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Pereira CAA. Avaliacao da eficacia da DNase associada a terapia fotodindmica na inativagao
de biofilmes de isolados clinicos de Candida albicans resistente a fluconazol [dissertagao de
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RESUMO

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFD) promove a inativagao dos microrganismos em
cultura planctonica, entretanto, biofilmes sdo menos sensiveis a essa terapia. A resisténcia dos
biofilmes de Candida spp. ¢ multifatorial e estd associada ao efeito protetor da matriz
extracelular do biofilme (MEC) que impede a penetracao do agente fotossensibilizador (FS) e
de farmacos. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da enzima DNase I associada a TFD,
mediada por Photodithazine® (200 mg/L) e Luz LED (660 nm; 50 J/cm?), sobre biofilmes de
isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol (CaR). Biofilmes de 48 horas foram
formados a partir das cepas de CaR [ATCC 96901; e dois isolados clinicos (R14 ¢ R70)]. A
DNase foi utilizada com objetivo de degradar a MEC dos biofilmes e potencializar o efeito da
TFD. Os biofilmes foram expostos a pré-incubacao com DNase por 5 min, seguida da aplicagao
do fotossensibilizador (P) e da Luz (L), de forma isolada ou em associagao, originando 8 grupos
de tratamento (P+L+, P-L+, P+L-, P-L-, P-L-DNase, P+L+DNase, P+L-DNase ¢ P-L+DNase;
n=12). A eficacia dos tratamentos foi avaliada através dos seguintes métodos: contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC), quantificacao de: peso seco total e insoluvel, proteinas
soluveis e insoluveis, polissacarideos soluveis em agua (WSP) e em alcali (ASP), e DNA
extracelular (eDNA). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA three-way com poOs teste de
Bonferroni. O tratamento com DNase em associa¢ao a TFD (P+L+DNase) apresentou redugao
de 1.92; 1.65 e 1.29 em logio da viabilidade celular para as cepas ATCC 96901, R14 ¢ R70,
respectivamente. Também foi observado reducdo dos componentes da MEC dos biofilmes,
como WSP e eDNA, bem como sua biomassa insolivel quando comparados com o grupo
controle (P-L-). O peso seco total e a quantificagdo de proteinas ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os tratamentos. Todas as cepas apresentaram o mesmo padrio de
comportamento quando tratadas com DNase, ¢ os componentes da MEC foram afetados,
potencializando a eficacia da TFD.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Resisténcia antifungica a farmacos.
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[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

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

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

Candida albicans ¢ uma das espécies mais prevalentes e patogénicas da cavidade
oral humana, ela tem sido associada a manifestagdes clinicas de infec¢do que variam
desde lesdes mucocutaneas superficiais, como Candidose Orofaringea (OPC), até formas

disseminadas da infec¢io!-.

As infec¢des causadas por Candida spp. sdo frequentemente associadas ao
biofilme, que ¢ uma microestrutura complexa de células microbianas aderidas a uma
superficie e incorporadas dentro de uma matriz extracelular (MEC), composta de
substancias derivadas de lise celular ou produzidas e secretadas pelas células
microbianas®. A MEC contribui para a preservagdo de biofilmes e para manutengio das

interagdes estaveis entre célula-célula, célula-superficie € com 0 meio ambiente®.

Além do efeito protetor da MEC realizado pelas B-glucanas, foi demonstrado que
o DNA extracelular (¢DNA) ¢ um componente decisivo da MEC do biofilme de C.
albicans, contribuindo para a integridade estrutural do mesmo’. A evidéncia para o papel
do eDNA como um componente estrutural da MEC do biofilme bacteriano surgiu a partir
de estudos que mostram que o eDNA ¢ necessario nos estagios iniciais da formacao do
biofilme!%!!. Além disso, estudos independentes que avaliaram o DNA ex6geno e o efeito
da DNase na susceptibilidade antimicrobiana de biofilmes'!!? verificaram uma
associa¢do entre eDNA e o aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos>™%.

Para tratamento da OPC sdo utilizados os antifingicos poliénicos, azois e
equinocandinas'3. Dentre os medicamentos topicos, a Nistatina tem se mostrado eficaz
no alivio dos sinais e sintomas clinicos da doenca, entretanto, muitas vezes nao inativam
completamente as espécies de Candida, uma vez que os efeitos diluentes da saliva e
movimentos da musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a
concentragdes sub-terapéuticas, reduzindo a eficicia deste medicamento'. A prescri¢do
de antifungicos sistémicos (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) ¢ realiza para
individuos com satide geral comprometida e em episodios de infecgdes recorrentes'®.
Porém, ¢ relatada a ocorréncia de efeitos hepatotdxicos ou nefrotoxicos com a utilizagao
desses medicamentos '. Além disso, a utilizagdo indiscriminada de antifiingicos topicos
ou sistémicos para o tratamento da OPC pode contribuir no desenvolvimento de
resisténcia em espécies de Candida'>.

A resisténcia antifingica pode ser definida como a persisténcia ou a progressao

de uma infec¢do apos aplicagdo do tratamento antimicrobiano'. Algumas espécies de



14

Candida possuem resisténcia intrinseca aos medicamentos antifungicos, especialmente
ao fluconazol'®. Sendo assim, uma das principais preocupagdes com a formagio de
biofilmes de Candida spp. € o fato de que suas células podem apresentar sensibilidade
reduzida contra azdis e poliénicos, devido ao desenvolvimento de resisténcia'’.

A terapia fotodindmica (TFD) ¢ uma modalidade de tratamento utilizada no
combate ao céncer, € para a inativagdo de microrganismos'® O processo fotodinAmico
requer a utilizagdao de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicagdo de uma luz que seja
correspondente a banda de absorc¢do do FS, e a presen¢a de oxigénio'®. Inicialmente, a
célula-alvo deve ser tratada com o FS de absor¢do maxima de luz especifica, num
processo conhecido como fotossensibilizagdo. Em seguida, uma fonte de luz de
comprimento de onda adequado deve ser acionada para a iluminagdo do alvo
sensibilizado. A interagdo da luz com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em espécies
reativas capazes de provocar a inativagio celular'®, ocorrendo a transferéncia de elétrons
ou hidrogénio (reagdo do tipo I) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio (reacao do
tipo II), permitindo a producdo de espécies reativas de oxigénio'®. Dessa forma, qualquer
macromolécula celular pode ser considerada como alvo para a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFD) e como o FS ¢ aplicado externamente a célula, a membrana celular
¢ considerado o alvo inicial'®.

Os FSs mais utilizados na TFD sdao predominantemente das familias das
porfirinas®’ ¢ das fenotiazinas?!. Entretanto, uma nova classe de FS vem sendo empregada
na TFD, os FSs de segunda geragao. Dentre estes compostos estao as clorinas, porfirinas
hidrofilicas reduzidas que apresentam forte banda de absorc¢ao na regido vermelha (625-
740 nm) do espectro fotomagnético. O Photodithazine ® (PDZ) ¢ uma clorina e6 soluvel
em agua e utilizada com sucesso na TFD contra o cancer, devido ao seu alto rendimento
quantico de formacio de oxigénio singleto??.

A TFD mediada pelo PDZ promoveu reducao significativa na viabilidade de
culturas plancténicas de C. tropicalis e C. glabrata enquanto cinco cepas de C. albicans
foram completamente inativadas ap6és a TFD. Quando avaliado o biofilme, TFD
promoveu reducao 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?’.
Outro estudo, utilizando modelo murino de candidose, avaliou a eficacia da TFD,
mediada pelo PDZ e Luz LED na inativagao de C. albicans resistente a fluconazol (ATCC
e isolados clinicos)?*. Os resultados demonstraram que a TFD promoveu reducdo na

ordem de 1.15 a 1.96 logio, dependendo da cepa avaliada (R15, ATCC 96901,
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respectivamente), enquanto em outra cepa (R10) ndo houve decréscimo na quantidade de
UFC, portanto foi menos sensivel a TFD.

A resisténcia dos biofilmes de Candida spp. ¢ multifatorial e estd associada a
fatores como o estado fisioldgico das células, a ativacdo de bombas de efluxo de
farmacos®* e o efeito protetor da MEC do biofilme realizado pelas B-glucanas, que se
ligam ao fluconazol® e a anfotericina B, impedindo a penetragdo de fiarmacos no
biofilme's. A utilizagdo de enzimas pode degradar a matriz do biofilme de cepas de
Candida susceptivel a fluconazol*®?’, uma vez que o tratamento de biofilmes maduros
com 50 pg/mL de DNase resultou numa diminui¢cao de 30% de biomassa de biofilme, de
forma semelhante a observada para os tratamentos com proteinase K 2. A incubagdo de
biofilmes maduros de 48 h de cepas susceptiveis e resistentes ao fluconazol por 5 minutos
com diferentes enzimas hidroliticas (Dextranase, B-glucanase e DNase), sozinhas ou em
associacao, evidenciou que a enzima DNase apresentou o melhor resultado, reduzindo
significativamente o eDNA e proteinas soluveis da matriz de ambas as cepas; e
polissacéridos soluveis em agua (WSP) da matriz C. albicans resistente (CaR)%*%. A
reduc¢do da proteina soluvel e do teor de WSP pela DNase indica que esses componentes
da matriz podem estar entrelagados com 0 eDNA”’. Neste mesmo estudo, biofilmes de 48h
de cepa susceptivel (ATCC 90028) foram incubados com DNase por 5 min, seguido de
incubagao com PDZ por 20 min e exposi¢do a Luz LED (660 nm, 50 J/cm?). Os resultados
demonstraram que o pré-tratamento com DNase permitiu a penetracdo do PDZ em
camadas mais profundas de biofilme, consequentemente, o efeito da TFD foi
potencializado, demonstrando uma redugdo significativa da viabilidade celular e da
quantidade de eDNA da matriz do biofilme. Dessa forma, a DNase afetou a composigao
da matriz melhorando a penetragdo do fotossensibilizador e a eficacia da TFD.

Com base nos resultados deste estudo, julga-se oportuno avaliar se a aplicagdo da
enzima DNase poderia potencializar a acdo da TFD em biofilmes de cepas resistentes,
melhorando a eficacia da terapia. Além disso, para aumentar a relevancia do estudo ¢ a
abrangéncia dos resultados obtidos, serdo avaliadas outras duas cepas que sao isolados

clinicos também resistentes ao fluconazol.
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2 PROPOSICAO
2.1 Proposicao Geral

Avaliar a eficicia da enzima DNase associada a terapia fotodindmica
antimicrobiana, mediada pelo Photodithazine® e Luz LED, sobre biofilmes de cepa

padrao e isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol.
2.2 Proposicoes Especificas

- Avaliar se a associagdo da DNase a TFD interfere nos componentes da MEC dos

biofilmes;
- Avaliar a viabilidade celular dos biofilmes ap6s os tratamentos;

- Verificar se a cepa padrao (ATCC 96901) e os isolados clinicos (R14 e R70) se

comportaram de forma semelhante de acordo com os tratamentos.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Biofilmes de C. albicans

Em 2007, Flemming et al.%, discorreram sobre as substincias poliméricas
extracelulares (EPS) de biofilmes, que sao biopolimeros de origem microbiana em que os
microrganismos do biofilme sdo incorporados. De acordo com os autores, as EPS
determinam as condi¢des imediatas de vida das células do biofilme afetando a porosidade,
densidade, teor de agua, carga, propriedades de sor¢ao, hidrofobicidade e estabilidade
mecanica. A EPS ndo ¢ composta apenas de polissacarideos, mas também por uma
variedade de proteinas, glicoproteinas e glicolipidios e, em alguns casos, quantidades
expressivas de DNA extracelular (¢éDNA). Além disso, essas substancias sao altamente
hidratadas e formam uma matriz, que mantém as células do biofilme juntas e ajudam na
retencdo de dgua. Esta matriz interage com o meio ambiente, auxiliando na adesdo de
biofilmes as superficies e por meio de sua propriedade de sor¢do, permite o sequestro de
substancias dissolvidas e particuladas do ambiente, fornecendo nutrientes para os
microrganismos do biofilme. Os biofilmes possuem uma troca de material genético,
ocorrendo a transferéncia horizontal de genes, uma vez que as cé€lulas sao mantidas
proximas umas das outras, ndo estando totalmente imobilizadas, o que facilita a troca de
informagdes genéticas. Os acidos nucléicos tém estado em evidéncia, desde que foi
observado a presenga, em biofilmes, de eDNA que, embora ja tenha sido relatado como
um componente de biofilmes, era comumente considerado um remanescente de células
lisadas. A matriz ¢ uma rede que fornece estabilidade mecanica suficiente para manter
um arranjo espacial por um periodo prolongado. Esta estabilidade ¢ fornecida por
interacoes hidrofobicas, reticulagdo por cations multivalentes e emaranhados de
biopolimeros, na presenca de eDNA. Dessa maneira, a matriz EPS parece ser mais do que
apenas uma estrutura para organizar biofilmes em superficies, pois possui um sistema
altamente complexo que auxilia na integridade do biofilme com caracteristicas

particulares.

De acordo com Taff et al.?’, em 2014, a presenca da matriz extracelular ¢ um dos
principais fatores que contribuem para a resisténcia de Candida em relagdo a atividade
de farmacos como os poliénicos e azdis. Os componentes da matriz, como a - glucana
e DNA extracelular, sdo descritos como os principais responsaveis pela resisténcia do
biofilme a multiplos antifingicos. A Candida spp. cria multiplos processos para adquirir

resisténcia aos antimicrobianos convencionais, que variam de acordo com as fases de
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formacao do biofilme. Na fase inicial da formagao do biofilme, as bombas de efluxo
colaboram para a resisténcia, pois ocorre um aumento transitorio na atividade de bomba
durante as fases de adesdo e maturagao do biofilme. Em contrapartida, a medida que o
biofilme amadurece, as bombas de efluxo diminuem a sua atividade e mecanismos mais
especificos passam a desempenhar maior fun¢ao. Em biofilmes maduros, a produgdo da
matriz extracelular, um polimero que promove a aderéncia e protege as células do
biofilme, ¢ uma caracteristica que pode dificultar a penetracdo dos antimicrobianos,
através do sequestro dos medicamentos. Os biofilmes maduros produzem matriz
extracelular contendo B-1,3 glucano, que participa do sequestro de antiflingicos, como
fluconazol, anfotericina B, nistatina e flucitosina, além possuir ergosterol em sua
composi¢do, que ¢ um dos conteudos predominantes na fase inicial de crescimento do
microrganismo. Diante do exposto, os autores sugerem que os biofilmes maduros
dependem menos do ergosterol para manter a fluidez da membrana, limitando a eficacia
dos farmacos direcionados ao ergosterol, como os azois e poliénicos, em grande escala.
O DNA extracelular da matriz também promove resisténcia a anfotericina B e as

equinocandinas.

Em um dos primeiros estudos em que o cristal violeta e o teste XTT sdo
comparados para analisar a capacidade de espécies clinicamente relevantes de Candida e
ndo-Candida em produzir biofilme, Marcos-Zambrano et al.>°, em 2014, avaliaram se a
producao de biofilme em Candida spp. pode ser estudada medindo a biomassa produzida
apo6s a aplicacao do corante violeta de cristal ou medindo a atividade metabolica com
XTT. Para isso, 577 isolados que causam fungemia foram utilizados. Com base na
producao de biomassa medida por cristal violeta e a atividade metabdlica medida por
XTT, as cepas foram divididas em tercis para estabelecer cortes provisorios para
classificar os isolados como sendo formacao de biofilme baixa, moderada ou alta e com
atividade metabdlica baixa, moderada ou alta. Os autores comentam que uma
consideravel variabilidade na producao de biofilme e atividade metabodlica foi encontrada
tanto entre as espécies quanto dentro das espécies. C. tropicalis apresentou a maior
producao de biomassa, enquanto C. glabrata apresentou a maior atividade metabdlica, e
isolados de espécies ndo-Candida apresentaram a menor atividade metabdlica. Os
isolados foram classificados como baixa atividade metabodlica, moderada atividade
metabolica e alta atividade metabolica de acordo com seus pontos de corte por XTT

(<0.097, 0.097-0.2 e > 0.2) e como baixa formacao de biofilme, moderada formacao de
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biofilme e alta formagao de biofilme de acordo com seus cortes por cristal violeta (<0.44
0.44-1.17 e > 1.17). A concordancia categorica geral entre os procedimentos foi de

43.7%, que aumentou para > 50% para C. albicans e C. parapsilosis.

