

0,070 + 0,0048¢=
0,059 + 0,003A°
0,062 + 0,003ACb
0,058 + 0,005%2

0,077 + 0,004¢2
0,063 + 0,003A°
0,066 + 0,003¢P
0,074 + 0,006

eDNA (ng)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

16,541 + 1,99042
14,732 £ 0,910%2
18,345 + 4,423A2
16,747 £ 1,540°2

52,589 + 3,808B2
58,879 + 4,4728b
49,672 + 6,19582
60,905 + 5,3348BP

25,898 + 3,681
20,830 + 2,53742
23,612 + 4,38872
20,586 + 2,585%2

65,442 + 5,982P2
52,638 + 3,333
60,590 + 4,689¢2
52,365 + 3,013

Letras mailsculas correspondem a comparacao entre os grupos (linhas), letras mindsculas correspondem a comparacao entre as condi¢des
(colunas). Letras desiguais indicam diferenca estatistica significativa, apontada no pés-teste de Tukey ou Games-Howell (a=0,05).

Fonte: elaborag&o propria.
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6.2.3 Resultados da caracterizacdo do biofilme apds a décima aplicacéo de
aPDT

Os resultados da avaliacdo dos componentes do biofilme apdés a décima

aplicacao de aPDT estédo apresentados na Tabela 7.

6.2.3.1 Peso seco total (mgQ)

N&o foi observada interacdo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,889). Quando avaliados isoladamente, os fatores de tratamento
apresentaram interacdo estatisticamente significativa (p<0,047).

Entretanto, as condi¢des de tratamento estudadas néo influenciaram os valores
de peso seco total nos grupos avaliados e, ao compararmos 0s grupos, nas condi¢des
de tratamento avaliadas, podemos observar que os valores de peso seco total foram

estatisticamente semelhantes (p=0,142) entre os grupos avaliados.

6.2.3.2 Peso seco insoluvel (mg)

N&o foi observada interacéo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,143). Quando avaliados isoladamente, o fator grupo ndo apresentou
interacdo significativa (p=0,062), entretanto o fator condicdo apresentou interacao
estatisticamente significativa (p=0,002).

As condigdes de tratamento nao influenciaram os valores de peso seco
insoltvel nos grupos avaliados.

Ao compararmos 0s grupos, na condi¢cdo sonicacdo+aPDT, podemos observar
gue o grupo submetido a aPDT (SOP+L+) apresentou maiores valores de peso seco
insoluvel, estatisticamente diferente do grupo SOP-L- (p=0,004) e dos demais grupos
avaliados (SOP+L- e SOP-L+; p<0,002).

6.2.3.3 Proteinas sollUveis da matriz (ug)

Houve interagcéo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).
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No grupo DNSOP-L- houve reduc¢ao significativa (p<0,001) da quantidade de
proteinas sollUveis da matriz em relagdo as outras condi¢cBes avaliadas. Os grupos
DNP-L+ e SOP-L+ foram estatisticamente diferentes do grupo P-L+ (p<0,024).

Ao compararmos 0s grupos, na condicdo aPDT, podemos observar que o grupo
submetido P+L+ apresentou valores reduzidos de proteinas sollUveis da matriz e
estatisticamente diferentes (p<0,001) dos grupos P-L+ e P-L-. Nas condi¢des
DNase+aPDT e sonicacao+aPDT, os valores de proteinas sollveis da matriz foram
significativamente reduzidos nos grupos DNP+L+ e SOP+L+ em relacdo aos grupos
DNP-L- e SOP-L- (p<0,005).

6.2.3.4 Proteinas insoluveis do biofilme (ug)

Houve interagcéo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,014).

Os biofilmes do grupo SOP-L+ apresentaram os menores valores de proteinas
insoluveis do biofilme e foram estatisticamente diferentes (p=0,022) da condi¢cdo aPDT
(P-L+). As demais condi¢Oes avaliadas foram estatisticamente semelhantes (p=0,138)
entre si.

Na comparacdo entre grupos, na condicdo sonicacdo+aPDT, podemos
observar que o grupo SOP-L+ foi estatisticamente diferente (p<0,007) dos demais

grupos que foram semelhantes (p=1,000) entre si.

6.2.3.5 WSP (ug)

N&o foi observada interagcéo estatisticamente significante entre os fatores de
tratamento (p=0,084). Quando avaliados isoladamente, os fatores de tratamento
apresentaram interacdo estatisticamente significativa (p<0,003).

Houve reducéo significativa (p<0,003) dos valores de WSP nos grupos DNP-L-
e DNSOP-L- em relag&o ao grupo P-L-, que foi estatisticamente semelhante (p=0,146)
ao grupo SOP-L-.

Na comparacdo entre grupos, na condicdo aPDT, podemos observar que o
P+L+ apresentou reducdo significativa (p<0,001) nos valores de WSP quando
comparado ao grupo P-L-, entretanto foi semelhante aos demais grupos avaliados
(P+L- e P-L+; p=0,129). Os valores de WSP no grupo SOP+L+ foram estatisticamente
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menores comparados aos grupos SOP+L- (p=0,006) e SOP-L- (p<0,001), porém
foram semelhantes (p=0,114) ao grupo SOP-L+. Os valores de WSP nas condi¢des
DNase+aPDT e DNase+sonicacdo+aPDT foram estatisticamente semelhantes

(p=0,059) entre si, independentemente do grupo avaliado.

6.2.3.6 ASP (ug)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

Os resultados demonstraram que os valores de ASP foram influenciados pelas
condicBes de tratamento avaliadas. O grupo DNSOP+L+ reduziu os valores de ASP e
foi estatisticamente diferente (p<0,015) do grupo P+L+, que foi semelhante (p=0,055)
as demais condicdes avaliadas (DNP+L+ e SOP+L+). No grupo DNSOP-L+ também
apresentou reducédo dos valores de ASP e foi estatisticamente diferente (p<0,003) dos
grupos P-L+ e SOP-L+. Os grupos DNP-L- e DNSOP-L- foram estatisticamente
semelhantes (p=0,500) entre si e diferentes (p<0,001) dos grupos P-L- e SOP-L-.

Os valores de ASP obtidos nos grupos DNP+L+ e SOP+L+ apresentaram-se
estatisticamente reduzidos (p<0,003) em relacdo aos demais grupos. No grupo
DNSOP+L+ se comportou de maneira semelhante (p=0,123) ao grupo DNSOP-L+,

sendo diferente (p<0,003) dos demais grupos avaliados.

6.2.3.7 eDNA (ng)

Houve interagcéo estatisticamente significante entre os fatores de tratamento
(p<0,001).

Os grupos DNP+L-, DNP-L-, DNSOP+L- e DNSOP-L- foram estatisticamente
semelhantes (p=1,000) entre si e promoveram reducéo significativa (p<0,045) nos
valores de eDNA em relagéao aos grupos P+L- e P-L-.

Na avaliagdo dos grupos de tratamento, independentemente da condi¢cdo de
tratamento avaliada, foi possivel observar que os menores valores de eDNA foram
obtidos para os grupos submetidos a aPDT (P+L+, DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+),
esses valores foram significativamente diferentes (p<0,001) dos grupos controle (P-L-
, DNP-L-, SOP-L- e DNSOP-L-). O grupo P-L+ também apresentou reducao

significativa (p<0,003) nos valores de eDNA em todas as condicfes avaliadas.



Tabela 7 - Médias e desvios-padrdo dos componentes do biofilme avaliados apés dez aplicacdes de aPDT
Grupos
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Componentes

Condicao

P+L+

P+L-

P-L+

P-L-

Peso seco total
(mg)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

19,766 + 7,524A2
23,933 + 8,909%2
31,733 + 9,00442

23,366 + 13,3482

20,633 + 6,11542
34,733 + 4,927A2
28,500 + 5,022A2
29,633 +1,920%

28,866 + 5,81872
34,533 + 4,66472

36,233 + 15,1174

36,833 + 5,310

30,766 + 8,12572
35,633 + 4,94472
34,466 + 7,025%2
36,866 + 4,49742

Peso seco insoluvel
(mg)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

1,680 + 1,310%
2,392 + 1,9244a
1,367 + 1,5214a
2,542 + 1,923

2,388 + 2,030%@
1,170 £ 0,833%
0,990 + 0,93982
1,170 £ 0,715%

1,447 + 0,7944a
1,125 + 0,790%@
1,038 + 0,2448Ba
1,237 + 0,685%@

1,111 + 0,478%@
1,440 * 0,1644a
1,091 + 0,15982
1,590 + 0,579%

Proteinas soluveis
da matriz (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,023 + 0,00442
0,021 + 0,006"2
0,022 + 0,00442
0,024 + 0,00372

0,030 + 0,0044a
0,035 + 0,00452
0,031 + 0,00282
0,027 + 0,00442

0,050 + 0,00552
0,037 + 0,008¢P
0,041 + 0,005¢P
0,043 + 0,0045ab

0,055 + 0,00982
0,050 + 0,008Pa
0,045 + 0,004¢P
0,032 + 0,0044¢

Proteinas insollUveis
do biofilme (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,028 + 0,004Aab
0,026 + 0,005Aa0
0,034 + 0,009%2
0,022 + 0,0064°

0,028 + 0,0014@
0,028 + 0,012%a
0,033 + 0,00742
0,026 + 0,009%2

0,029 + 0,0044a
0,026 + 0,008Aab
0,017 + 0,0078°
0,023 + 0,004Aab

0,031 + 0,006
0,038 + 0,00282
0,031 + 0,006"2
0,029 + 0,0044a

WSP (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,025 + 0,00272
0,019 + 0,00342
0,018 + 0,006"2
0,020 + 0,00342

0,033 + 0,01142
0,028 + 0,006”2
0,030 + 0,0045¢2
0,0024 + 0,006*2

0,029 + 0,00442
0,026 + 0,002A2
0,026 + 0,010AC2
0,023 + 0,0044a

0,040 + 0,00452
0,027 + 0,0034°
0,032 + 0,004
0,028 + 0,0044°

ASP (ug)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

0,060 + 0,003%2
0,054 + 0,003Aab
0,058 + 0,004Aab
0,053 + 0,0027°

0,068 + 0,00452
0,065 + 0,00352
0,068 + 0,00352
0,064 + 0,00152

0,071 + 0,00352
0,062 + 0,0038bc
0,066 + 0,00452¢
0,058 + 0,004ACb

0,078 + 0,002¢2
0,065 + 0,0058°
0,075 + 0,004¢2
0,061 + 0,0028B¢b

eDNA (ng)

aPDT
DN+aPDT
SO+aPDT
DN+SO+aPDT

11,681 + 1,256A2
9,563 + 1,11742
11,468 + 4,228"2
10,144 + 1,85142

50,981 + 4,32782
57,645 + 3,48685P
48,693 + 3,37482
56,386 + 2,5258P

20,374 £ 2,471°¢
17,384 + 6,919/
21,385 + 22,4344
18,879 +1,781%

65,168 + 3,505P2
53,297 + 1,221¢
57,995 + 7,803
50,070 + 2,482P°

Letras mailsculas correspondem a comparacao entre os grupos (linhas), letras mindsculas correspondem a comparacao entre as condi¢des
(colunas). Letras desiguais indicam diferenca estatistica significativa, apontada no pés-teste de Tukey ou Games-Howell (a=0,05).