Zarnowski et al.*!, em 2014, realizaram uma analise global da matriz de Céndida
albicans, tanto in vitro quanto em um modelo clinico em animais. Foi investigada a
funcdo dos componentes da matriz, incluindo o impacto na resisténcia aos
medicamentos. Nos  descobrimos componentes de cada uma das classes
macromoleculares (55% de proteina, 25% de carboidrato, 15% de lipidio e 5% de 4cido
nucleico) na matriz de biofilme de C. albicans. Trés polissacarideos individuais foram
identificados e sugeridos para interagir fisicamente. Os autores sugerem que o0s
polissacarideos mais abundantes incluiram a-1,2 o-1,6-mananos ramificados (87%)
associados com B-1,6-glucanos nao ramificados (13%) em um complexo aparente de
manano-glucano (MGCx). O polissacarideo B-1,3-glucano compreende apenas uma
pequena porc¢ado do carboidrato total da matriz. A andlise protedmica da matriz funcional
revelou 458 atividades distintas nos biofilmes. Os lipidios da matriz consistiam em
glicerolipidos neutros (89.1%), glicerolipidos polares (10.4%) e esfingolipidios
(0.5%). O exame do acido nucleico da matriz identificou a presenca de DNA,
principalmente em sequéncias ndo codificantes. Varios dos componentes da matriz,
incluindo proteinas e cada um dos polissacarideos, também estavam presentes na matriz
de biofilme in vivo, sendo clinicamente relevante. A analise de ressonancia magnética
nuclear demonstrou interacdo da matriz com o antifungico fluconazol, consistente com
um papel na grandeza elétrica do fA&rmaco e na contribui¢ao de multiplos componentes da
matriz. As células do biofilme vivem imersas em uma matriz autoproduzida, uma mistura
de biopolimeros extracelulares, muitos dos quais nao caracterizados. Dessa forma, a
viruléncia da Candida est4 associada a sua capacidade de formar biofilmes e, uma vez

estabelecidas, as infecgdes por biofilme sdo de dificil controle.

Mitchell et al.,>? no estudo de 2015, relataram que a biogénese da matriz esta
envolvida na entrega coordenada de polissacarideos e que a matriz ¢ coordenada
extracelularmente e, portanto, reflete as acdes cooperativas da comunidade do biofilme.
Ja no estudo de 2016, Mitchell et al.’”, inferiram que a aut6lise provavelmente contribui
para que o eDNA entre na matriz, pois a atividade da quitinase aumenta a liberagao de
DNA pelo Aspergillus em biofilmes, concluindo que a MEC do biofilme representa uma

interacdo complexa de varios componentes macromoleculares, e que varios desses
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constituintes possuem papel na prote¢ao celular. Contudo, a funcdo da maioria dos

elementos da matriz permanece inexplorada.

Panariello et al3*. avaliaram, em 2017, a influéncia da inativa¢do dos genes TEC1
e EFG1 na composi¢do da matriz extracelular e morfologia do biofilme de C. albicans.
Para isso, a matriz extracelular de uma cepa padrao (WT, SN425) e duas cepas mutantes
de C. albicans, tecl (CIN2330) e efgl (CIN2302), foram avaliados. Foram analisados:
unidades formadoras de colonias (UFC), biomassa total (mg), polissacarideos soluveis
em agua (WSPs), polissacarideos soliveis em alcali (ASPs), proteinas da parte insoluvel
dos biofilmes e proteinas da matriz, ¢ DNA extracelular (¢éDNA). Em seguida, foram
realizadas analises em microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal a laser.
O biovolume (um3/um?2) e a espessura maxima (um) de os biofilmes foram quantificados
usando COMSTAT?2. Os autores observaram que o conteudo de ASP foi mais altono WT
(média = DP: 74.5 + 22.0 ug), seguido por tecl (44.0 £ 24.1 ng) e efgl (14.7 £ 5.0 pg).
A proteina se correlacionou com ASPs (r = 0.666) e com proteinas de matriz (r = 0.670)
na cepa WT. A populagao em efgl correlacionada com a proteina (r = 0.734) e seus
biofilmes exibiram a menor biomassa e biovolume. Em biofilmes tecl, ASP se
correlacionou com eDNA (r =0.678). Diante disso, os autores concluiram que a produgao

de ASP pode estar ligada a morfologia filamentosa das células de C. albicans.

Pierce et al.’*, em revisdo de 2017, resumiram o conhecimento acumulado nas
ultimas duas décadas em relagdao a composicao, estrutura e funcao da matriz de biofilmes
de C. albicans. A presenga de uma matriz extracelular foi considerada a principal
caracteristica do biofilme de C. albicans. A matriz, formada por uma conglomeragao de
materiais exopoliméricos com representagdo de todas as principais classes
macromoleculares, envolve os biofilmes e confere a ele protecdo do meio ambiente.
Durante a infecgao, isso se traduz em protecdo contra as respostas imunes do hospedeiro
e, talvez mais significativamente, alto niveis de resisténcia aos antiflingicos. A estrutura
geral da matriz do biofilme também pode mudar dependendo do ambiente e das condi¢des
em que este se encontra, a exemplo das condi¢des de fluxo, que normalmente interferem
na producao de matriz do biofilme, sendo um método pelo qual os biofilmes podem
aumentar a resisténcia da matriz estrutural em resposta as tensdes mecanicas impostas

por forcas de cisalhamento.

Hirota et al.’®>, em 2017, relataram que Candida albicans é um membro

comumente encontrado na microflora humana e ¢ um importante patdégeno fungico
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oportunista humano. Uma perturba¢ao do microbioma pode levar a doencgas infecciosas
causadas por varios microrganismos, incluindo C. albicans. Além disso, as interagdes
entre C. albicans e bactérias sao consideradas criticas para a saude humana. A principal
caracteristica biologica de C. albicans, que impacta a saude humana, reside em sua
capacidade de formar biofilmes. Em particular, a matriz extracelular (MEC) do biofilme
de Candida desempenha um papel multifacetado e, portanto, pode ser considerada um
alvo altamente atraente para combater doencas infecciosas relacionadas ao
biofilme. Além disso, DNA extracelular (¢DNA) também desempenha um papel crucial
na formagdo de biofilme de Candida e sua integridade estrutural induz a transi¢ao
morfologica da levedura para a forma de crescimento de hifas durante o desenvolvimento
do biofilme. Em conclusdo, os autores afirmaram que bactérias sdo frequentemente
encontradas com Candida em biofilmes polimicrobianos e que, a presenga desses

biofilmes tem implicagdes importantes na saide humana.

Panariello et al*®. em 2018 caracterizaram biofilmes de C. albicans (Ca) e
Candida glabrata (Cg) sensiveis(S) e resistentes(R) ao fluconazol (FLZ) na presenca ou
auséncia de FLZ com foco nas caracteristicas da matriz extracelular (MEC). Biofilmes
de C. albicans ATCC 90028 (CaS) e ATCC 96901 (CaR) e de C. glabrata ATCC 2001
(CgS) e ATCC 200918 (CgR) foram cultivados em Meio RPMI com ou sem FLZ a 5% a
concentragao inibitoria minima (37 °C / 48 h). Os biofilmes foram avaliados por unidade
formadora de colonia (UFC/mL), biomassa ¢ componentes de MEC (polissacarideos
soluveis em alcali [ASP], polissacarideos soluveis em agua [WSP], eDNA e proteinas).
Os autores observaram que: 1- o FLZ reduziu o UFC/mL de todas as cepas (p <0.001),
exceto para CaS (p= 0.937); 2- A quantidade de ASP em CaS foi significativamente
reduzida por FLZ (p= 0.034), enquanto o fArmaco nao teve efeito sobre os niveis de ASP
em outras cepas (p >0.05); 3- biomassa total ¢ WSP foram significativamente reduzido
por FLZ em todos os biofilmes (p <0.001), mas os niveis de eDNA e as proteinas nao
foram afetadas (p >0,05). Diante disso, concluiram que o FLZ interfere em biofilmes de
C. albicans e C. glabrata, com reducdo na biomassa, que coincidiu com a reducao do

numero de células e da quantidade de WSPs.

Em estudo de 2019 com objetivo de determinar os efeitos do tratamento com luz
com luz vermelha ou azul, sem fotossensibilizador, no desenvolvimento de biofilme de
C. albicans, Silveira et al*’. desenvolveram biofilmes de 48 h de C. albicans SN425. Apos

a formagdo, os biofilmes foram expostos duas vezes ao dia a luz azul e vermelho
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(LumaCare; 420 nm e 635 nm). A densidade de energia aplicada foi de 72 J cm™ para luz
azul e 43.8 J cm?, 87.6 J cm? e 175.5 J cm? para luz vermelha. Os grupos controle positivo
(PC) e controle negativo (NC) foram tratados duas vezes ao dia por 1 min com 0.12%
clorexidina (CHX) e NaCl a 0.89% respectivamente. Os biofilmes foram analisados para
unidades formadoras de colonias (UFC), peso seco e exopolissacarideos (soluveis e
insoluveis). Os autores observaram que o peso seco foi inferior ao do grupo controle
negativo (p <0.001) e se aproximou dos niveis do controle positivo com os tratamentos
com luz vermelha e azul. As UFCs eram também menores nos grupos expostos a luz azul
e luz vermelha (p <0.05). Medidas de EPS soluvel e insoluvel em EPS foram reduzidos
de forma variavel pela exposicao a luz. Em conclusdo, os autores determinam que a
exposicao duas vezes ao dia as luzes azul e vermelha afetam o biofilme bem como o
desenvolvimento e a fisiologia da producdao de polissacarideos, sendo mecanismos

potenciais para o controle do biofilme de C. albicans e desenvolvimento de matriz.

Em 2019, McCall et al.*® usaram um sistema de fluxo com imagens em tempo real
para avaliar o comportamento de células de C. albicans a medida que aderem e
crescem. Taxas de adesdo celular e dispersao de C. albicans, fatores de transcricao e
delecdes com fendtipo hiperfilamentoso foram quantificadas durante 18 h de
desenvolvimento do biofilme. A adesdao celular sob fluxo ¢ um processo multifasico
iniclado com a rolagem da célula, entdo ocorre uma fixacao inicial firme ao
substrato. Apos a fixagdo, as células entram em uma fase de crescimento em que se
comprometem a aderir ou se dispersam. Células C.  albicans reduziram
significativamente a fixacdo inicial e adesdo subsequente. As células aumentaram a
adesdo durante a fase tardia de crescimento, quando as hifas eram mais expressas. As
cepas hiperfilamentares tiveram crescimento total do biofilme 10 vezes maior, mostrando
que a morfogénese das hifas ¢ importante para a manutencao da adesao no biofilme em
desenvolvimento. A taxa de dispersdao da biomassa de C. albicans foi mais importante
para determinar a densidade da biomassa madura. A manutencao da adesao foi mediada
em parte por Ywpl, uma proteina anteriormente pensada para regular a dispersao,
portanto, funciona como uma proteina de manutencdo da adesdo em C. albicans. Os
autores concluem que o fungo patogeno oportunista Candida albicans é capaz de aderir
a mucosa oral apesar das forgas criadas pelo fluxo salivar. Embora muitas proteinas de
adesdo fungica tenham sido identificadas, menos se sabe sobre o desenvolvimento

temporal da adesao celular e crescimento de biofilme em um ambiente de fluxo.
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Em revisdo de literatura de 2020, Nett e Andes®®, destacaram como a matriz
extracelular do biofilme contribui para a patogenicidade, particularmente através do seu
papel na promogao da tolerancia a farmacos antifungicos e evasao imunoldgica. Os
autores inferem que a produgdo de matriz extracelular, uma propriedade definidora da
formagao de biofilme, ¢ fundamental para fornecer essa tolerancia, tendo alguns estudos
definido os polissacarideos da matriz como a chave para componentes envolvidos na
tolerancia a farmacos. A matriz ¢ formada por uma variedade de macromoléculas,
incluindo proteinas (55%), carboidratos (25%), lipidios (15%) e DNA (5%). Embora o
componente da matriz mais abundante seja a proteina, muito pouco se sabe sobre a fungao
de proteinas individuais. Os autores explicam que a tolerancia antifungica de biofilmes
de Candida se correlaciona intimamente com os polissacarideos da matriz extracelular.
A presenca desses polissacarideos contribui para a resisténcia de biofilmes de Candida,
pois o mecanismo da interacdo farmaco-polissacarideo forma um complexo que sequestra
os farmacos, provavelmente por meio de interagdes nao covalentes. Por fim, afirmam que
esses estudos podem revelar novas estratégias para combater a infec¢do promovida por

biofilmes.

Ao analisar as caracteristicas de biofilmes de C. albicans e C. glabrata
desenvolvidos sob condi¢des neutras ou acidas (pH 4), Gongalves et al.*’, em 2020,
observaram que a C. albicans produziu biofilmes mais espessos e filamentosos sob
condi¢gdes neutras do que sob condi¢des acidas. Por outro lado, os biofilmes de C.
glabrata foram potencializados pelas condigdes acidas, sugerindo a alta adaptabilidade
desta espécie. Em C. albicans, a quantidade de carboidrato total, medido em pH 7, foi
seis vezes maior do que o medido em pH 4, € na cepa de referéncia, foi quase quatro vezes
maior do que em condig¢des neutras. Além disso, contedo superior de proteina também
foi encontrado na matriz de biofilmes de C. albicans formados em condi¢des neutras, mas
a diferenca em relacao ao ambiente acido ndo foi estatisticamente significativa (p> 0.05).
Os autores concluiram que, em geral, ambas as espécies desenvolveram biofilmes,
contendo maiores quantidades de componentes da matriz (proteinas e carboidratos) sob
condi¢des neutras do que em condi¢des acidas, embora o resultado oposto tenha sido

encontrado para uma cepa de C. glabrata.
3.2 Resisténcia Antiflingica

Arévalo et al.*"> em 1994, avaliaram a atividade in vitro de trés antifungicos

convencionais (fluconazol, itraconazol e cetoconazol) contra 625 cepas de Candida spp.



24

provenientes de isolados clinicos, sendo 388 do C. albicans, 84 C. tropicalis, 84 C.
glabrata e 69 C. parapsilosis. Para isso, foi realizada a distribui¢dao dos antifingicos nas
placas de 96 pocos contendo os microrganismos. Entao foi realizada uma dilui¢ao entre
0s pocos que resultou em concentragdes variando de 50 pul/mL no primeiro pogo a 0.05
pul/mL no ultimo pog¢o com a solucdo antifingica. Os resultados mostraram que C.
albicans ¢ 10.0% resistentes ao itraconazol; 8.8% ao fluconazol e 1.8% resistente ao
cetoconazol. Cerca de 39% de C. tropicalis foram resistentes ao itraconazol, 34.5% ao
fluconazol e 2.4% ao cetaconazol. Para C. glabrata 19.1% foram resistentes ao fluconazol
e 13.1% ao itraconazol; 4.4% de C. parapsilosis foram resistentes ao fluconazol e 1.5 ao
itraconazol. Diante dos resultados, os autores concluiram que C. fropicalis foi a cepa mais

resistente e C. parapsilosis a mais susceptivel aos antifingicos avaliados.

Em 1998, Hunter et al.*? investigaram o efeito pos-tratamento do fluconazol na
flora micologica oral e na sensibilidade de isolados de C. albicans ao fluconazol. Para
i1sso, amostras da cavidade bucal foram coletadas de 89 pacientes HIV-positivos, dos
quais 48 haviam sido expostos ao fluconazol e 41 ndo haviam sido expostas. Os
microrganismos foram cultivados em agar Sabouraud e Pagano Levin, e as leveduras
foram identificadas por métodos padrao. A sensibilidade ao fluconazol dos isolados de
C. albicans foi avaliada pelo ensaio de difusdo em disco. C. albicans foi isolada em 69%
dos pacientes que receberam fluconazol e em 93% dos pacientes que ndo receberam
fluconazol (p <0.05). Nove outras espécies de leveduras também foram isoladas, sendo
C. glabrata a mais comum. 16 dos pacientes expostos ao fluconazol eram portadores de
outras espécies nao C albicans, em comparagao com apenas cinco pacientes do grupo que
nao recebeu fluconazol (p <0.01). Todas as cepas resistentes ao fluconazol foram isoladas
de pacientes com contagens de CD4 baixas (menos de 100 células/ml) e apds exposicoes
prolongadas ao fluconazol. No entanto, alguns pacientes que tiveram um tempo médio de
exposicao ao fluconazol maior (em meses) do que outros pacientes ndo desenvolveram
significativamente mais resisténcia in vitro ou diversidade de espécies. Portanto, os
autores concluiram, de acordo com os resultados deste estudo, que o tratamento de longo
prazo com fluconazol pode ter efeitos significativos na flora bucal, particularmente em

um paciente com contagem de CD4 inferior a 100 células/mL.