Fonte: elaborac&o propria.
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6.2.4 Resultados da comparacdo nos grupos submetidos ao tratamento
fotodindmico apo6s as condi¢cdes avaliadas nas aplicagcfes 1,5e 10

Na Tabela 8 estdo apresentados a andlise dos resultados obtidos de todas as
condi¢cbes avaliadas nos grupos submetidos somente a terapia fotodinamica (P+L+,
DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+). Os resultados da Tabela 8 demonstram se houve
diferenca estatistica entre as trés de aplicagbes (Apl 1, Apl 5 e Apl 10) para todas as
condi¢des avaliadas nos grupos submetidos a terapia fotodindmica (P+L+, DNP+L+,
SOP+L+ e DNSOP+L+).

Em relacéo as proteinas insollveis do biofilme, foi observado que, na condi¢ao
aPDT, houve um aumento estatisticamente significativo (p=0,044) na quantidade
dessas proteinas apos 10 aplicacdes de aPDT. As demais condi¢cdes apresentaram
igualdade estatistica entre si (p=0,051) em todas as aplicacdes (p=0,053).

Os niveis de WSP foram estatisticamente semelhantes (p=0,090)
independentemente da quantidade de aplicagbes. Os biofiimes submetidos a uma
Unica aplicagdo de aPDT tiveram reducgéo estatisticamente significativa (p<0,001) nos
niveis de WSP nos grupos DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+ quando comparados com
o grupo P+L+. Quando os biofilmes foram submetidos a cinco e a dez aplica¢des de
aPDT, também foi observada a redugéo significativa (p<0,021) nos niveis de WSP
para 0s mesmos grupos em relacdo ao grupo P+L+.

Quando observados os niveis de eDNA, os biofimes da condicdo aPDT
apresentaram reducgéo estatisticamente significativa (p=0,003) entre as aplicagdes,
sendo que apos 10 aplicacdes sucessivas de aPDT, foram observados os menores
niveis de eDNA. Os biofilmes da condicdo SO+aPDT apresentaram reducao
estatisticamente significativa (p<0,001) de eDNA apenas apos 10 aplicagbes. Os
grupos DNP+L+ e DNSOP+L+ apresentaram os menores niveis de eDNA nas
aplicacdes 1 e 10, sendo estatisticamente semelhantes entre si (p=0,207) e diferentes
(p<0,001) da aplicacéo 5. ApGs a primeira aplicacado de aPDT, foi observado que os
grupos DNP+L+ e DNSOP+L+ apresentaram reducgdo significativa (p<0,001) nos
niveis de eDNA quando comparados com 0s grupos P+L+ e SOP+L+.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
condicbes de tratamento e a quantidade de aplicacbes de aPDT para os
componentes: peso seco total (p=0,291), peso seco insolavel (p=0,082), proteinas
soluveis da matriz (p=0,804) e ASP (p=0,068).
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Tabela 8 - Médias e desvios-padrao dos componentes da do biofilme dos grupos submetidos
a aPDT isoladamente ou apés as condi¢cBes avaliadas e comparando as trés aplicacdes (1, 5

e 10)
Componentes Condicao Apl 1 Apl 5 Apl 10
Peso seco total aPDT 21,733 + 4,082A2 21,100 + 8,93142 19,766 + 7,524Aa
(mg) DN+aPDT 24,133 £ 2,115 25,733 £ 7,302Aa 23,933 £+ 8,0094a
SO+aPDT 20,000 + 2,90942 28,133 + 5,979ABa 31,733 + 9,00442
DN+SO+aPDT 25,866 + 5,736"2 26,733 + 5,866"2 23,366 + 13,3482
Peso seco aPDT 1,350 + 0,978Aa 1,312 + 0,495Aa 1,680 + 1,3104a
insolivel (mg) DN+aPDT 1,983 + 1,019%2 1,147 + 0,47072 2,392 + 1,9244A2
SO+aPDT 0,900 + 0,702A2 1,312 + 0,761472 1,367 + 0,5214a
DN+SO+aPDT 2,717 £ 1,020/ 1,080 + 0,3334a 2,542 + 1,923A2
Proteinas aPDT 0,030 + 0,007A2 0,028 + 0,00542 0,023 + 0,00442
sollveis da DN+aPDT 0,024 + 0,023A2 0,020 + 0,004A2 0,021 + 0,00642
matriz (ug) SO+aPDT 0,020 + 0,003A 0,021 + 0,004A2 0,022 + 0,00442
DN+SO+aPDT 0,022 + 0,021A2 0,029 + 0,005A2 0,024 + 0,003A2
Proteinas aPDT 0,020 + 0,003A 0,019 + 0,008A2 0,028 + 0,0048Ba
insolUveis do DN+aPDT 0,026 + 0,004A2 0,020 + 0,005A2 0,028 + 0,004A2
biofilme (ug) SO+aPDT 0,027 + 0,004Aa 0,028 + 0,00642 0,028 + 0,00442
DN+SO+aPDT 0,026 + 0,005A2 0,024 + 0,005A2 0,028 + 0,004A2
WSP (ug)  aPDT 0,030 + 0,005%2 0,026 + 0,003%a 0,025 + 0,0024a
DN+aPDT 0,015 + 0,003Ap 0,018 + 0,004AP 0,019 + 0,003Aab
SO+aPDT 0,018 + 0,004Ab 0,016 + 0,003Ap 0,018 + 0,006AP
DN+SO+aPDT 0,015 + 0,003Ab 0,016 + 0,002Ap 0,020 + 0,003Aab
ASP (ug)  aPDT 0,059 £ 0,005 0,061 +0,001% 0,060 + 0,003
DN+aPDT 0,056 £0,008%2 0,058 +0,003*2 0,054 + 0,003"2
SO+aPDT 0,056 +0,003* 0,056 + 0,004%2 0,058 + 0,004
DN+SO+aPDT 0,058 + 0,005A2 0,054 + 0,003A2 0,053 + 0,002A2
eDNA (ng) aPDT 21,670 £+ 2,098Aa 16,541 + 1,9908B2 11,681 + 1,256
DN+aPDT 9,250 + 2,107AP 14,732 + 0,9108B2 9,563 + 1,117A2
SO+aPDT 20,083 + 2,8104 18,345 + 4,423A2 11,468 + 4,228Ba
DN+SO+aPDT 12,735 + 1,698AP 16,747 + 1,5408B2 10,144 + 1,85142