A resisténcia de Candida aos antifingicos azdlicos para o tratamento de infecg¢des
mucosas foi avaliada por Sanguinetti et al.*}, em 2004, através das alteragdes no gene de

C. glabrata ERG11 (CgERGI1), que codifica a enzima alvo do azol, e a regulacao
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positiva dos genes CgCDR1 e CgCDR2, que codificam as bombas de efluxo. Para isso,
os mecanismos moleculares de 29 isolados clinicos de C. glabrata diferentes foram
testados, dos quais 20 isolados eram resistentes e 9 eram suscetiveis de forma dose-
dependentes (S-DD) ao fluconazol. Os isolados foram recuperados de pacientes que
participavam de uma pesquisa hospitalar de 3 anos para avaliar a resisténcia aos
antifingicos. Quatro dos 20 isolados resistentes ao fluconazol foram analisados
juntamente com isolados suscetiveis previamente retirados dos mesmos pacientes. Vinte
outros isolados clinicos de C. glabrata sensiveis ao azol foram incluidos como controles.
Os dados de MIC para todos os isolados resistentes ao fluconazol revelaram extensa
resisténcia cruzada com os outros azois testados (itraconazol, cetoconazol e voriconazol).
As andlises quantitativas de PCR em tempo real mostraram que CgCDR1 ¢ CgCDR2,
sozinhos ou em combinagdo, foram regulados positivamente em niveis elevados em todos
as amostras, exceto em dois isolados resistentes ao fluconazol e, em menor extensao, nos
isolados S-DD. Além disso, houve discreto aumento no nivel relativo de expressao de
CgSNQ?2, que codifica um transportador de ATP podendo estar associado a resisténcia
ao azol. Os dois isolados resistentes ao fluconazol que expressam niveis normais de
CgCDRI1 e CgCDR2 exibiram niveis aumentados de expressao de CgSNQ?2. Por outro
lado, o sequenciamento de CgERGI1 e a analise de sua expressdao ndao mostraram
mutacdo ou regulagdo exacerbada em nenhum isolado de C. glabrata, sugerindo que
CgERGI11 nao estd envolvido na resisténcia aos azdis nesta espécie. Quando os isolados
foram cultivados na presenga de fluconazol, os perfis de expressao de todos os genes,
incluindo CgERG11, ndo foram alterados ou foram apenas minimamente alterados nos
isolados resistentes, enquanto aumento marcante nos niveis de expressdo génica,
particularmente para CgCDR1 e CgCDR2, foram observados nos isolados suscetiveis ao
fluconazol ou S-DD. Por fim, os inibidores do transportador de ATP (FK506 foram
capazes de reverter a resisténcia ao azol de todos os isolados. Diante dos resultados, os
autores fornecem evidéncias de que a regulacdo positiva das bombas de efluxo
codificadas por CgCDR1, CgCDR2 e CgSNQ?2 pode explicar a resisténcia azolica em
isolados de Candida.

Em 2012, Da Silva et al.*, avaliaram o efeito da exposi¢do de fluconazol ou
nistatina a biofilmes de Candida albicans, considerando a matriz de polissacarideos
extracelulares. Dessa forma, uma cepa referéncia de C. albicans (ATCC 90028) foi

submetida ao teste de minima concentracao inibitoria (MIC) utilizando-se o fluconazol
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ou nistatina como agentes antifungicos. Apos, espécimes foram confeccionados em resina
acrilica de polimetilmetacrilato (PMMA) de acordo com as recomendagdes do fabricante
e tiveram sua rugosidade de superficie padronizada. Em seguida, os biofilmes de C.
albicans foram desenvolvidos na superficie dos espécimes durante 48 h. Apos, os
biofilmes foram expostos a fluconazol ou nistatina nas concentra¢des de MIC, 10 x MIC
ou 100 x MIC, por 24 h. A atividade metabolica dos biofilmes foi avaliada pelo teste de
XTT. A produgao de polissacarideos extracelulares soluveis e insoluveis, bem como dos
polissacarideos intracelulares foi avaliada pelo método fenol-acido sulfurico. A
arquitetura dos biofilmes e proporcao de células vivas e mortas foi investigada utilizando-
se microscopia confocal a laser. Os autores relatam que a presenca do fluconazol ou
nistatina em concentragdes maiores que o MIC resultou em uma redugao significativa da
atividade metabodlica (p<0.001). Nas concentragdes de 10 x MIC, biofilmes expostos ao
fluconazol apresentaram quantidades significativas de polissacarideos intracelulares
(p<0.05), enquanto nao houve alteracdes na quantidade de polissacarideos extracelulares
(p>0.05). A presenga de nistatina também nao alterou a matriz de polissacarideos
extracelulares em todas as concentragdes investigadas (p>0.05). A arquitetura dos
biofilmes nao foi afetada por ambos os agentes antifungicos, em qualquer concentragao
testada (p>0.05). Com conclusao, os autores afirmam que tanto para o fluconazol quanto
para a nistatina, concentragdes maiores que MIC reduziram a atividade metabolica dos
biofilmes de C. albicans; no entanto, tais concentragdes ndo alteraram a matriz de

polissacarideos extracelulares nem a arquitetura dos biofilmes.

Sanita et al.**, em 2013, investigaram a suscetibilidade de 198 isolados clinicos
de espécies de Candida contra caspofungina, anfotericina B, itraconazol e fluconazol.
Para isso, as suspensodes dos microrganismos foram espalhadas em placas de dgar Roswell
Park Memorial Institute (RPMI). As tiras de Etest foram colocadas nas placas ¢ a
concentragdo inibitoria minima (MIC) foi lida apds a incubacao (48 h a 37 ° C). Os
resultados demonstraram que C glabrata apresentou os maiores valores de MIC contra
caspofungina, itraconazol e fluconazol. Para anfotericina B, os valores de MIC de C
tropicalis e C glabrata foram maiores do que os de C albicans. O itraconazol foi o
antifingico menos eficaz; 93.3% dos isolados de C glabrata, 3.3% de C albicans e 1.3%
de C tropicalis foram resistentes. Todos os microrganismos foram suscetiveis a
caspofungina e anfotericina B. Os autores concluiram que Caspofungina e anfotericina B

devem ser recomendadas como uma alternativa eficaz para o tratamento de infec¢des
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orais por Candida quando o tratamento com medicamentos topicos ou outros

medicamentos sistémicos falhou definitivamente.

Vincent et al.*®, em 2013, relatam que C. albicans ¢ o principal patdgeno fungico
em humanos que desenvolve resisténcia de maneira rapida as duas principais classes de
antifingicos: triazois e equinocandinas. Entretanto, a resisténcia a anfotericina B (AmB),
permanece extremamente rara. Os autores usaram o sequenciamento do genoma total de
isolados clinicos resistentes a AmB, bem como cepas desenvolvidas em laboratorio para
identificar e investigar mutagdes que conferem resisténcia a AmB in vitro. Dessa maneira,
avaliam que a resisténcia a AmB ¢ rara, pois ocorreram mutagdes que conferem
resisténcia e criam, simultaneamente, diversos estresses que exigem altos niveis do
chaperone molecular Hsp90 para a sobrevivéncia celular, mesmo na auséncia de AmB.
Esta exigéncia resulta em severos estresses internos causados pelas mutagoes,
diminuindo drasticamente a tolerancia a estresses externos do hospedeiro. Portanto, os
autores evidenciam outro mecanismo pelo qual o buffer Hsp90 potencializa o surgimento
de novos fendtipos e, com isso, o desenvolvimento de antibidticos que criam
deliberadamente tais restricdes evolutivas pode ser uma estratégia para limitar o rapido

surgimento de resisténcia aos medicamentos.

Em revisdo de literatura de 2017, Whaley et al.*’, discorreram sobre a resisténcia
azolica em infecgdes causadas por C.  albicans, bem  como espécies
de Candida ndo- albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kruseie C. glabrata,
descrevendo a compreensao a base molecular de resisténcia aos azdis nessas espécies de
fungos. Os autores relataram que antifingicos azdlicos, como o fluconazol, sao
frequentemente associadas ao tratamento para muitas infecgdes por Candida, pois sao
baratos, apresentam toxicidade limitada e estdo disponiveis para administragdao
oral. Entretanto ¢ relatada uma resisténcia intrinseca desenvolvida por varias espécies de
Candida aos antifungicos azolicos. Essa resisténcia ¢ extensivamente estudada,
principalmente em C. albicans, onde um mecanismo de resisténcia identificado nesta
espécie ¢ a presenga de mutagdes pontuais no ERG11, resultando em um aumento da
resisténcia ao fluconazol. Os autores concluiram que, a medida que aumenta a frequéncia
de isolados de Candida resistentes a azois, torna-se essencial elucidar os mecanismos de
tal resisténcia para preservar ¢ melhorar a classe de antifungicos azoélicos para o

tratamento de infec¢des por Candida.
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Robbins et al.*¥, em 2017, relataram que os azdlicos tém sido a classe de fArmacos
antifingicos mais amplamente difundida devido ao seu amplo espectro de atividade,
perfil de seguranca favoravel e biodisponibilidade. Entretanto, a capacidade de um
patogeno se desenvolver e se reproduzir na presenga de um antimicrobiano, tem tornado
esses microrganismos resistentes, fato frequentemente atribuido a mutagdes genéticas de
ergosterol, que ¢ o principal esterol na membrana da célula fingica responsavel pelas
caracteristicas estruturais e regulatérias da membrana, como a fluidez e a permeabilidade.
Os azo6is bloqueiam a biossintese do ergosterol através da inibi¢ao da enzima lanosterol
14-a-desmetilase codificada por ERG11 em C. albicans. Isso resulta na deplecao de
ergosterol e no acimulo de um esterol de membrana téxico produzido por Erg3, que
exerce um estresse na membrana quando incorporado & membrana do fungo, inibindo o
processo de proliferacdo. Os azdis clinicamente aprovados (fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e isavuconazol) tém atividade fungistatica, principalmente
contra leveduras de espécies de Candida e Cryptococcus. No entanto, a natureza
tipicamente fungistatica dos azdis, que permite a sobrevivéncia de populagdes de fungos,
combinado com o uso indiscriminado de azdis como profilaticos, resultou em resisténcia

generalizada.

Em revisdo de literatura de 2018, Revie et al*’. relataram que os microrganismos
tém notavel capacidade de desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos, ameagando
a eficacia do limitado arsenal de antimicrobianos, podendo causar uma grave crise de
saude publica. A escassez de antifngicos com utilidade clinica se deve em parte as
relagdes evolutivas proximas entre esses patdgenos eucaridticos e seus hospedeiros
humanos, o que limita os alvos unicos a serem explorados terapeuticamente. A acao dos
antifingicos azolicos se da pela inibigao da via biossintética do ergosterol, interrompendo
a sua producao e resultando no acimulo de esterdis intermediarios toxicos que perturbam
a estabilidade da membrana e impedem o crescimento de fungos. Um dos mecanismos
mais prevalentes de resisténcia aos azois envolve justamente a alteragao do gene alvo do
farmaco, tendo substituicdes de aminoacidos em regides proximas ao local de ligagao
com a enzima. Além disso, a super expressao do gene ERG11 via mutagdes de ganho de
fun¢ao no ativador transcricional ¢ comumente encontrada em isolados clinicos de C.
albicans resistentes. Alteragdes em outros componentes da via biossintética do ergosterol,

como a perda da fun¢do de enzimas especificas, também podem permitir a resisténcia aos
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azois. Dessa forma, a resisténcia ao azol mediada por ERG3 depende intimamente dos

principais reguladores da resposta ao estresse, como proteinas € enzimas.

Em 2019, Spettel et al.’°, desenvolveram um estudo com o objetivo de
detectar mutagdes em genes de resisténcia de cepas resistentes aos azodis, resistentes a
equinocandina ou multirresistentes usando a tecnologia de sequenciamento, que permite
a analise de multiplos mecanismos de resisténcia em um ambiente de alto rendimento.
Para isso, quarenta isolados clinicos de Candida (16 cepas de C. albicans e 24 cepas de
C. glabrata) resistentes aos azois e equinocandinas foram examinados. Os genes ERG11,
ERG3, TAC1 e GSC1 (FKS1) em C. albicans, bem como ERG11, CgPDRI1, FKSI e
FKS2 em C. glabrata foram sequenciados e foram identificadas 54 mutagdes diferentes,
das quais 13 ndo haviam sido relatadas previamente. Todos os nove isolados de Candida
resistentes a equinocandina mostraram mutagdes nas regioes em FKS1, FKS2 ou GSCI1.
No ERG3, dois codons (trio de bases nitrogenadas) de parada prematuros homozigotos
foram identificados em duas cepas de C. albicans altamente resistentes aos azdis e
moderadamente resistentes a equinocandina. Sete mutagdes pontuais em ERGI11 foram
determinadas em C. albicans resistente a azdis, enquanto em C. glabrata resistente a
azois, nenhuma mutagdo ERG11 foi detectada. Em 10 de 13 C. glabrata resistentes a
azois, foram verificadas 12 mutagdes diferentes de ganho de funcao potencial no fator de
transcricdo CgPDRI1, que estdo associadas a uma superexpressao das bombas de efluxo
CDR1/2. Os autores concluiram que o sequenciamento de ultima geracdo desses
microrganismos permite uma caracterizacao completa de diferentes genes de resisténcia
em uma amostra grande de cepas altamente resistentes, podendo ser diferenciadas entre

mutacoes causais e polimorfismos.

Em 2020, Costa-de-Oliveira et al.’!, relatam que o sucesso de C. albicans como
patogeno depende muito de sua capacidade de diversidade tanto no nivel genético quanto
no nivel morfologico e fisiologico. Alteragdes morfogénicas estdo associadas a formagao
de biofilme, que desempenha um papel importante na viruléncia, e sua formagao atua
como uma barreira fisica que protege as c€lulas subjacentes de fArmacos antifingicas, o
que reduz a sua concentragdao disponivel. O desenvolvimento de células do biofilme ¢
caracterizado por uma rede reguladora de genes e fatores de transcricdo complexos como
Efgl, Tecl, Berl, Brgl, Ndt80 e Rob1, que estdo envolvidos na regulacao da superficie
celular, formagdao de hifas e desenvolvimento e expressao de viruléncia. Essas

comunidades de células do biofilme de Candida contra-atacam a agdo antifingica por
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meio de mecanismos multifatoriais como as bombas de efluxo, que atuam como
transportadores de ligagdo de ATP (CDR1 e CDR2) e o transportador de facilitador
principal (MDR1), e estdo envolvidas na resisténcia aos azois do biofilme C. albicans,
principalmente nos estagios iniciais de sua formagado. A matriz extracelular do biofilme
também ¢ um fator contribuinte para a resisténcia antifungica em C. albicans, sendo os

azois e anfotericina B convencional ineficazes contra biofilmes.
3.3 Terapia FotodinAmica Antimicrobiana

Demidova et al.’?, em 2005, investigaram se os corantes devem se ligar e penetrar
em varias classes de microrganismo para produzir morte eficaz apds a iluminagao. Dessa
forma, foram realizadas as interagdes de trés fotossensibilizadores antimicrobianos: rosa
bengala (RB), azul de toluidina (TB) e um conjugado de poli-L-lisina clorina (e6) (pL-
ce6) com de trés classes representativas de patogenos; Escherichia coli (bactéria gram-
negativa), Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva), C. albicans (levedura). Foi
comparada a sobrevivéncia celular dependente da fluéncia apds a iluminagcdo com os
comprimentos de onda apropriados de luz antes e depois do corante extracelular ter sido
aplicado, sendo utilizada trés diluicdes de 10 vezes da concentragdo celular. O pL-ce6
foi, em geral, o fotossensibilizador mais poderoso, foi igualmente eficaz, com e sem
lavagem, e mostrou uma forte dependéncia da concentracao celular. O TBO foi menos
eficaz em todos os casos apds o tratamento e a dependéncia da concentragdao de células
foi menos pronunciada. RB foi ineficaz para C. albicans, mas ainda mostrou uma
dependéncia da concentragdo celular. A ordem geral de suscetibilidade foi S. aureus> E.
coli> C. albicans. Os autores concluiram que o nimero e o tamanho das células competem
tanto pela ligacdo do corante disponivel quanto pelas espécies reativas de oxigénio
geradas extracelularmente, sendo sugerido maiores concentracdoes de FS e elevada

fluéncia de luz para potencializar a inativacao de C. albicans via TFD.