Letras mailsculas correspondem a comparagdo entre as aplicagbes (linhas) e letras
mindsculas correspondem a comparacdo entre as condicfes (colunas). Letras desiguais
indicam diferenca estatistica significativa, apontada no pos-teste de Tukey ou Games- Howell

(a=0,05).

Fonte: elaboracéo propria.
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6.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Nos aumentos de 500x e de 1000x € possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo P-L- (imagens d, e) em relacdo ao grupo P+L+ (imagens a, b).
No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo P+L+ (imagem c, seta
vermelha), o que nédo € notado no grupo P-L- (imagem f). Além disso, no grupo P-L-

(imagem f) também é possivel observar maior presenca de MEC.

Figura 7 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos & uma aplicagédo de
terapia fotodindmica na condi¢cdo aPDT

500x 1000x 4000x

P+L+

||||| x! mm mm X4,000  5pm  —

Biofilmes do grupo P+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo P-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo P-L- (imagens d, e€) em relacdo ao grupo P+L+ (imagens a, b).
No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo P+L+ (imagem c, setas
vermelhas), o que ndo é notado no grupo P-L- (imagem f).

Quando comparados a Figura 7, os grupos submetidos a 10 aplicacbes de
aPDT (Figura 8) apresentam menores quantidades de C. albicans, assim como uma

maior prevaléncia de deformidades de membrana celular (setas vermelhas).

Figura 8 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a dez aplicacdes de
terapia fotodindmica na condi¢cdo aPDT

500x 1000x 4000x

P+L+

SEIl 12V WD10mm S$S40

x1,000  10pm SEI 12kV  WD10mm SS40 x4,000  Sum

Biofilmes do grupo P+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo P-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo DNP-L- (imagens d, €) em relacdo ao grupo DNP+L+ (imagens
a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo DNP+L+ (imagem c, setas

vermelhas), o que nao é notado no grupo DNP-L- (imagem f).

Figura 9 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a uma aplicagéo de
terapia fotodindmica na condicdo DNase+aPDT

500x 1000x 4000x

SEI 12kV  WD13mm SS40 x1,000  10pm

SEI 12kV  WD10mm SS40 x1,000  10pm

Biofilmes do grupo DNP+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo DNP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo DNP-L- (imagens d, €) em relacdo ao grupo DNP+L+ (imagens
a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
menor presenca de aglomerados celulares no grupo DNP+L+ (imagem c, setas
amarelas), em relacéo ao grupo DNP-L- (imagem f, seta amarela).

Quando comparados a Figura 9, os grupos submetidos a 10 aplicacbes de
aPDT (Figura 10) apresentam menores quantidades de C. albicans, assim como

menor presenca de aglomerados celulares (setas amarelas).

Figura 10 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a dez aplicagbes de
terapia fotodindmica na condicdo DNase+aPDT

500x 1000x 4000x

SEl 12kV  WD1imm x1,000  10pm

SEl 12kV  WD10mm SS40

Biofilmes do grupo DNP+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo DNP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo SOP-L- (imagens d, €) em relacdo ao grupo SOP+L+ (imagens
a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo SOP+L+ (imagem c, setas
vermelhas) e a menor presenca de aglomerados celulares (imagem c, seta amarela),

em relacdo ao grupo SOP-L- (imagem f, seta amarela).

Figura 11 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a uma aplicacéo de
terapia fotodindmica na condig¢éo sonicagdo+aPDT

500x

SOP+L+

SEl 12kV  WD13mm SS40 x1, SEI 12kV  WD13mm SS40

Biofilmes do grupo SOP+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo SOP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo SOP-L- (imagens d, €) em relacdo ao grupo SOP+L+ (imagens
a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f), nota-se a
presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo SOP+L+ (imagem c, seta
vermelha), o que ndo é notado no grupo SOP-L- (imagem f).

Quando comparados a Figura 11, os grupos submetidos a 10 aplicacdes de
aPDT (Figura 12) apresentam discreta reducdo nas quantidades celulares de C.
albicans.