Collins et al.>}, em 2010, relataram que a terapia fotodinAmica mediada por
porfirinas no tratamento de infegdes bacterianas possui agao promissora uma vez que a
foto ativacdo de porfirinas facilita a producdo de oxigénio singleto, que danifica
biomoléculas associadas a células e biofilmes. O efeito de uma porfirina catiénica em
biofilmes P. aeruginosa (PAO1) foi avaliada expondo biofilmes estaticos a porfirinas
cationicas em diferentes niveis. Os biofilmes foram visualizados usando microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM) e a viabilidade celular determinada. Em uma

concentracdo de 100 uM de TMP, houve morte substancial de P. aeruginosa (PAO1) de
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tipo selvagem. A exposi¢ao a 225 uM a porfirina resultou em uma redugdo na viabilidade
células de biofilmes PAO1. Em contraste, biofilmes mutantes (pgsA), que apresentam
menos DNA extracelular, permaneceram intactos. A contagens de células recuperadas de
biofilmes revelou uma reducao de 4.1 para 3.9 logio em células viaveis de PAO1 e pgsA,
respetivamente. Esses resultados sugerem que a acdo de uma porfirina catidnica
fotoativada em biofilmes de P. aeruginosa provoca a morte direta de células individuais

dentro de biofilmes e o seu descolamento no substrato, ndo
havendo nenhuma evidéncia de toxicidade.

Em 2011, Dovigo et al**. avaliaram a efetividade da TFD na inativag¢do de
suspensoes celulares e biofilmes de C. albicans e C. glabrata, susceptivel e resistente a
fluconazol, por meio da utilizacdo do FS Photogem® e da ilumina¢ao com LEDs de
comprimento de onda azul (455 nm). A solugdo estoque de Photogem® foi preparada por
meio de dilui¢ao em salina estéril e mantida ao abrigo de luz até o momento de utilizé-la.
As suspensodes celulares de cada cepa de Candida foram tratadas com 5 concentragdes de
Photogem® e expostas a 4 tempos de iluminacao segundo as doses de luz aplicadas (14,
24, 34 ou 50 minutos). Para avaliacdo da viabilidade celular apos a TFD, os autores
utilizaram o método da contagem das coldnias vidveis (UFC/mL). Para isso, apos a
execucdo dos experimentos, diluicdes seriadas de cada amostra (102 e 107%), foram
plaqueadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, e as placas foram incubadas
por 48 horas. Com relagdo aos biofilmes, os mesmos foram cultivados sobre um filtro de
membrana de celulose e tratados com 25 mg/L de Photogem® e iluminados por 37.5
J/em?. Os resultados demonstraram que as culturas planctonicas das cepas sensiveis e
resistentes foram inativadas apos a TFD. Além disso, foi observado reducao significativa
na viabilidade do biofilme para todas as cepas de C. albicans e de C. glabrata avaliadas.
Os autores demonstraram que as cepas resistentes a fluconazol apresentaram menor
susceptibilidade a TFD, em comparagao com as cepas susceptiveis, € que os biofilmes

foram mais resistentes a terapia em relagdo as suspensoes celulares.

Paschoal et al.”>, em 2013, investigaram o efeito antimicrobiano de uma nova
fonte tinica de luz de diodo emissor de luz (LED) que cobre todo o espectro de luz visivel
além de sondas intercambiaveis em alta intensidade de energia. Para tal, sondas LED
azuis ¢ vermelhas foram usadas em diferentes tempos de exposi¢ao a diferentes
concentragdes ativas de Curcumina (C) e azul de toluidina (T) em suspensdes

planctonicas de Streptococcus mutans (UA 159, S. mutans). Entdo suspensodes de
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S. mutans foram padronizadas e submetidas a: 1- tratamento em trés concentracdes de FS
em trés exposicoes radiantes de uma luz LED azul (BL) e uma luz LED vermelha (RL);
2- Curcumina ou azul de toluidina sozinhos; 3- ambas as luzes LED e 4- nem FS nem
iluminacao LED (grupo de controle). Para isso, aliquotas das suspensdes foram diluidas
e cultivadas em placas de agar sangue. O nimero de unidades formadoras de colonia foi
calculado apos 48 h. Os resultados demonstraram que os grupos submetidos a TFD
apresentaram taxa de fotocuragao letal para todas as concentragdes de FS nas dosimetrias
testadas. Em comparagdo com o grupo controle, quando as luzes LED e FS foram usados
sozinhos nao houve diminui¢do no numero de contagens de células vidveis. Os autores
concluiram que o novo dispositivo LED, em combinagdao com curcumina e azul de
toluidina, promoveu uma fotoinativagao eficaz de S. mutans em tempos de iluminagao

ultracurtos.

Em 2013, Kato et al.’°, avaliaram o potencial da TFD em uma dose subletal em
alterar a patogenicidade de C. albicans e se as alteragdes induzidas por essa terapia foram
mantidas nas células-filhas. Para isso, C. albicans foi submetida ao tratamento com o
fotossensibilizador azul de metileno (0.05 mM) combinado com laser de diodo GAIAS.
In vitro foi avaliado os efeitos da TFD no crescimento do microrganismo, capacidade de
formacdo de hifa, sensibilidade ao estresse oxidativo e osmotico, integridade da parede
celular e susceptibilidade ao fluconazol. In vivo foi avaliada a patogenicidade da
inoculacdo de C. albicans em um modelo murino de infec¢do sistémica. Os autores
observaram redug¢do na taxa de crescimento e a capacidade de o fungo formar hifas em
comparagdo com o controle (células ndo tratadas). A taxa de sobrevivéncia dos animais
tratados com TFD foi significativamente aumentada em comparacdo ao grupo nao
tratado. A TFD promoveu aumento na sensibilidade de C. albicans a alguns metabolitos
testados, como sulfato de sodio, cafeina e perdxido de hidrogénio. O MIC para o
fluconazol das células tratadas com a TFD foi reduzido. Entretanto, nenhum desses
parametros foi alterado nas células-filhas de C. albicans submetidas a TFD, indicando
que essa terapia apresenta efeitos transitorios. Os autores sugerem que essa terapia possa

ser combinada ao fluconazol para tratar as infec¢des por C. albicans.

Rossoni et al.>’, em 2014, compararam, in vitro, a sensibilidade de biofilmes de
C. albicans de sorotipos A (ATCC 36801) e B (ATCC 36802) para Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (TFD). Foram formados biofilmes, em modelo de fundo de placa, por 48

horas e em seguida submetidos ao tratamento nos seguintes grupos: 1- fotossensibilizador
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e fonte de luz (P+ L+); 2- somente a aplicacao da luz (L+ P-); 3 -somente a aplicacdo do
fotossensibilizador (L- P+); 4- aplicacao de solugdo salina como controle (L- P-). Para
i1sso, um laser de Arseneto de Galio-Aluminio (660 nm) foi usado como fonte de luz e
azul de metileno (300 um) como fotossensibilizador. Apds o tratamento, os biofilmes
foram diluidos em solugdo PBS e semeados em placas de Agar Sabouraud para
determinagdo de unidades formadoras de colonia (UFC / mL). Os resultados
evidenciaram que as duas cepas estudadas foram sensiveis a TFD (L+ P+), com redugao
de 0.49 logio para o sorotipo A e de 2.34 logio para o sorotipo B. A aplicacdo do laser por
si s6 reduziu as células do sorotipo B (0.53 logio), € o uso do fotossensibilizador sozinho
nao teve efeito sobre as cepas testadas. Foi concluido que biofilmes in vitro de C. albicans

sdo sensiveis a TFD.

Dovigo et al.?°, em 2013, estudaram a TFD mediada por Photodithazine® (PDZ)
e associada a luz LED em 15 isolados clinicos de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis,
em culturas planctdnicas e de biofilme. O PDZ foi avaliado nas concentragdes de 75, 100
e 125 mg ¢ as doses de luz testadas em 18, 25.5 € 37.5 J/cm?. O tempo de pré-incubagio
foi de 20 minutos. As amostras foram tradadas com PDZ, seguida da luz (P+L+). O
delineamento experimental contou ainda com grupos tratados s6 com PDZ (P+L-) ou
apenas com Luz LED (P-L+). As amostras do grupo controle ndo foram tratadas, ou seja,
nao foram expostas a luz nem PDZ (P-L). A avaliacdo da eficicia do tratamento foi
avaliada por meio da contagem de unidades formadoras de colonia. Os resultados
evidenciaram que a terapia fotodinamica promoveu uma reducao significativa nas
suspensoes de 6.4 logio, 5.6 logio € 4.3 logio para C. albicans C. tropicalis e C. glabrata,
respectivamente. Nos biofilmes foram observados 0.9 logio, 1.4 logio e 1.5 logio para C.
albicans, C. tropicalis e C. glabrata, respectivamente. Em sintese, a TFD diminuiu a
viabilidade celular nos isolados clinicos de Candida spp. Entretanto, o efeito foi mais

pronunciado em cultura planctonica que em biofilme.

Quishida et al.’®, em 2015, avaliaram sucessivas aplica¢des de TFD mediada pelo
fotossensibilizante Photodithazine® (PDZ) e Luz LED, na inativagao de biofilmes de C.
albicans, C. glabrata e Staphylococcus mutans cultivados em resina acrilica. Aliquotas
de 500 puL de cada suspensao celular padronizada (C. albicans, C. glabrata e S. mutans)
foram adicionadas a placas de microtitulagao de 24 pocgos, e foram incubadas durante 90
min a 37°C num agitador orbital em 75 rpm (fase de adesdo). Apds a formagdao do

biofilme, foram realizadas a 3 aplicagdes de TFD, onde o PDZ foi adicionado a superficie
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dos biofilmes nas concentracdes de 175 ¢ 200 mg e incubado 20 min, seguida da
iluminagdo com 37.5 J/cm? de Luz LED (P+L+). Também foram avaliados grupos que
so foram tratados com PDZ (P+L-) ou apenas com Luz LED (P-L+), e um grupo controle
onde ndo houve tratamento (P-L-). As amostras foram submetidas a uma ou em trés
aplicagdes consecutivas. A viabilidade celular foi determinada por contagens de colonias
(UFC / mL), atividade metabolica, biomassa total € microscopia confocal de varredura a
laser (CLSM). Os dados foram analisados por uma ANOVA ndo paramétrica de dois
fatores e testes de Tukey (a= 0.05). Os resultados obtidos demonstraram efeito
significativo (p <0.05) do nimero de aplicacdes e grupos de tratamento para UFC / mL,
sendo que S. mutans apresentou a maior suscetibilidade. A atividade metabolica do
biofilme multiespécies foi significativamente reduzida (p <0.05) apés TFD, independente
do numero de aplicagcdes. A biomassa total do biofilme foi significativamente diferente
para os grupos submetidos a trés aplicagdes API. CLSM mostrou um aumento visual de
células mortas apos TFD. Os autores concluiram que trés aplicagdes consecutivas de API
foram mais eficazes para reduzir a viabilidade celular e a biomassa total de biofilmes

multiespécies.

Carmello et al.”’, em 2015, avaliaram os efeitos da fotoinativa¢io de Candida
albicans em modelo murino de candidose oral, mediada por Photodithazine®
(PDZ). Dessa forma, camundongos de seis semanas de idade foram imunossuprimidos e
inoculados com C. albicans para induzir candidose oral. Apos cinco dias, a terapia
fotodindmica (TFD) mediada por PDZ nas concentragdes (75, 100, 125 ¢ 150 mg/L-") foi
aplicada na lingua dos camundongos. Em seguida, a avaliagdo microbioldgica foi
realizada através da recuperacdo de C. albicans da lingua por meio de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL). Ap6s 24 horas de tratamento, os animais foram
mortos e as linguas removidas cirurgicamente para andalise histoldgica. Os resultados
demonstraram que TFD foi eficaz na reducao de C. albicans na lingua de camundongos
usando 100 mg/L de PDZ, quando comparado ao grupo controle, onde nao houve
tratamento. Nenhum efeito adverso nos tecidos da lingua foi verificado ap6s TFD. Diante
dos resultados, os autores avaliaram que TFD foi eficaz para a inativacdo de C.
albicans sem causar nenhum efeito prejudicial nos tecidos do hospedeiro, sendo uma

resposta promissora para futuros ensaios clinicos.

Em 2015, de Sousa et al®®., determinaram como o tratamento duas vezes ao dia

com luz azul afeta o desenvolvimento e a composicao de um biofilme rico em matriz.
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Para isso, biofilmes de Streptococcus mutans (UA159) foram formados em discos de
hidroxiapatita revestidos com saliva por 5 dias. Os biofilmes foram expostos duas vezes
ao dia a luz azul ndo coerente (LumaCare; 420 nm) sem um fotossensibilizador. A
distancia entre a luz e a amostra foi de 1,0 cm; densidade de energia de 72 J cm™; e tempo
de exposicdo de 12 min 56 s. Os controles positivo e negativo foram clorexidina 0.12%
(CHX) duas vezes ao dia e NaCl 0.89%, respectivamente. Os biofilmes foram analisados
quanto a viabilidade bacteriana, peso seco e polissacarideos extras (insoluveis e soluveis
em EPS) e intracelulares (IPS). Microscopia eletronica de varredura de pressao varidvel
e microscopia confocal a laser de varredura foram utilizadas para verificar a morfologia
do biofilme e a viabilidade bacteriana, respectivamente. Quando os biofilmes foram
expostos a luz azul duas vezes ao dia, os EPS foram reduzidos significativamente mais
do que em qualquer grupo de controle (CHX e 0.89% NaCl). A viabilidade bacteriana e
0 peso seco também foram reduzidos em relacdo ao controle negativo (NaCl 0.89%)
quando os biofilmes foram tratados com luz azul duas vezes ao dia. Diferentes
morfologias também foram visiveis quando os biofilmes foram tratados com luz azul.
Dessa maneira, os autores concluiram que o tratamento duas vezes ao dia com luz azul
sem fotossensibilizador ¢ um mecanismo promissor para a inibicdo do desenvolvimento

de biofilme rico em matriz.

Em estudo de 2016, Hamblim®' relatou os mecanismos de a¢do da TFD ¢
amplamente investigado, mas ainda nao ¢ totalmente compreendido. Envolve a absor¢ao
de um f6ton de luz (com um comprimento de onda que corresponde a banda de absor¢ao
do corante) levando a excitagdo do corante (fotossensibilizador, FS) ao seu estado
eletronico excitado de curta duragdo (singleto). Este estado do FS pode sofrer uma
transi¢do eletronica para um estado tripleto de vida muito mais longa. A vida 1til mais
longa permite que o FS tripleto reaja com o oxigénio ambiente por uma das duas vias
fotoquimicas diferentes, chamadas de Tipo 1 e Tipo 2. O Tipo 1 envolve uma
transferéncia de elétrons para produzir radical superoxido e, em seguida, radicais
hidroxila enquanto o Tipo 2 envolve a transferéncia de energia para produzir oxigénio
singleto de estado excitado. Ambos sdo espécies de oxigénio altamente reativas (ROS)
que podem danificar quase todos os tipos de biomoléculas (proteinas, lipidios e acidos
nucléicos) e matar células. Como conclusao, os autores relatam ser necessario descobrir
novas tecnologias antimicrobianas alternativas as quais os microrganismos nao serao

capazes de desenvolver resisténcia e que funcionem igualmente bem, independentemente
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do estado de resisténcia. Nesse sentido, a TFD tem um papel importante neste
caminho. Novos FS e estratégias inovadoras de potenciacao fotoquimica devem ser

investigados.