Figura 12 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a dez aplicagbes de
terapia fotodinamica na condicdo sonicagdo+aPDT

1000x 4000x

SEI 12kV  WD13mm SS40 X4,000  5pm  —
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SEI 12kV  WD10mm SS40 x1,000  10pm  — SEI 12kV  WD10mm SS40 X4,000  5pm  e—

Biofilmes do grupo SOP+L+ (a, b, c, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo SOP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de1000x é possivel observar maior prevaléncia de C.
albicans no grupo DNSOP-L- (imagens d, e€) em relacdo ao grupo DNSOP+L+
(imagens a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f),
nota-se a presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo DNSOP+L+
(imagem c, setas vermelhas) e a menor presenca de aglomerados celulares (imagem

c, seta amarela), em relacdo ao grupo DNSOP-L- (imagem f, seta amarela).

Figura 13 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a uma aplicacéo de
terapia fotodindmica na condicdo DNase+sonicacao+aPDT

500x

DNSOP+L+

DNSOP-L- &

wi OpM  — 12kV. WD10mm  SS40 0 10um  m— SEI 12kV  WD10mm S —

Biofilmes do grupo DNSOP+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo DNSOP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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Nos aumentos de 500x e de 1000x é possivel observar maior prevaléncia de
C. albicans no grupo DNSOP-L- (imagens d, €) em relacdo ao grupo DNSOP+L+
(imagens a, b). No detalhamento da morfologia, no aumento de 4000x (imagens c, f),
nota-se a presenca de deformidades nas paredes celulares no grupo DNSOP+L+
(imagem c, seta vermelha) e a menor presenca de aglomerados celulares (imagem c,
seta amarela), em relagéo ao grupo SOP-L- (imagem f, seta amarela).

Quando comparados a Figura 13, os grupos submetidos a 10 aplicacdes de
aPDT (Figura 14) apresentam menores quantidades de C. albicans, assim como

menor presenca de aglomerados celulares (setas amarelas).

Figura 14 - Imagens de MEV dos biofilmes de C. albicans submetidos a dez aplicacdes de
terapia fotodindmica na condicdo DNase+sonicagdo+aPDT

500x 1000x 4000x

DNSOP-L-

SEI 12kV  WD10mm SS40 X1,000  10pm  —

Biofilmes do grupo DNSOP+L+ (a, b, ¢, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Biofilmes do grupo DNSOP-L- (d, e, f, aumentos de 500x, 1000x e 4000x, respectivamente).
Fonte: arquivo pessoal.
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7 DISCUSSAO

As infecgbes causadas por Candida estao associadas ao desenvolvimento de
biofilme, que € uma microestrutura organizada de células aderidas a uma superficie e
incorporadas em uma MEC, que protege as mesmas contra as defesas imunolégicas
do hospedeiro e limita a difusdo de farmacos®°*%. Devido a protecdo que a MEC
proporciona aos biofilmes, neste estudo foram avaliados métodos quimico (DNase) e
mecanico (sonica¢ao) ou a associacao dos mesmos (DNase+sonicacao) com objetivo
de desestruturar essa microestrutura o que facilitaria a penetracado do FS melhorando
a efichcia da aPDT. Esses tratamentos foram associados a realizagdo de 10
aplicacdes sucessivas de aPDT mediadas por PDZ (25 mg/L associado a 18 J/cm? de
LED vermelho) e seu efeito sobre o biofilme de C. albicans foram avaliados por meio
da quantificacdo das unidades formadoras de colonias, peso seco total, peso seco
insoluvel, proteinas sollveis da matriz, proteinas insoltveis do biofilme, WSP, ASP,
eDNA e MEV.

Os resultados obtidos demonstram que a aplicacdo de aPDT (P+L+) propiciou
reducdo na viabilidade celular de 3,2 logio apds a 12 aplicacédo, de 3,8 logio apos a 52
aplicacdo e de 5,7 logio apés a 10?2 aplicacdo de aPDT. Em estudo anteriort4, foi
observada reducéo significativa de 6,1 logio na viabilidade somente apos 5 aplicacdes
sucessivas de terapia fotodinamica utilizando 25 mg/L de PDZ associada a 18 J/cm?
de LED. Os resultados do estudo citado corroboram com os resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que, ambos apresentaram uma reducdo significativa na
viabilidade celular de biofilmes de C. albicans quando utilizado o PDZ associado a luz
no comprimento de onda adequado. Entretanto, a metodologia utilizada para a
inducéo de tolerancia no biofilme ndo foi a mesma. No presente estudo os biofilmes
foram submetidos a aplicages sucessivas e na metodologia utilizada por Dias et al.'4
os biofilmes foram formados a partir de células recultivadas que foram submetidas ao
tratamento fotodinamico e, segundo os autores, essa metodologia pode fragilizar os
biofilmes e nado seria tdo adequada para induzir a tolerancia do biofilme.

A reducdo da viabilidade de culturas plancténicas de C. albicans apoés 1
aplicacdo de aPDT mediada por PDZ foi relatada por Dovigo et al.’®. Esses autores
apos avaliarem diferentes doses de LED (18, 25,5 e 37,5 J/cm?) associada a distintas
concentracdes de PDZ (25, 50 e 75 pug/mL) verificaram que o tratamento com 50 e 75

ug/mL de PDZ combinado a 37,5 J/cm? de LED resultou na inativagdo completa de
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isolados clinicos de C. albicans. Por outro lado, a reducéo da viabilidade observada
em biofilme de isolados clinicos de C. albicans apds uma aplicacao foi de 0,9 logzo.
Em outro estudo Giuliani et al.>¢ obtiveram 3 logio de reducdo em C. albicans ap6s 20
ciclos de aPDT, utilizando um derivado de ftalocianina (1,3 ug/mL) associado ao LED
(30 J/cm?) com eficacia de morte equivalente 99,9%. Garcia et al.>” avaliaram biofilmes
de cepa padrao (SN 425) e cepas mutantes (CNJ 2302 A A efg1 e CNJ 2330 A/A tec1)
de C. albicans que foram expostos 2 vezes por dia com 44 uM de azul de toluidina por
5 minutos, seguido de luz vermelha (635 nm) por 1 (87,6 J/cm?) ou 2 minutos (175,2
J/cm?), foi observada reducdo na UFC das cepas mutantes, porém o mesmo néo foi
observado para a cepa padrdo; as cepas mutantes avaliadas tém deficiéncia na
formacao de biofilme e MEC, portanto, os resultados demonstram a afirmacéo da
importancia da MEC para a protecao dos microrganismos contra aPDT. Os resultados
dos estudos citados evidenciam o que tem sido relato na literatura, isso €, que o
biofime de C. albicans é mais tolerante a aPDT quando comparado a culturas
planctdnicas®®4” uma vez que aPDT quando aplicada em doses sub-letais promoveu
5,7 logio de reducéo apos 10 aplicacbes o que pode sugerir uma maior tolerancia dos
biofilmes a aPDT.

Apos a aplicacdo de DNase foi observada reducao na viabilidade celular de 3,5
logio apds a 128, 4,8 logio apds a 52 e 5,5 logio apls a 102 aplicacbes de aPDT. Em
estudo anterior'? foi realizado o tratamento com a enzima DNase (20 unidades/mL por
5 minutos) previamente a aplicacdo de PDZ (200mg/mL por 20 minutos) e luz (50
J/icm? por 28 minutos) em biofilmes de C. albicans susceptivel ao fluconazol (ATCC
90028) e foi observada uma reducdo na viabilidade celular de, aproximadamente, 3
logio apds 1 aplicacdo de aPDT. Esses resultados corroboram com os obtidos no
presente estudo apoés a 12 aplicacdo. Estudo recente de Pereira-Abreu®® em que foi
avaliado biofilme de cepa de C. albicans resistente a fluconazol (ATCC 96901),
também associa DNase com a terapia fotodinamica mediada por PDZ (nos mesmos
parametros utilizados pelo estudo anterior) foi observada reducdo de 1,92 logio apos
a realizacao de 1 aplicacdo de aPDT.

Quando foi realizada a aplicacéo de sonicacao previamente a aPDT a reduc¢éo
da viabilidade celular observada foi de 3,5 logio, 4,8 logio e 5,3 logio, apos a 12, 52 e
102 aplicagGes, respectivamente. Em outro estudo** foi avaliada a viabilidade celular
de biofilmes de E. coli tratados com ultrassom (42 kHz e 0.66 W/cm? por 30 minutos)

e tobramicina (antibidtico topico), e foi verificado que a combinag¢do proporcionou
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reducdo significativa da viabilidade celular do microrganismo avaliado. O efeito da
combinacgao entre ultrassom (desestruturagdo mecéanica por 20 segundos), azul de
metileno (FS) e luz (660 nm e 150 mW por 1 minuto) resultou em reducdo de
aproximadamente 98% na viabilidade celular de biofilmes de E. faecalis apds 1
aplicacédo de aPDT“°. No presente estudo, a reducdo observada foi de 50% na 12, 70%
na 52 e 75% na 102 aplicacéo.

Nos grupos em que foi avaliada a associacdo entre os métodos quimico
(DNase) e mecanico (sonicacéo) foi observada a reducéo na viabilidade celular de 3,5
logio apds a 12, 4,8 logio apds a 52 e 5,3 logio apdés a 102 aplicacdo, resultados
semelhantes aos dos grupos tratados apenas com DNase ou apenas com sonicacao.
Na literatura, até o presente momento, ndo foram realizados estudos que associaram
os tratamentos avaliados aqui, porém os resultados obtidos demonstram que todos os
tratamentos realizados isoladamente proporcionaram uma reducéo relevante na
viabilidade celular o que sugere que a associagéo dos tratamentos nédo potencializou
o efeito da aPDT.

Com a avaliacdo dos resultados obtidos foi possivel concluir que as diferentes
condi¢cbes avaliadas para desestruturar a MEC néo potencializaram a acao da aPDT
apresentando pouca influéncia na reducéo dos valores de UFC o que sugere o
desenvolvimento de tolerancia do biofilme frente a aplicacdes sucessivas de doses
sub-letais de aPDT.

As células do biofilme tém morfologia distintas e estdo envoltas e abrigadas por
uma MEC que é capaz de proteger o biofilme'4. A MEC é composta por glicoproteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucleicos que abrigam as células, proporcionando
protecdo contra a imunidade do hospedeiro, fatores ambientais e tratamentos
antifungicos®°.

Nos biofilmes, o peso seco total € composto por células do biofiime e
componentes da MEC. Os resultados do presente estudo demonstram que nao houve
diferenca significativa no peso seco total quando comparados o0s grupos P+L+,
DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+ em relagdo ao grupo controle (P-L-) apos a 12, 52 e
102 aplicagbes avaliadas. Esses resultados corroboram com estudos anteriores, onde
também ndo foi observada diferenca significante no peso seco total de biofilmes de C.
albicans susceptivel (ATCC 90028)*° ou resistente ao fluconazol (ATCC 96901, R14
e R70)%® ap6s serem submetidos ao tratamento apenas com aPDT ou com DNase

associado a aPDT. Apds tratamento com azul de toluidina seguido de aPDT, também
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nao foi observada redugéo no peso seco total de cepas padrao (SN 425) e mutante
(CNJ 2330 A/A tec1)>” de C. albicans.