Em um estudo de 2016 promovido por Carmello et al.®?, foi avaliada a eficacia da
terapia fotodinamica antimicrobiana (TFD) no tratamento da candidiase oral em um
modelo murino utilizando Photodithazine® (PDZ). Para isso, camundongos com seis
semanas de idade foram imunossuprimidos e inoculados com C. albicans para induzir
candidiase oral. Este modelo de candidiase oral foi desenvolvido para permitir o
monitoramento da infeccao e o estabelecimento do tratamento via TFD. Durante 5 dias
consecutivos, o tratamento com TFD e nistatina mediada por PDZ foi realizado, com uma
aplicacdo diaria. Foi realizada avaliagdo macroscOpica das lesdes orais. Apds cada
tratamento, a lingua foi esfregada para recuperar células de C. albicans. As colonias
vidveis foram quantificadas e o nimero de UFC/ml determinado. Os animais foram
sacrificados 24 horas e 7 dias ap0Os o tratamento e as linguas removidas cirurgicamente
para analise histoldgica e analise da expressao de citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-a e
IL-6) por RT-qPCR. Os autores observaram que TFD mediada por PDZ foi tao eficaz
quanto a nistatina (grupo NYS) na inativagdo de C. albicans, reduzindo 3 e 3.2 logsio,
respectivamente, 24 h apos o tratamento. Os animais submetidos a TFD mediada por PDZ
apresentaram remissao completa das lesdes orais, enquanto os animais tratados com NY'S
apresentaram remissao parcial das lesdes orais nos dois periodos avaliados. A avaliagao
histoldgica revelou infiltrado inflamatério leve nos grupos tratados com TFD e NYS em
ambos os periodos avaliados. Dessa forma, concluiram que a TFD induziu a expressao

do TNF-a, quando comparado ao controle, 24 h e 7 dias ap0s o tratamento.

Carmello et al.®, em 2017, avaliaram a eficicia da TFD mediada por
Photodithazine® (PDZ) associada a Luz LED, na inativacao de biofilmes mono e duo-
espécie de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. Foram utilizadas suspensoes celulares
padronizadas de cada cepa para a formacao do biofilme, as quais foram tratadas com 150
e 175 mg/L de PDZ por 20 min (tempo de pré-irradiacao) e expostas a Luz LED a uma
dose de 37.5 J/cm? (660 nm) por 9 minutos. Amostras adicionais foram tratadas com PDZ
ou somente com luz, € o controle ndo recebeu nenhum tratamento. Os autores observaram
1.0 e 1.2 log 10 de redugdo de C. albicans apo6s TFD mediada por 150 mg/mL e 175
mg/mL de PDZ, respectivamente e, da mesma forma, TFD com 150 mg/L de PDZ foi

capaz de promover 1.0 e 1.1 logio de reducdo de C. tropicalis ¢ C. glabrata,
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respectivamente. Quando foi utilizado 175 mg/L de PDZ, obteve-se 1.6 ¢ 1.0 logio de
redugdo, para C. tropicalis e C. glabrata, respectivamente. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos P+L-, P-L + e P-L, mostrando que a aplicacao da luz ou PDZ
separadamente ndo foi toxico para as espécies avaliadas. Os autores concluiram que o uso
de 150 mg/L de PDZ associado a Luz LED promoveu uma redugdo significativa na

viabilidade dos microrganismos avaliados.

Alves et al% em 2017, avaliaram os efeitos da TFD mediada por
Photodithazine® (PDZ) e Luz LED em cepas de C. albicans ATCC 90028 (susceptivel
ao fluconazol, CaS) e C. albicans ATCC 96901 (resistentes ao fluconazol, CaR). Apos
48 horas da formacao do biofilme, as cepas foram incubadas com PDZ (100 mg/L) e, em
seguida, as placas foram deixadas por 20 minutos no escuro (pré-irradia¢ao) e iluminadas
com Luz LED por 9 min (660 nm, 37.5 J/cm?). Os resultados demonstraram que
TFDreduziu a viabilidade de cepa de C. albicans, tanto resistente como suscetivel ao
fluconazol. Foi observado que a cepa CaR apresentou menor susceptibilidade a TFD
quando comparada com a cepa CaS. Além disso, observou-se que todas as células
submetidas aos tratamentos apresentaram capacidade reduzida de adesao de 1.20 logio e
1.14 logio em comparagdo com os grupos controles para CaS e CaR, respectivamente.
Para a cepa CaR, foi observada diferenca significativa apenas entre os grupos P+L+CaR
e P-L—CaR (p =0.002) e os grupos P+L+CaR e P-L+CaR, além de todos os grupos do
CaS. Observou-se também que houve diferenga significativa (p =0.026) na produgdo de
fosfolipase entre as cepas avaliadas, com a cepa resistente produzindo significativamente
menos enzima do que a suscetivel (p <0.001). Da mesma forma que para a proteinase,
também foi observada correlacao significativa (p =0.004) e positiva entre a producao da
enzima e os valores de logio (UFC/mL) (r =0.338), o que significa que a producao da

enzima foi influenciada pela quantidade de células viaveis.

Em 2018, Hidalgo et al.%, também avaliaram a eficécia da terapia fotodinAmica
antimicrobiana (TFD) associada a Nistatina (NYS) no tratamento de candidose oral
induzida em camundongos infectados com Candida albicans resistente a fluconazol
(ATCC 96901). O experimento contou com a utilizacdo de 174 camundongos com
aproximadamente 5 semanas de vida. Esses animais foram imunossuprimidos com
predinisolona 100 mg/kg no 1°, 5° e 13° dia de experimento. No 2° dia, os animais foram
sedados com 0.1 mL de cloridrato de clorpromazina e uma suspensao de C. albicans foi

inoculada na lingua dos mesmos. Do dia 7 ao 11 os tratamentos foram realizados. No
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grupo TFD foi utilizado 200 mg/L de Photodithazine (PDZ) associado a Luz LED de 50
J/em2 (grupo P+L+); no grupo (P+L-) foi utilizado apenas com PDZ; o grupo (P-L+)
recebeu s6 Luz LED e nos animais do grupo NYS o medicamento foi aplicado uma vez
ao dia. Além disso, foi avaliada a combina¢ao de duas terapias: PAL+NYS e NYS+P+L+.
Um grupo recebeu apenas inoculagdo de C. albicans (grupo P-L-) e outro grupo de
animais saudaveis. Apos os tratamentos, foi realizada a recuperacao de C. albicans por
meio de swabs estéreis. Entao dilui¢des seriadas foram realizadas e plaqueadas em placas
de Petri com SDA. Apos 48 horas de incubagdo a 37°C, as coldnias foram quantificadas
e o nimero de UFC/mL foi determinado. Os camundongos entdo foram sacrificados 24
horas e 7 dias apds os tratamentos. Com os resultados, os autores relataram que a
combinacdo das terapias promoveu reducdo de 2.6 logl0 e 2.1 logl0 para os grupos
P+L+NYS+ e NYS+P+L+, respectivamente, 24 horas apds os tratamentos. A anélise
macroscopica revelou remissdao das lesdes orais, e a analise histologica demonstrou
expressiva reducdo da reacdo inflamatoria no tecido que apresentou caracteristicas
histoldgicas de normalidade. Os autores concluiram que a combinagao de terapias € uma
alternativa para o tratamento de candidose induzida com cepas de C. albicans resistente

ao fluconazol.

Em revisdo de literatura de 2018, Hu et al®. investigaram a atua¢io da terapia
fotodinamica nos biofilmes e em mecanismos mediados por espécies reativas de oxigénio
(ROS), que sao produzidas por fotoativacao e atacam alvos adjacentes, como proteinas,
lipidios e acidos nucleicos presentes na matriz do biofilme. Os autores descreveram o
biofilme como uma populacao microbiana envolvida por uma matriz extracelular auto
secretada, composta principalmente por polissacarideos, proteinas ¢ DNA extracelular.
As substancias poliméricas extracelulares (EPS), que representam cerca de 90% do peso
total do biofilme, contribuem para a complexidade estrutural e resisténcia do biofilme. A
matriz ¢ definida como a primeira linha de defesa do biofilme, agindo contra a difusdo de
antimicrobianos e restringindo a penetracdo do fotosensibilizador (FS). A membrana
citoplasmatica do fungo, outro fator contribuinte na prote¢do, possui uma bicamada
fosfolipidica constituida de proteinas e a superficie celular de C. albicans possui uma
parede celular complexa contendo principalmente quitina, glucana e glicoproteinas. A
terapia fotodindmica necessita de uma luz visivel com comprimento de onda especifico
para excitar ao fotossensibilizador, sendo uma etapa fundamental, tendo em vista que as

espécies reativas (ROS) ocorrem apo6s a irradiagcdo, em dois mecanismos. O mecanismo
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tipo I ¢ caracterizada pela presenca de um elétron de transferéncia que ajudara a formar
espécies reativas de oxigénio toxicas (superodxido e radicais hidroxila) e o mecanismo do
tipo II produz oxigénio singleto, sendo que as duas reagdes podem ocorrer
simultanecamente. A terapia fotodindmica pode promover a degradagdo enzimadtica
extracelular, sendo que enzimas destruidoras de EPS, como a dispersina e nucleases,
podem degradar o DNA extracelular e a proteinase K. Os autores relatam ainda que as
ROS atuam no enfraquecimento e degradagdo da estrutura da matriz ¢ dos EPS. O
processo anti-biofilme da TFD inclui duas etapas: na primeira, o fotossensibilizador
inicialmente se liga a matriz do biofilme e, em algumas ocasides, o FS pode ser
sequestrado pelo EPS, enquanto em outros casos, o fotossensibilizador (FS) penetra
parcialmente no EPS e entra em contato com as células microbianas. Alguns tipos de FS
se ligam a célula superficie, enquanto outros tipos de FS atravessam a membrana e
chegam ao citoplasma celular, podendo atingir organelas e o ntcleo das células fungicas,
podendo as ROS geradas atuar em varias moléculas adjacentes, incluindo alvos dentro do
biofilme (polissacarideos), na superficie celular e dentro das células (proteinas e DNA),
resultando no colapso da matriz do biofilme e desintegragdao de células microbiana. Na
segunda etapa, as ROS promovem danos oxidativos, ocasionando a destrui¢ao da matriz
do biofilme. Dessa maneira, polissacarideos e os demais constituintes do biofilme, como
proteinas, lipidios, DNA, sao facilmente oxidados por ROS, em um processo irreversivel.
Por fim, os autores concluiram que TFD pode oxidar irreversivelmente os componentes
vitais das células, promovendo oxidacao de lipideos insaturados, degradando DNA e
inativando proteinas, tendo como principal consequéncia a alteracdo na permeabilidade

da membrana, causando a morte das células microbianas.

Em um estudo de 2019, Ma et al.%’, investigaram in vitro o efeito antifingico da
TFD mediada por Curcumina (CUR) em biofilmes de C. albicans. Para esse estudo, foram
utilizadas uma cepa padrao ATCC 90028, dois isolados clinicos, um de HIV (CCAl) e
outro de liquen plano oral (CCA2). Os biofilmes foram fotossensibilizados com 60 uM
CUR e irradiados por diodo emissor de Luz (LED) sob comprimento de onda de 455 nm
e em diferentes densidades de energia (2.64; 5.28; 7.92; 10.56; 13.2 J/cm?). Apds o
tratamento, os efeitos antifungicos da TFD foram avaliados por ensaio de redugdo XTT
e observagoes de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). Os efeitos da TFD
nos niveis de expressao de genes relacionados ao biofilme foram avaliados pelo teste PCR

(qQRT-PCR). Os autores observaram que as taxas de inibicao dos biofilmes das diferentes
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cepas (ATCC 90028, CCAl, CCA2) apds a TFD foram 90.87%, 66.44% e 86.74%
respectivamente (p <0.05). Os niveis de expressdo génica relativa de EFG1, UME®6,
HGCI1 e ECE1 foram todos regulados para baixo apés CUR-TFD, com diminuicao de
6.86; 3.38; 2.16 ¢ 6.88 para a cepa ATCC 90028; 2.46; 2.14; 1.62 ¢ 3.10 para CCAl e
5.40;2.34;2.07 ¢ 3.71 em CCA2 (p <0.05). Diante dos resultados, os autores concluiram
que a TFD mediada pela Curcumina pode efetivamente inativar biofilmes de Candida

albicans in vitro.

Silva et al.®®, em 2019, analisaram, por meio de espectroscopia de fluorescéncia,
biofilmes de C. albicans formados em cavidades Osseas artificiais e tratados com TFD
mediada por diodo emissor de Luz azul (LED) a 450 nm e Curcumina como
fotossensibilizador. Também foi analisada a correlacdo entre a eficacia da TFD e as
imagens de espectroscopia de fluorescéncia. Para isso, lesdes Osseas artificiais (n = 40)
foram confeccionadas em ossos bovinos e inoculadas com suspensdes padrao de C.
albicans (ATCC 18804) para formacao de biofilme (14 dias / 36 ° C £ 1 ° C). As 40
amostras foram distribuidas em quatro grupos experimentais (n = 10): L-C- (controle),
L+C- (LED por 5 min), L-C+ (Curcumina por 5 min) e L+C+ (TFD). Aliquotas de 100
puL foram coletadas das cavidades dsseas apds os tratamentos e semeadas em duplicata
em Agar Sabouraud Dextrose por 24h a 36 ° C + 1°C ¢ as unidades formadoras de colonia
(UFC / mL) foram contadas. Antes e depois de cada tratamento, os espécimes foram
submetidos a fluorescéncia espectral e as imagens foram comparadas usando o programa
Image J. Foi observada a reducao de C. albicans no grupo L+C+ (TFD) e a espectroscopia
de fluorescéncia foi correlacionada ao resultado microbiolégico. Os autores concluiram
que houve uma consisténcia entre o numero de UFC/mL e os dados de pixel vermelho
das imagens de fluorescéncia, demonstrando que o dispositivo de diagnéstico de
fluorescéncia reflete a verdadeira condicao microbioldgica dos biofilmes de C. albicans
nas cavidades 0sseas durante o periodo pré-tratamento e pds-tratamento, proporcionando
ao clinico a capacidade de verificar de forma dinamica, simples e instantdnea o

desempenho do tratamento utilizado.

Tendo observado a terapia fotodindmica como um tratamento promissor para
infec¢des por Candida spp, Wiench et al.®’, em 2019, estudaram a eficacia da TFD usando
Luz laser de diodo de 635 nm e azul de toluidina (TB) na eliminacdao de espécies de
Candida cultivadas em superficie acrilica. Para isso, 108 placas de acrilico foram

colocadas em trés placas de Petri estéreis e contaminadas com suspensoes de C. albicans,
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C. glabrata e C. krusei. Apds a formacao do biofilme, as placas de acrilico foram
divididas em nove grupos de estudo (B) e nove grupos controle (K). Nos grupos de
estudo, as placas de acrilico com biofilme fingico foram imersas em TB e em seguida foi
aplicada a irradiacdo a laser com diferentes parametros de exposicao (grupos: B1 - 400
mW, 24 J/cm?, 30 s; B2 - 300 mW, 18 J/cm?, 30 s; B3 - 200 mW, 12 J/cm?, 30 s)
separadamente para cada espécie de Candida. Os grupos do tipo controle continham os
seguintes parametros: sem exposicao a luz laser ou TB, tratamento apenas com TB sem
irradiacdo laser, ou apenas irradiacao laser sem imersao prévia em TB. Os célculos das
unidades formadoras de colonias (UFC) foram conduzidos usando aCOlyte (Sinbiose).
Os autores relatam que em todos os grupos de estudo, a redugdo nas UFCs foi
estatisticamente significativa e concluiram que a eficacia do TFD contra C. albicans, C.

glabrata e C. krusei ¢ dependente dos parametros do laser e da espécie avaliada.

Jan et al.”’, em 2019, investigaram os efeitos da TFD mediada pela hipocrelina B
(HB) em C. albicans sensivel ao azol e resistente in vitro. A eficacia da TFD mediada por
HB na cepa padrao de C. albicans (ATCC 10231), isolado clinico de C. albicans sensivel
ao azol e isolado clinico de C. albicans resistente ao azol foram avaliadas através da
captacao de HB em células de C. albicans por meio de microscopia confocal de varredura
a laser (CLSM). Os efeitos da TFD na estrutura celular e nas caracteristicas da superficie
foram investigados por microscopia eletronica de transmissdao (TEM) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os autores relataram que o HB nao exibiu toxicidade
significativa no escuro, mas inativou C. albicans resistente e sensivel ao azol em dose de
luz dependente da concentragao de FS. As imagens CLSM indicaram que as células de
C. albicans tratadas com TFDapresentaram fluorescéncia mais forte em comparagao com
as c¢lulas nao tratadas. As imagens de TEM sugeriram que danos significativos a parede
celular, membrana e citoplasma foram induzidos por TFD mediada por HB. A anélise
SEM revelou que a superficie das células de C. albicans se rompeu apds o tratamento
com TFD mediada por HB, o que nao aconteceu da mesma forma sé quando houve a
TFD. Por fim, espécie planctonica de C. albicans resistente e sensivel ao azol pode ser
efetivamente inativada por HB na presenca de luz, sendo uma alternativa promissora para
o tratamento de C. albicans. Entretanto, foi necessario um periodo de irradiacdo mais

longo para cepas resistentes.

Alves et al.,'”” em 2019, investigaram a eficicia da TFD contra C. albicans

resistente a fluconazol em modelo murino de candidose oral. Para isso, os camundongos
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foram inoculados com dois isolados (R10, R15) e uma cepa de referéncia (ATCC) de C.
albicans resistente para induzir candidose oral. Apods a inoculacao, TFD foi realizada,
sendo mediada por Photodithazine® (PDZ) e Luz LED. O uso apenas do PDZ ou s6 da
luz também foi investigado. Animais adicionais foram tratados com Nistatina (NYS), e
outros nao tratados ou saudaveis também foram acompanhados. A avaliagdo
microbiologica ocorreu por meio de contagem de unidades formadoras de coldnia
(UFC/mL) de C. albicans presentes na lingua dos animais que, apos 24 horas, foram
sacrificados e as linguas foram removidas para analise histologica. Os resultados
demonstraram que todas as cepas tiveram o mesmo comportamento apos o tratamento
com TFD e NYS. Uma redugdo significativa na viabilidade de C. albicans foi alcangada
ap6s ambos os tratamentos para R15 e ATCC. Nenhuma redugdo significativa foi
verificada para C. albicans R10 submetido a TFD ou NYS. A anélise histologica revelou
que TFD nao causou efeitos colaterais nos tecidos. Dessa forma, os autores concluiram
que TFD foi eficaz para a inativagdo de duas das trés cepas de C. albicans resistentes ao

fluconazol avaliadas.

Garcia et al.”!, em 2020, compararam a terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFD) com biofilmes de C. albicans formados em dois substratos diferentes - resina
acrilica ou fundo de placa de poliestireno; e dois regimes de aplicagdo de TFD - duas
vezes ao dia ao longo de 48 h ou tratamento unico apds 48 h de formagao do biofilme.
Dessa forma, biofilmes de C. albicans SN425 foram cultivados e depois incubados por 5
min com azul de toluidina (44 uM) usado como fotossensibilizador antes da exposicao a
luz vermelha (635 nm; 175.2 J/em2) por 2 min. Como controle negativo, foi utilizada
agua ultrapura e como controle positivo clorexidina 0.12% (CHX). Os biofilmes foram
analisados para unidades formadoras de colonias (UFC) e morfologia das células por
microscopia confocal de varredura a laser. O tratamento unico com TFD duas vezes ao
dia em placa de poliestireno e o tratamento Unico em resina acrilica ndo reduziram
significativamente o UFC (p> 0.05), em contraste, TFD aplicada duas vezes ao dia em
resina acrilica reduziu C. albicans abaixo do limite de detec¢do, de forma semelhante ao
tratamento com CHX. O tratamento TFD unico na placa de poliestireno e na resina
apresentou um biofilme volumoso e homogéneo, predominantemente formado por
pseudo-hifas. Por outro lado, no grupo da resina, o biofilme tratado duas vezes ao dia
com TFD era predominantemente formado por células de levedura, enquanto pseudo-

hifas eram ocasionalmente visiveis. Diante dos resultados, os autores concluiram que
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biofilmes formados em placas de poliestireno sao mais resistentes a TFD do que biofilmes
formados em resina acrilica. Além disso, a aplicacdo de TFD duas vezes ao dia reduz o
desenvolvimento de biofilme de C. albicans na resina acrilica e ¢ uma abordagem melhor

contra biofilmes de C. albicans do que uma unica aplica¢ao no biofilme maduro.

Em 2020, Ma et al.”?, avaliaram os efeitos fotodinAmicos mediados pela emodina
de aloe vera (AE), um composto natural isolado de Aloe vera e Rheum palmatum, em C.
albicans sensivel e resistente a azois in vitro. AE ndo exibiu toxicidade significativa no
escuro, mas na presenca de luz, efetivamente inativou as células de C. albicans de uma
maneira dependente da concentragdo utilizada. A captagao de AE por células fungicas foi
investigada por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM), e os resultados
mostraram que AE possui maior capacidade de entrar nas células de C. albicans apOs
irradiacao de luz. A andlise de microscopia eletronica de transmissao sugeriu que a TFD
mediada por AE poderia induzir danos a parede celular, citoplasma e nucleo. Danos a
superficie de C. albicans foram observados por microscopia eletronica de varredura.
Estes resultados sugerem que AE ¢ um FS potencial para TFD em cepas de C. albicans

resistentes a farmacos.

Em um ensaio clinico randomizado de 2020, Alves et al’>. avaliaram a eficdcia da
TFD mediada por Photodithazine® (PDZ) para tratar pacientes com estomatite protética.
Pacientes com estomatite protética foram aleatoriamente designados em grupos: 1- TFD
(n =30) e 2 - nistatina (NYS, n = 35). Os pacientes do grupo 1 receberam 6 sessdes de
TFD, trés vezes por semana, durante 15 dias, que envolveu a aplicagdo topica de PDZ
(200 mg/L) por 20 minutos no palato e na protese superior, seguido por iluminagdo LED
(660 nm, 50 J/cm?). Para o grupo 2, os pacientes foram instruidos a utilizar, com o auxilio
de um conta-gotas, a NYS por um minuto, quatro vezes ao dia, durante 15 dias. Em
seguida, foram realizadas coletas do material microbiologico de proteses e palatos para
analise de unidades formadoras de colonia. A viabilidade microbiana foi determinada e
fotografias dos palatos foram realizadas para avaliacdo clinica. Os autores observaram
que TFD foi mais eficaz para reduzir a microbiota total do que NYS (TFD reduziu 1.98
do palato e 1.91 log'® da protese, enquanto o NYS reduziu 0.05 e 0.17 logio,
respectivamente). Além disso, TFD foi tao eficaz como NYS para reduzir Candida spp.
(reducdes de 0.68 e 0.77 logio no palato e prétese do grupo TFD, respectivamente e
redugdes de 0.57 e 1.43 logio no grupo NYS, respectivamente). Em relagdo ao aspecto

clinico da lesdo oral, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos sendo 53.3
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de melhora para os pacientes submetidos a TFD e 54.2% para os pacientes tratados com

NYS. No entanto, a recorréncia de SD foi observada em ambos os grupos.

Jordio et al.”, em 2020, avaliaram se o estresse oxidativo causado pela TFD afeta
a expressao de genes de C. albicans relacionados com adesdao e formagao de biofilme
(ALS1 e HPW1) e resposta ao estresse oxidativo (CAP1, CAT1 e SOD1). A TFD foi
mediada por dois agentes fotossensibilizadores (FSs) Photodithazine® (PDZ a 100 e 200
mg/L) ou Curcumina (CUR a 40 e 80 pM) — ¢ Luz LED (37.5 J/cm? ou 50J/cm?). A
quantificagdo da expressao foi realizada por Transcri¢ao Reversa-Quantitativa da Reagao
em Cadeia de Polimerase (RT-qPCR) usando primers especificos para os genes alvo. Os
autores relatam que foi observada uma redugdo na expressao de ALS1, HWP1, CAPI,
CATI1 e SOD1 quando TFD foi realizada usando 200 mg/L de PDZ ¢ 80 uM de CUR
associado ao LED (37.7 e 50 J/cm?, respectivamente) € usando 100 mg/L de PDZ e 40
uM CUR com LED de 50 J/cm? em compara¢do ao grupo controle. Além disso, a
expressao dos genes CAP1 e SODI1 foi reduzida ap6s TFD usando PDZ 100 mg/L e LED
de 37.5 J/em?. Houve uma significativa redu¢do na expressdo dos genes HWP1, CAP1 e
SODI apés TFD usando 40 uM CUR e 37.5 J/em?, em relagdo ao grupo controle. A
aplica¢do apenas do LED em 37.5 e 50 J/cm? promoveu a regulagio negativa dos genes
ALS1, CAP1, CATI1 e SODI. Portanto, TFD mediada por PDZ ¢ CUR associada ao LED

promoveu redugdo na expressao dos cinco genes de C. albicans avaliados.

Em 2020, Dias et al’”. avaliaram o potencial de sucessivas aplica¢des de TFD em
afetar a susceptibilidade de C. albicans e se a presenca de fluconazol afetou a recuperagao
dos fungos no meio de cultura. Para isso, culturas planctonicas e biofilmes foram
submetidos a sucessivas aplica¢des de TFD associa a Luz LED (660 nm, 34 mW/cm?) e
mediado por Photodithazine® (25 mg/L). O plaqueamento era realizado em Sabouraud
Dextrose Agar suplementado ou ndo com fluconazol para recuperar unidades formadoras
de colénia por mililitro (UFC/mL). As células sobreviventes foram recuperadas,
recultivadas e novamente expostas ao tratamento. Os tratamentos foram realizados até
que nao houvesse coldnias suficientes disponiveis para o recultivo e continuagdo do
protocolo. A completa inativacdo do fungo foi obtida apds trés e cinco aplicagdes para
culturas planctonicas e biofilmes, respectivamente. Uma redugdo de 6.3 logio foi
observada apds a terceira aplicacdo nas culturas planctonicas cultivadas em meio sem
fluconazol, enquanto houve uma reducao de 7 logio dessas culturas cultivadas em meio

de fluconazol. Em biofilmes, reducao de 6.1 logio ocorreu apos a quinta aplicagdo para
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culturas cultivadas em meio sem fluconazol, enquanto reducio de 6.7 log'’ foi observada
para as culturas cultivadas em meio com o antifingico. Dessa maneira, a TFD foi
potencializada pelo fluconazol, sendo a C. albicans em planctonica ou biofilme
suscetiveis a aplicagdes sucessivas de TFD mediada por PDZ, tendo o biofilme a maior

tolerancia a TFD.
3.4 Utilizacao de Enzimas para Degradar a Matriz do Biofilme

Martins et al.”®, em 2010, examinaram a presenca e a quantidade de eDNA em
MEC de biofilme de C. albicans, o efeito do tratamento com DNase e a adicao de DNA
exdégeno no biofilme em desenvolvimento como indicadores do eDNA no
desenvolvimento de biofilme. Os autores detectaram o acimulo de eDNA no biofilme
extraido da MEC de biofilmes de C. albicans formados sob condi¢oes de fluxo, embora
a quantidade de eDNA detectada de acordo com o crescimento condi¢des, em particular
no que diz respeito ao meio usado para crescer os biofilmes. Experiéncias com biofilmes
de C. albicans formados estaticamente usando um modelo de placa de microtitulagao
indicou que a adi¢ao de DNA exdgeno (> 160 ng/ml) aumenta a biomassa do biofilme e,
inversamente, o tratamento com DNase (> 0.03 mg/ml) diminui a biomassa do biofilme.
Portanto, 0 eDNA consiste em um elemento chave da MEC em biofilmes maduros de C.
albicans e desempenha um papel predominante na integridade e manutencao estrutural

do biofilme.

Com a descoberta de que o DNA extracelular (¢DNA) desempenha um papel
importante na integridade do biofilme, Martins et al.’, em 2012, investigaram a
contribuicdo do eDNA na suscetibilidade antifingica de biofilmes de C. albicans pela
investigacdo do impacto do uso combinado de desoxirribonuclease I (DNase) e
antifingicos no tratamento de biofilmes. Biofilmes de C. albicans foram formados em
placas de 96 pocos. A atividade do uso combinado de 0.13 mg | de (-1) DNase e
antifingicos foi estimada através de ensaio de redugao de hidroxido de tetrazolio (XTT)
e contagens de unidades formadoras de coldnias. Os resultados demonstraram a eficacia
melhorada da anfotericina B quando combinada com DNase contra biofilmes de C.
albicans, conforme avaliado por meio de leituras de XTT e contagens de colonias. Além
disso, a DNase aumentou a eficdcia da caspofungina na reducdo da atividade
mitocondrial, porém ndo foram observadas alteragdes em termos de células cultivaveis.

Diante dos resultados, os autores concluiram que os agentes que visam processos que
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afetam a integridade estrutural do biofilme podem ter uso potencial como adjuvantes de

uma terapia antimicrobiana.

Em 2014, Rajedran et al®., relataram que a liberagdo extracelular de DNA por C.
albicans ¢ dependente da cepa e esta associada a heterogeneidade do biofilme. Para isso,
cepas de C. albicans formadoras de biofilme espesso (HBF) ou formadores de baixo
biofilme (LBF) foram tratados com DNase para elucidar o papel que o eDNA
desempenha na formagao de biofilme. Os autores observaram que o eDNA do biofilme
foi significativamente reduzido e que a biomassa de biofilmes HBF foi diminuida em
cinco vezes quando comparadas com controles ndo tratados. Além disso, a quantificagao
de eDNA ao longo do periodo de formagao de biofilme por ensaio SYBR green demonstra
um nivel significativamente mais alto de 2 a 6 vezes em HBF em comparacao com LBF.
As analises bioquimicas e transcricionais mostraram que a atividade da quitinase, um
marcador de autdlise, e os niveis de mRNA de genes de quitinase foram regulados
positivamente na formacao de biofilme de 24 h por HBF em comparagdao com LBF,
indicando a via de autolise possivelmente envolvida na causa da variagdo. As analises de
correlagdo sugeriram que o eDNA pode ser liberado enquanto a hifa esta em crescimento.
Finalmente, concluem que o tratamento de biofilmes com DNase aumentou
significativamente a susceptibilidade antifngica em 2 a 8 vezes e que a liberagdo de
eDNA por isolados clinicos de C. albicans € variavel e ¢ associado a formagao diferencial
de biofilme. Dessa maneira, a digestao do eDNA do biofilme pela DNase pode fornecer
um novo caminho para desestabilizar o crescimento do biofilme e melhorar a

sensibilidade antifungica.

Gandara et al.”’, em 2017, relatam que o tratamento com luz infravermelha
(NIRT) possui efeitos bactericidas e de dispersao em biofilmes. Além disso, ferramentas
biologicas de dispersdo, como enzimas, também s3ao empregadas em tratamentos
antibiofilme. O objetivo dos autores foi usar abordagens alternativas para aumentar a
eficacia da TFD, empregando terapias combinadas com enzima proteinase k ou luz
infravermelha (laser de 635 nm) no intuito de provocar a ruptura parcial dos biofilmes e,
consequentemente, aumentando o potencial do fotossensibilizador (FS) ou a penetragao
de oxigénio. Para tanto, foi aplicado o FS azul de toluidina (TB) nos biofilmes de
Staphylococcus aureus previamente tratados com NIRT ou enzima e o resultado das
terapias foi avaliado. O FS empregado a 0.5 mM induziu reducao de 2 logio na viabilidade

do biofilme de S. aureus RN6390. O tratamento prévio com NIRT seguido de TFD
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induziu uma redug¢do adicional de 1 logio na contagem de células viaveis. O tratamento
com proteinase K em S. aureus induziu um efeito aditivo na mortalidade via TFD,
levando a uma diminui¢do geral de 4 logio na viabilidade de S. aureus. As imagens
realizadas em Microscopia confocal a laser de varredura apo6s coloragao do biofilme com
um teste de viabilidade fluorescente foram correlacionadas com contagens de coldnias.
Os autores concluem que a dose de NIRT empregada (227 J/cm?) levou a um aumento de
21 para 47°C na temperatura tampao do sistema do biofilme, e esta dose de NIRT também
induziu a morte de 100% dos queratinocitos. Entretanto, mais trabalho sdo necessarios
para estabelecerem as condicdes sob as quais a dispersao do biofilme ocorre em doses

mais baixas de NIRT.