Na avaliacdo do peso seco insolivel também nao foi observada diferenca
estatistica entre os grupos tratamento (P+L+, DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+)
guando comparados ao grupo controle (P-L-) em todas as aplicagdes avaliadas. Esses
resultados corroboram com os obtidos por Panariello et al.l® que também né&o
observaram diferenca no peso seco insoluvel de biofilmes de C. albicans (ATCC
90028) tratados apenas com aPDT ou submetidos a DNase seguida de aPDT quando
comparado ao grupo P-L-. Cepas resistentes a fluconazol (ATCC 96901, R14 e R70)
também ndo apresentam diferenca estatistica quando tratadas apenas com aPDT em
relacdo ao grupo P-L-, por outro lado, os biofilmes formados por essas cepas
apresentaram reducdo no peso seco insoluvel apos serem tratados com DNase
seguido da aPDT®8.

As proteinas sollveis estédo aderidas aos polissacarideos da MEC® que atuam
como uma estrutura digestiva externa que degrada os biopolimeros extracelulares
utilizando-os como fonte de energia®’. Uma aplicacdo das condi¢es de tratamento
avaliadas, seguidas de aPDT, ndo influenciou os valores de proteinas sollveis da
matriz. Esses resultados corroboram com resultados de estudos anteriores quando foi
avaliado cepas de C. albicans susceptivel (ATCC 90028)*° e resistentes ao fluconazol
(ATCC 96901, R14 e R70)%8, tanto no tratamento apenas com aPDT, quanto no
tratamento combinando DNase e aPDT. Também pdde ser observada influéncia da
aPDT nos valores de proteinas sollveis em cepa mutante (CNJ 2330 A/A tecl)®’.
Apos a 52 e a 102 aplicagcbes das condicdes de tratamento avaliadas no presente
estudo, todos os grupos submetidos a aPDT (P+L+, DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+)
apresentaram reducdo nos valores de proteinas solUveis da matriz quando
comparados aos respectivos grupos controle (P-L-, DNP-L-, SOP-L- e DNSOP-L-).

Em relagéo as proteinas insoluveis do biofilme, também foi possivel observar a
reducdo nos grupos P+L+, DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+ em comparagao ao grupo
P-L- somente ap6s a 12 aplicacdo de aPDT. Esses resultados ndo corroboram com
estudos anteriores!®%8, Porém, corroboram com resultados obtidos por Garcia et al.%’,
gue expuseram cepas de C. albicans 2 vezes por dia com 44 uM de azul de toluidina
por 5 minutos, seguido de luz vermelha (635 nm) por 1 (87,6 J/cm2) ou 2 minutos
(175,2 Jlcm2), nesse caso foi observada reducdo de proteinas insolluveis nas cepas
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mutantes (CNJ 2302 A A efgl e CNJ 2330 A/A tecl) avaliadas, quando comparadas
ao grupo controle.

A MEC dos biofilmes de Candida € formada por polissacarideos a-mananos
(WSPs) associados aos B-glucanos (ASPs) que formam o complexo manano-glucano
(MGCx)8L. A gquantidade de polissacarideos presentes na MEC depende de suas
interacdes fisicas isoladas e conjuntas ao complexo MCGx®°. As inter-relagcdes no
complexo MGCx sdo responsaveis pela resisténcia antifingica do biofilme®:. Os a-
mananos sdo 0s polissacarideos mais abundantes na MEC dos biofilmes fangicos,
totalizando aproximadamente 87%, seguido pelo 1,6-B-glucano (12%) e uma pequena
porcentagem de 1,3-B-glucano (1%)?’. O equilibrio na relacéo desses polissacarideos
na MEC é responsavel por manter a integridade do complexo MGCx, de maneira que
qualquer modificacdo em algum destes polissacarideos que compde a MEC pode

alterar a susceptibilidade do biofilme as abordagens antiflingicas®?:6263,

Na andlise de WSP, podemos observar que apés a 12 e 102 aplicacdes os
valores de WSP foram reduzidos pelas condicGes de tratamento avaliadas (P+L+,
DNP+L+, SOPL+L+ e DNSOP+L+) quando comparadas ao grupo controle (P-L-).
Esses resultados corroboram com os obtidos no estudo realizado por Abreu-Pereira
et al.>® que observaram reducdo nos valores de WSP nos biofiimes de isolados
clinicos de cepas resistentes ao fluconazol (R14 e R70), tanto no grupo tratado apenas
com aPDT, quanto no grupo que avaliou a eficicia da associacdo da DNase e aPDT.
Por outro lado, Panariello et al.'® observaram reducédo nos valores de WSP em
biofilmes de C. albicans susceptivel ao fluconazol tratados apenas com aPDT, porém
0 grupo tratado com DNase seguido de aPDT foi estatisticamente semelhante ao
grupo controle (P-L-).