Che net al.”®, em 2018, chamam a aten¢do para a importancia de desenvolver
novos agentes antimicrobianos, evitando a geragao de resisténcia bacteriana. Nesse
contexto, as enzimas naturais possuem potencial para destruir a integridade estrutural
celular ou interferir em metabolismos de proliferagdo, dete¢ao de quérum e morte
programada. Além disso, em comparagdo com as enzimas naturais, enzimas artificiais
possuem uma maior estabilidade contra condi¢des rigorosas, possuindo atividade
catalitica ajustavel mais facilmente. Assim, a associacdo de enzimas com materiais
responsivos a estimulos e modalidades terapéuticas inteligentes podem inativar
microrganismos de maneira controlavel. Por ultimo, diante dos papéis-chave que os
DNAs s extracelulares (eDNAs) desempenham na manutencao da integridade do biofilme,
¢ possivel inferir que a enzima artificial mimética de DNase pode afetar o eDNA, inibindo

a formacao de biofilme e dispersando os biofilmes ja formados.

Panariello et al?®, em 2019, realizaram um estudo com os objetivos de avaliar os
componentes da matriz do biofilme de cepas de C. albicans (Ca) suscetiveis (S) e
resistentes ao fluconazol (R) quando expostos as enzimas hidroliticas B-glucanase e
DNase individualmente ou em combinacdo; aplicar o melhor protocolo enzimatico
associado a TFD mediado por Photodithazine® (PDZ); e verificar em microscopio
confocal a penetracao de PDZ em biofilmes pré-tratados ou nao com DNase em diferentes
periodos de incubacao. Para isso, biofilmes CaS e CaR com 48h de idade foram incubados
com as enzimas hidroliticas por 5 min e avaliados pela viabilidade celular, biomassa e
componentes da matriz. A DNase apresentou os melhores resultados ao reduzir
significativamente o DNA extracelular (eDNA) e as proteinas soltiveis da matriz de

ambas as cepas; e polissacarideos soluveis em dgua da matriz CaR. Posteriormente,
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biofilmes com 48h de cepa susceptivel oram incubados com DNase por 5 min, seguido
de incubagdo com PDZ por 20 min e exposi¢ao a Luz LED (660 nm, 50 J/cm?). Os
controles foram biofilmes tratados apenas com TFD sem DNase, apenas PDZ, PDZ +
DNase, apenas luz, luz+DNase e biofilme sem tratamento. Os autores concluiram que o
pré-tratamento com DNase permitiu a penetragdo do PDZ em camadas mais profundas
do biofilme, e o efeito TFD foi potencializado, mostrando uma redugao significativa da
viabilidade celular (p < 0.001) e dos valores de eDNA (p < 0.047). Dessa maneira, a
DNase afetou a composicao da matriz, melhorando a penetragcdo do fotossensibilizador e

a eficacia da TFD subsequente.

Em 2020, Karygianni et al.”, com a finalidade de estudar enzimas como
modificadoras dos biofilmes orais aderidos aos tecidos duros dentais, avaliaram o
impacto da DNase I e/ou proteinase K na formacgao de um biofilme supragengival in vitro.
Para isso, biofilmes de seis espécies foram cultivados anaerobiamente na presenca de
DNase I e proteinase K. Apds 64 h, os biofilmes foram colhidos e quantificados por
analise de cultura, sendo em seguida corados para leitura em microscopia confocal de
varredura a laser. As células microbianas foram coradas usando corantes de DNA ou
hibridizagao fluorescente in situ. Exopolissacarideos, eDNA e exoproteinas foram
corados com Calcofluor, anticorpo anti-DNA e SyproTM Ruby, respectivamente. Diante
dos resultados, os autores observaram que nem a DNase [ nem a proteinase K tiveram um
impacto significativo nas unidades formadoras de colonias (UFC) em comparagao com o
controle sem enzimas. No entanto, a enzima DNase I suprimiu significativamente o
crescimento de Actinomyces oris, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans,
Streptococcus oralis ¢ Candida albicans. O tratamento com proteinase K induziu
aumento significativo em UFCs de S. mutans ¢ S. oralis (p <0.001), enquanto C. albicans
e V. dispar mostraram menores quantidades de UFCs em comparagao com o controle. As
imagens confocais realizadas demonstraram a degradacdo do biofilme causada pela
enzima DNase I. Assim, o tratamento enzimatico pode ser associado com outros agentes

antimicrobianos visando a eficacia bactericida e a dispersao do biofilme.

Tan et al.’°) também em 2020, investigaram a co-imobiliza¢do de celobiose
desidrogenase (CDH) e desoxirribonuclease I (DNase) em nanoparticulas de quitosana
carregadas positivamente (CSNPs, resultando em uma nanoparticula bifuncional (CSNP-
DNase-CDH) que almeja tanto interferir na matriz do biofilme quanto nos

microrganismos. Foram avaliadas as atividades antibiofilme in vitro de CSNPs contra
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biofilmes monomicrobianos e polimicrobianos de Candida albicans e Staphylococcus
aureus. De acordo com os dados coletados, os autores afirmam que os CSNPs foram
capazes de penetrar na matriz dos biofilmes e interferir nas células microbianas
incorporadas, tendo a nanoparticula CSNP-DNase-CDH uma atividade mais alta do que
CSNPs carregados apenas com DNase ou CDH para inibir a formacdo de biofilme
monomicrobiano e polimicrobiano, bem como para interromper biofilmes pré-formados.
Além disso, a CSNP-DNase-CDH pode interromper a formacao do biofilme por meio da
degradacao do eDNA, reduzir a espessura do biofilme e matar as células microbianas.
Diante do exposto, os autores concluiram que o CSNP bi-funcional € aplicavel a protegao
de dispositivos médicos de biofilmes polimicrobianos ou ao tratamento de infecgdes

associadas a dispositivos.

Em revisdo de literatura de 2020, Du e Tung®' relatam que a eficdcia da TFD
depende de varios fatores, sendo um resultado combinado de diferentes elementos e
processos, em que a melhoria de um fator ou etapa pode potencializar a TFD. Neste
sentido, as reac¢des enzimaticas sao utilizadas no actimulo e liberagdo do
fotossensibilizador (FS) e na geracao de oxigénio. Como resultado, a eficacia da TFD ¢
significativamente aumentada através da producao de oxigénio mediada pela enzima e
pela liberagao de FS. Dessa forma, os tipos de enzimas usados na TFD devem ser
investigados. At¢ o momento, as enzimas mais associadas com TFD sao MMP-2,
catepsina B, HAase e catalase. No entanto, outros tipos de enzimas como a lipase € a
colagenase sao alvo de estudos que avaliaram a sua eficacia quando conjugadas com a
TFD. Os autores explicam que devido a amplificagdo enzimadtica, uma quantidade
relativamente grande de FS pode ser produzida in situ. Como resultado, a seletividade da
TFD nao depende apenas da posi¢ao de irradiacdao de luz e da localizacao do FS, mas
também da expressao dos biomarcadores associados ao microrganismo alvo. Por fim, os
autores concluem que a introducdo de novas enzimas pode ampliar o efeito da

fotoinativagao microbiana.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

Para a realiza¢do de todas as etapas deste estudo foram utilizados os seguintes

materiais de consumo, instrumentais € equipamentos:

4.1.1 Materiais de Consumo

-Acido Sulftirico - (Synth, Diadema, Séo Paulo, Brasil);

-Agua destilada (Gehaka — Industria ¢ Comércio Eletro Eletronica Limitada, Sdo Paulo,
Brasil);

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

-Alga de inoculacao 10 pL - (Laborplast, Cassinetta di Lugagnano, MI, Italia);

-Alcool 70% (Ttaja, 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 C. albicans resistente a fluconazol, ATCC 96901 - (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA);

-Cloreto de Potéssio (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

-Cloreto de Sddio - (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

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

-Cubetas para leitura em espectrofotometro - (Semperlab, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);
-D- Glicose Anidra - (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

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

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

-Fosfato de Potéssio - (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

-KH 2 PO 4 - (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

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

-Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com Sug/mL de cloranfenicol - (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);
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-Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol — (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA);
-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 90 X 15 mm - (Pleion, Barueri, Sao Paulo, Brasil);

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

-Ponteira para micropipeta (20-200 uL) - (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);
-Ponteira para micropipeta 5 mL - (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);

-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, Sao Paulo, Brasil);

-Tubo tipo eppendorf 2 mL (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);

-Tubo tipo FALCON co6nico (15 mL) - (Biogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);
-Tubo tipo FALCON co6nico (50 mL) - (Biogen, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);
-Tubos de vidro 10x2x5 - (Semperlab, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);

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

4.1.2 Instrumentais

-Alga de Drigalsky - (Vidrolabor, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);

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

-Garrafas de vidro graduadas - (Vidrolabor, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);
-Micropipeta de 0,5-10 pL - (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de 100-1000 uL - (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de 20-200 uL - (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Micropipeta de repeti¢ao - (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

-Proveta graduada - (Vidrolabor, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil).

4.1.3 Equipamentos
-Agitador de tubos Modelo: AP 56. Série: 9803 - (PHOENIX Industria e Comércio de

Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);
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-Agitador Orbital - (TE-420, Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil);

-Aparelho de Luz LED, 660 nm, (LXHL-PRO09, Luxeon III Emitter, Lumileds Lighting,
San Jose, California USA), desenvolvido pelo Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP
Sdo Carlos — Brasil;

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

-Balanga de precisao Modelo: BG 400. No 016450. - (GEHAKA — Industria e Comércio
Eletro Eletronica Gehaka Limitada, Sao Paulo, Brasil);

-Banho seco para microtubos — (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA);

-Centrifuga para microtubos - (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
-Dissecador de amostras — (RVC 2—-18 CD plus, Christ, Osterode am Harz, Germany);
-Espectrofotometro - (Kasvi, Pequim, China);

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

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

-Freezer -80° - (REVCO, Thermo Scientific, USA);

-Leitor de microplacas tipo ELISA - (EZ Read 400, Biochrom, Cambridge, UK);
-Nanoespectrofotometro — (DS-11, DeNovix, United States).

4.2 Método

4.2.1 Determinacio da curva de crescimento dos microrganismos

Foram utilizadas trés cepas Candida albicans neste estudo, uma cepa padrao
ATCC 96901 (American Type Culture Collection, Rockville, EUA) resistente ao
fluconazol e dois isolados clinicos (R14, R70) coletados de pacientes portadores do virus
HIV com lesdes orais de candidose pseudomembranosa e doados pelo Departamento de
Biociéncias e Diagnostico Bucal da Faculdade de Odontologia do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia de Sao José do Campos, Sao Paulo.

As cepas permaneceram armazenadas em freezer -80° até o inicio dos
experimentos, onde foram descongeladas e reativadas em placas de Petri contendo meio
de cultura Sabourand Dextrose Agar (SDA) suplementado com cloranfenicol (0.05 g/L)
e incubados a 37° C por 48 h. Apo6s esse periodo, 5 coldnias de cada cepa foram coletadas

e transferidas para 5 mL de meio Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado com glicose
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(100mM), e incubadas a 37° C por 16 h, configurando o periodo overnigth. Apos as 16 h
de incubagdo dos microrganismos, 0.5mL do pré-inodculo de cada cepa foram transferidos
para tubos do tipo Falcon correspondentes contendo 9.5 mL do meio de cultura YNB
complementado com 100 mM de glicose (dilui¢ao de 1:20). O in6culo foi incubado a 37°
C e entdo foram realizadas leituras em espectrofotometro (540 nm) e plaqueamento para
determinagdo de UFC/mL, a cada uma hora, at¢ 0 momento em que a curva apresentou
estagio estacionario. Foram realizados trés ensaios independentes para determinar a curva
de crescimento dos microrganismos. Apos montagem dos graficos de linha, foi possivel
determinar a fase de maior crescimento exponencial (ou logaritmica) e determinar o meio

dessa fase (mid-log) para cada cepa, como pode ser observado na Figura 1.
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4.2.2 Analise da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos isolados clinicos

Apo6s determinar as curvas de crescimento dos isolados clinicos, foi realizado o
MIC destas cepas a fim de confirmar a sua resisténcia ao fluconazol. Pra isso, o fluconazol
(F8929, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi dissolvido em agua esterilizada
ultrapura’®. Como branco, foi utilizado 100 uL de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis,

UFC/mL



54

MO, EUA) duas vezes concentrado mais 100 puL de agua esterilizada ultrapura (sem
células e agente antifungico). Como controle, apenas as suspensoes celulares foram
testadas sem agente antifingico. Foram inoculadas dilui¢des seriadas de fluconazol
(variando de 2 a 1024 ug/mL) em placas de 96 pogos com suspensao de microrganismo
ajustada para obter uma concentragdo final de indculo de 0.5x10° a 2.5x103 UFC/mL em
meio RPMI 1640 duas vezes concentrado, tamponado em pH 7,0 com tampao de 4cido
3-N-morfolino propanosulfonico 0,65 M (MOPS, Research Products., Mount Prospect,
Illinois, EUA)*.

As placas foram incubadas a 35°C e observadas visualmente quanto a presenca ou
auséncia de crescimento apds 24 h. Além da analise visual, a densidade Optica de cada
poco da placa foi medida em leitor de placa (EZ Read 400 Microplate Reader,
Biochrom®) a 540 nm apos 24 horas de incubagao. Foi também realizado o plaqueamento
em SDA em duplicata e a contagem de colonia vidveis pra determinar a Concentragao
Fungicida Minima (CFM). A CIM foi calculada com base na densidade de crescimento e
foram consideradas as menores concentragdes de farmaco que resultaram em redugdo no
crescimento em comparagdo com o controle de crescimento livre do farmaco. E foi
considerada CFM a concentragao minima que resultou em auséncia de colonias. Assim,
a resisténcia das células de C. albicans (R14 - 64 ng/mL e R70 - 32 pg/mL) foi
confirmada de acordo com o método de microdiluicio em caldo do Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI)32.

4.2.3 Formacao dos biofilmes de C. albicans resistentes ao fluconazol (ATCC e

isolados clinicos)

Foi realizado o inoculo da cepa de C. albicans de referéncia (ATCC 96901,
Rockville, MD) e de dois isolados clinicos (R14 e R70), todos resistentes ao fluconazol,
conforme descrito no item 4.1 e em estudo anterior®}. As etapas de preparac¢do dos pré-
in6culos e indculos dos microrganismos foram realizadas conforme descrito no item 4.1.
Terminado o periodo de incubag¢do do inoculo, a densidade optica da suspensao foi
determinada e padronizada em uma concentra¢do aproximada de 10 UFC/mL, por meio

de espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm!2.

Para a formacdo de biofilme em modelo de fundo de placa de cultura?®, uma

aliquota de 1 mL da suspensdo celular (10 UFC/mL) foi adicionada em cada orificio de
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uma placa de 24 pogos, em triplicata, e em seguida foi adicionado 1 mL de meio de RPMI
1640 tamponado com MOPS. A placa de cultura foi incubada a 37 °C sob agitacao (75
rpm) por 90 min, configurando a fase de adesao. Passado o periodo de adesao, as amostras
foram lavadas duas vezes de forma cuidadosa com 1 mL de solugao PBS (8 g NaCl, 0.2
g KCl, 1.44 g Na,HPOg4, 0.24 g KH,POy4; pH 7.4) esterilizada para a remogao das células
nao aderidas e metabolitos. Em seguida, foi adicionado 1mL de meio de cultura RPMI
tamponado em cada orificio. As placas foram mantidas a 37° C sob agitacao durante 24
h. Apos esse tempo, realizou-se a troca do meio de cultura por meio de aspiragdo, e
lavagem dos orificios da placa com 1 mL de solu¢dao PBS esterilizada (duas vezes).
Depois da lavagem, 1 mL de RPMI foi adicionado em cada orificio e as placas foram
mantidas a 37° C sob agitagao por mais 24 h, totalizando o periodo de 48 h de incubagao.