Quando analisamos ASP podemos observar que, os valores de ASP foram
influenciados pela aplicacdo da DNase e sonicagdo previamente ao tratamento
fotodinamico (DNSOP+L+) somente apds a 102 aplicacdo quando comparadas ao
grupo P-L-. Em estudos anteriores, que analisaram aplicagédo de DNase por 5 minutos
previamente ao tratamento fotodindmico em biofiimes de cepas susceptivell® e
resistentes ao fluconazol®® ndo foi observado efeito de ambos os tratamentos sobre

os valores de ASP.

Avaliando eDNA foi verificado que todas as condi¢des experimentais (P+L+,
DNP+L+, SOP+L+ e DNSOP+L+) promoveram reducéo significativa nos valores de
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eDNA quando comparadas aos seus respectivos grupos controle (P-L-, DNP-L-, SOP-
L- e DNSOP-L-) ap6s a 13, 52 e 102 aplicacGes avaliadas. Estudo de Garcia et al.>’
demonstrou a reducéo nos niveis de eDNA em aPDT mediada por azul de toluidina
em cepas mutantes de C. albicans. Estudos anteriores observaram que os niveis de
eDNA presentes na MEC de biofilmes formados por cepas padréo susceptivel (ATCC
90028)° e resistente ao fluconazol (ATCC 96901)%® foram significativamente
reduzidos apds aPDT e também quando a enzima DNase foi associada a aPDT. Por
outro lado, isolados clinicos resistentes a fluconazol (R14 e R70) apresentaram
reducdo nos niveis de eDNA apenas quando a DNase foi combinada a aPDT®2,

Tem sido sugerido que na MEC do biofilme, o eDNA pode estar envolto e ligado
aos polissacarideos do complexo MGCx, uma vez que a enzima DNase em
associacdo com aPDT reduziu, simultaneamente, as concentracbes de WSP e de
eDNA da MEC. Em estudo anterior foi observado que a aPDT foi eficaz na reducgao
da quantidade de WSP presentes na MEC e que a associa¢cdo com a enzima DNase
potencializou o efeito redutor sobre a-mananas®. A DNase hidrolisa as cadeias de
eDNA e interfere na organizagcao dos a-mananas e eDNA, o0 que, consequentemente,
reduz a quantidade desses polissacarideos aos quais as moléculas de eDNA estédo
ligadas®®. WSP e eDNA estdo relacionados estruturalmente, podendo apresentar
ligagbes fracas ou fortes, o que interfere no processo de hidrolise desses
polissacarideos pelas enzimas?’%4. Assim, a enzima DNase, ao desorganizar essa
relacdo, auxilia na reducdo de WSP em que as moléculas de eDNA estéo ligadas*.
Desta maneira, os resultados encontrados neste estudo corroboram com estudo
anterior em que também foi realizado o pré-tratamento com DNase por 5 minutos
seguido de aPDT e foi observada uma reducéo significativa do conteado de eDNA em
biofilmes de C. albicans susceptivel'® e resistentes ao fluconazol®®. Essa redugdo no
conteudo de eDNA pode ser considerada como um fator importante para
desestruturacdo da MEC, uma vez que o eDNA esta relacionado a integridade da

MEC do biofilme e a sua resisténcia aos antifingicos convencionais.

A MEC dificulta a penetracdo de antimicrobianos, reduzindo a eficacia de
aPDT%. Por isso, a utilizacdo de abordagens para desestruturar a MEC se torna
relevante!®1921 As imagens de MEV apresentadas demonstraram o aparecimento de
deformidades nas paredes celulares mostrando que as estratégias de desestruturacao
foram eficientes. Além disso, também pode ser observada reducdo na quantidade de
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células e de aglomerados celulares, fato que demonstra a melhora da atuacdo do
tratamento com aPDT.

O tratamento fotodindmico em doses sub-letais pode causar um processo de
estresse oxidativo ao microrganismo ocasionado pelas espécies reativas de oxigénio.
Devido ao fato dessa dose nao ser suficiente para a completa inativacao, a tolerancia
pode ser manifestada pela necessidade de maiores concentracées da droga. Nesse
contexto, as células do biofiilme que sobrevivem as aplicacbes sucessivas do
tratamento por um longo periodo sdo denominadas de tolerantes. A formacéo de células
tolerantes ocorre quando apds o tratamento € observado inativagdo imediata de grande
parte da populacdo, enquanto uma sub-populacao clonal (células-filhas) persiste por
um periodo muito mais longo ao tratamento3°-°3, No presente estudo foi observado que
ndo houve aumento na eficacia de aPDT na inativacdo celular independentemente das
estratégias utilizadas para desestruturar a matriz do biofilme o que sugere uma

tolerancia do biofilme a aplicagbes sucessivas.
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8 CONCLUSAO

-Aplicacdes sucessivas de aPDT reduziram a viabilidade celular de biofilmes
de C. albicans, independentemente do tipo de estratégia avaliada;

-N&o houve diferenca estatistica significativa nos valores de peso seco total,
peso seco insoluvel e ASP em nenhuma das condi¢fes avaliadas;

-Os tratamentos demonstraram reducdo na quantidade de proteinas solluveis
da matriz apos a quinta e décima aplicacdo de aPDT em todas as condicoes;

-As proteinas insolaveis do biofilme foram reduzidas nas condiges | e IV
somente apos a primeira aplicagdo de aPDT;

-Houve reducéo significativa nas quantidades de WSP e eDNA em todas as
condicbes avaliadas;

-A MEV demonstrou aparecimento de deformidades nas paredes celulares,
além de reducéo no namero de células e aglomerados celulares;

-As estratégias avaliadas para desestruturacdo do biofilme ndo aumentaram a

susceptibilidade de C. albicans a aPDT.
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