Entdo, os biofilmes formados foram submetidos aos tratamentos.

4.2.4 Realizacao dos tratamentos
4.2.4.1 Preparo da enzima DNase

A solucao de DNase (Sigma) foi preparada previamente a cada experimento em
acetato de sodio 0.1 M. Para isto, 80 uLL. de DNase foi diluida em 920 pL de acetato de
sodio, tendo uma concentragio de 20 (unidades/mL)’6. Apos 48h de formagdo dos
biofilmes, foi removido o meio de cultura e as células aderidas foram lavadas com PBS
por duas vezes. As solugdes de DNase foram entdo adicionadas aos biofilmes. As placas
foram incubadas a 37° C por 5 min de acordo com estabelecido previamente em estudo
anterior.?®. Os controles negativos para a formacdo de biofilme foram tratados apenas
com solu¢do PBS. Foram realizados trés ensaios independentes com quatro repeticoes

(n=12) para cada uma das trés cepas avaliadas.

4.2.4.2 Fotossensibilizador e fonte de luz

Para a TFD, a fotossensibilizacdo dos biofilmes foi realizada com
Photodithazine® (PDZ, produzido por VETA-GRAND Co., Russia). O PDZ foi
fornecido pelo Laboratorio de Biofotonica do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC),
Universidade de Sao Paulo (USP). O PDZ tem um pico de absor¢ao em 660 nm e foi
aplicado na concentracao de 200 mg/L. Assim, antes de cada experimento, a solu¢do-mae

de PDZ (5000 mg/L) foi diluida em solucao de PBS para obter a concentracao final de
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200 mg/L. Esse fotossensibilizador foi irradiado com dispositivo Diodo Emissor de Luz
(LED) vermelho (660 nm) na dose de 50 J/cm?. Este aparelho de LED ¢ composto por
LEDs vermelhos (LXHL-PRO09, Luxeon® III Emissor, Lumileds Lighting, San Jose,
Califérnia, EUA) distribuidos homogeneamente, com uma poténcia constante de 30
mW/cm? (grupos P+L+ e P+L+DNase). Para determinar se apenas a aplicagdo da Luz
LED, o FS ou a enzima possuem algum efeito, amostras adicionais foram apenas
iluminadas (grupos P-L+; P-L+DNase), outras foram incubadas apenas com o PDZ
(grupo P+L- ou P+L-DNase) e outras foram tratadas apenas com a enzima (P-L-DNase).
O grupo controle foi composto por amostras que nao receberam tratamento nem com o

FS e nem Luz (P-L-).

4.2.4.3 Realizacao dos tratamentos

Os biofilmes de C. albicans da cepa padrao (ATCC 96901) e de dois isolados

clinicos (R14 e R70) foram submetidos aos tratamentos conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Grupos experimentais. Araraquara — Brasil, 2020.

Grupo Descriciao dos tratamentos
P+L+ Os biofilmes foram incubados com PDZ [200 mg/L por 20 min (pré-incubagao)], e
iluminados com Luz LED (28 min, 50 J/cm?)?.
P+L+ DNase Os biofilmes foram tratados com a enzima DNase I (20 units/mL) por 5 min. A DNase
foi removida e entdo os biofilmes foram lavados duas vezes com solu¢ao salina e a
TFD foi realizada (conforme descrito para o grupo P+L+)%.
P+L- Os biofilmes foram incubados com PDZ [200 mg/L por 20 min (pré-incubac¢ao)].
P+L- DNase Os biofilmes foram tratados com DNase I (20 units/mL) por 5 min. Entdo, os biofilmes
foram lavados duas vezes com solugdo salina e incubada com PDZ (200 mg/L, 20 min).
P-L+ Os biofilmes foram apenas iluminados com Luz LED vermelha (28 min, 50 J/cm?).
P-L+ DNase Os biofilmes foram tratados com a enzima DNase I (20 units/mL) por 5 min. Entao, os
biofilmes serdo lavados duas vezes com solucao salina e iluminados com Luz LED
vermelha (28 min, 50 J/cm?).
P-L-DNase Os biofilmes foram tratados com a enzima DNase I (20 units/mL) por 5 min. Entao, os
biofilmes foram lavados duas vezes com solucao salina.
P-L- Amostras ndo receberam aplicagdo de DNase, PDZ nem ilumina¢ao com Luz LED
(grupo de controle).
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4.2.5 Avaliacao da eficacia dos tratamentos

A avaliagdo da eficicia dos tratamentos foi realizada por meio dos seguintes
métodos: contagem de colonias (plaqueamento), quantificagdo de: peso seco total e
insoluvel, proteinas soliveis e insoluveis, polissacarideos soliveis em agua (WSP) e em

alcali (ASP), e DNA extracelular (¢eDNA).

Dessa forma, ap6s os tratamentos descritos, os biofilmes foram lavados 3 vezes
com NaCl 0.89% esterilizado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de NaCl 0.89% em cada
orificio e os biofilmes foram cuidadosamente desprendidos do fundo dos orificios da
placa com o auxilio da ponteira de uma pipeta de 100 pL e colocados em um microtubo
esterilizado, em seguida mais 1 mL de NaCl 0.89% foi adicionado nos pogos, onde mais
uma vez o pogo foi raspado com o auxilio de uma pipeta e depois o volume foi coletado
e adicionado ao microtubo de 2 mL. Por fim, os biofilmes foram entdo submetidos a
sonicagdo (30 s; 7 w; 190 1)835. Apds a sonicagdo do volume de 2 mL, 0.1 mL foi
separado para a diluicao seriada e plaqueamento para realizar a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) e mais 0.1 mL foi separado para anélise do peso seco
total. O restante do volume (1.8 mL) foi centrifugado a 5.500 xg por 10 min a uma
temperatura de 4° C. O sobrenadante foi transferido para outro microtudo de 2 ml, onde
posteriormente, o volume inicial (1.8 mL) foi separado em aliquotas para analise dos
componentes soluveis do biofilme [WSP (1 mL), Proteinas (0.15 mL) e eDNA (0.65
mL)]. O precipitado celular, com os componentes insoluveis da MEC, foi mantido no
microtubo, onde foi ressuspendido em 1 mL de agua Mili-Q, tendo aliquotas separadas
para quantificacdo de proteinas totais (0.05 mL) e determinagdo do peso seco insoluvel e

dos polissacarideos soluveis em alcali — ASP (0.95 mL).
4.2.5.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

As dilui¢des em série (107! a 10°) foram realizadas para cada amostra em
microtubos esterilizados contendo 900 uL de NaCl 0.89%. Entdo, foi plaqueado 25 pL.
de cada uma das dilui¢des, em duplicata, em placas de SDA com cloranfenicol, e as placas
foram incubadas por 48 h para que fosse realizada a contagem das colonias. Apos a
contagem, foi obtida a média entre as duplicatas de cada amostra e o nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) foi calculado. Para o calculo de UFC/mL,

foi utilizada a formula a seguir:
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UFC/mL = namero de colonias X 10"

q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluig¢do (1, 2, 3,4, 5o0u 6),e q
equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras das

placas.

4.2.5.2 Anailise do peso seco’®8¢
4.2.5.2.1 Peso seco total

Da aliquota previamente separada, 100 pL. de cada amostra foram pipetados e
colocados em um papel aluminio previamente pesado e etiquetado, bem como 100 uL da
solucao de NaCl a 0.89% utilizada em cada ocasido. As amostras foram secas em um
forno a 100°C, e novamente pesadas na balanca de precisao. A diferenca entre o peso
inicial e o peso final foi calculada e, em seguida, descontado o valor do peso da solugao

de NaCl a 0.89%. A valor final foi considerado o peso seco total da amostra.

4.2.5.3 Quantificaciio de proteinas 3788
4.2.5.3.1 Soluveis

Foram diluidos 15 pL da aliquota da suspensdo do biofilme para determinar a
quantidade proteinas soluveis. Entdo, 5 pLL da amostra diluida foram utilizados, em
triplicata (15 pL) para a determinagdo de proteinas soliveis nos biofilmes usando o

método de Bradford?’.

O método de Bradford®” é baseado na adsor¢do do reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250. Para isso, foram realizadas dilui¢des seriadas de albumina de soro bovino

(BSA) para obtencao de uma curva padrdo, conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2 — Valores para a curva padrao do teste de quantificagdo de proteinas pelo

método de Bradford.

BSA mg/mL Volume de BSA a2 mg/mL | Volume de dgua Mili-Q
0 0uL 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 uL 750 uL
1.0 200 uL 500 uL
14 750 uL 300 uL

Fonte: Elaboragdo propria.

Em seguida, em uma placa de 96 pogos foram adicionadas aliquotas de 5 puL, em
triplicata, para cada ponto da curva e para cada amostra a ser analisada. Apos, foi
adicionado 250 uL do reagente de Bradford e a placa foi incubada por 20 minutos a 37°
C sob agitacao orbital de 75 rpm. Em seguida, as respectivas absorbancias a 595 nm foram
determinadas em espectrofotometro. Os dados das amostras de biofilmes foram
convertidos em concentracdes de proteinas, usando a equagao da reta gerada (inclinagao

0.020 -0.026; R? proximo de 1).

4.2.5.3.2 Insoluveis

Foi transferido o volume de 50 puL. para um microtubo contendo 100 pL de esferas
de vidro e 200 puL de H,O Milli-Q. Em seguida, as amostras foram submetidas a disrupgao
mecanica usando beadbeater (3vezes/ 30s), aquecidas sob agitagao (100 xg / 100°C / 60
minutos). Apds, houve a centrifugacao das amostras (quickspin; 10.000 xg/min). O
sobrenadante foi transferido para um microtubo esterilizado. Entdo, 5 uL da amostra
diluida foram utilizados, em triplicata (15 puL) para a determinacao de proteinas insoluveis

nos biofilmes usando o método de Bradford®’, conforme descrito anteriormente.

4.2.5.4 Anailise de polissacarideos soliiveis em agua (WSP)3%

O volume de 1 mL do sobrenadante foi homogeneizado e transferido para um tubo
do tipo falcon de 15 mL. A este tubo com 1mL de sobrenadante foi adicionados 2.5

volumes de etanol 95% (2.5 mL). O contetdo do tubo foi homogeneizado e armazenado
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em freezer (-20° C) durante 18 horas para ocorrer a precipitagdo dos polissacarideos

soluveis em agua.

ApoOs a precipitagdo, todas as amostras foram removidas do freezer,
homogeneizadas e centrifugadas (9.500 xg/20 min/4° C). Os sobrenadantes foram
descartados. As amostras foram entdo lavadas 3 vezes com etanol 75% gelado. Os tubos
com as amostras foram agitados (usando vortex), centrifugados e o sobrenadante foi
dispensado. Posteriormente as lavagens, o precipitado foi seco ao ar e ressuspenso em
0.25 mL de agua. Foi realizada uma nova agitagdo para homogeneizar o precipitado na
solucdo. As amostras foram entdao submetidas a quantificacao de carboidratos totais pelo
método fenol-acido sulfurico®®. Este método utiliza glicose para a curva padrdo (Quadro

3) e foi realizado dentro de uma capela de exaustao de gases.

Quadro 3 — Valores para a curva padrao do teste de quantificacao de polissacarideos

soluveis em agua — WSP pelo método fenol-acido sulfurico.

Tubo 0 ug 0.75pg | 1.25pg | 25pg | Spg | 10pg | 15pg | 20 ug | 25 pug
Agua (uL) 200 199.25 198.75 | 197.5 | 195 190 185 180 175
Glicose 1% 0 0.75 1.25 2.5 5 10 15 20 25

Fonte: Elaboragao propria.

Para analise de WSP, foram adicionados 200 pL de fenol 5% a cada tubo de vidro
(13 mm) contendo 200 pL de cada amostra (triplicata por amostra). Os tubos foram
agitados cuidadosamente. Entdo, foi adicionado 1mL de &cido sulfurico a cada tubo, e os
mesmos foram agitados imediatamente. Depois de 20 minutos de reagdo, as amostras
foram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de luz de 490nm. Os dados das
amostras de biofilmes foram convertidos em concentragdes de polissacarideos, usando a

equacdo da reta gerada (slope 0.048 — 0.051; R? proximo de 1).

4.2.5.5 Analise de polissacarideos soliveis em alcali (ASP)36%
4.2.5.5.1 Peso seco insoluvel

Uma aliquota de 0.95 mL da suspensao de biofilme foi colocada imediatamente
em gelo. Apos a aliquota ser refrigerada, o tubo foi centrifugado (13000 xg/10 min/4° C).
O sobrenadante foi cuidadosamente removido do tubo e descartado. Entdo, o precipitado
foi seco em um concentrador de amostras por aproximadamente 3 h. Os precipitados

obtidos foram pesados em balancga analitica para determinagao do peso seco insoluvel.
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De acordo com o peso obtido, foram adicionados a cada tubo 300 uL de 1N NaOH
para cada 1 mg do peso seco do precipitado. Os microtubos foram incubados por 2h em
banho seco (300 xg/37° C). Terminado o periodo, as amostras foram centrifugadas
(13.000 xg/10 min/4° C) e os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados com o
auxilio de uma pipeta e transferidos para microtubos de 2 mL, preservando somente o
precipitado. Novamente, o mesmo volume de 1N NaOH (300 uL de IN NaOH/1 mg do
peso seco) foi transferido para os tubos contendo precipitados. Os tubos foram agitados
(com vortex) para romper os precipitados € os mesmos passos acima foram repetidos para
a extracdo de ASP, ou seja, apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas (13.000
xg /10 min), o sobrenadante mais uma vez foi cuidadosamente coletado e adicionado ao
mesmo microtubo de 2 mL citado anteriormente. Por fim, os precipitados foram
novamente ressuspensos na quantidade inicial de NaOH e centrifugados (13.000 xg/10
min/4° C), os sobrenadantes foram novamente transferidos para os microtubos

correspondentes (com os sobrenadantes previamente coletados nas etapas anteriores).

Apos a extragdo do ASP, os mesmos ficaram em solugdo de 1N NaOH, e foram
precipitados. Para tal, foram adicionados 3 volumes de etanol 95% gelado e as amostras
foram levadas ao freezer (-20° C) pelo periodo de pelo menos 18 h. Passadas as 18 h,
houve a precipitacdo dos polissacarideos soltiveis em alcali (ASP), entdo, os tubos foram
ser removidos do freezer, agitados e centrifugados (9.500xg / 2 0 min / 4° C). O
sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas 3 vezes com etanol 75% gelado. As

amostras de ASP foram lavadas da mesma forma que as amostras WSP.

Posteriormente a lavagem, o precipitado foi seco ao ar e ressuspenso em 1N NaOH
(no mesmo volume total da extragdo original). Em seguida, os volumes foram
completados com dgua mili-Q esterilizada até completar o volume de 200 uL. Por fim,
as amostras estavam prontas para a quantificagdo de carboidratos totais usando o método
com fenol e 4cido sulfurico®®, onde foi previamente construida uma curva utilizando
glicose e solu¢ao de NaOH para a curva padrao (Quadro 4) em uma capela de exaustao

de gases.
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Quadro 4 — Valores para a curva padrao do teste de quantificagdo de polissacarideos

soluveis em alcali — ASP pelo método fenol-acido sulfurico.

Tubo Opg | 0.75pg | 1.25pg | 25ug | Spg | 10pg | 15pug | 20 pg | 25 ug
Agua (uL) | 160 159.25 158.75 157.5 155 150 145 140 135
Glicose 1% 0 0.75 1.25 2.5 5 10 15 20 25

NaOH 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Fonte: Elaboragao propria.

O volume usado por amostra foi determinado com base no volume disponivel para
analise (30 a 40 uL). Assim, foi adicionado agua MiliQ para completar o volume até 200
ul e as leituras da absorbancia foram realizadas dentro da curva padrdo previamente

realizada.

4.2.5.6 Analise de eDNA3®-0

A quantificacdo de eDNA foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Rice et al.”® (2007). Para isso, foi acrescentado as aliquotas de 0.65 mL o mesmo volume
de fenol:cloroféormio:éalcool isoamilico (25:24:1) e, em seguida, as amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas em movimentos curtos e repetidos de vai-e-vem (30
vezes). Entdo, as amostras foram centrifugadas (13.000 xg /20 min / 4° C) e a fase aquosa
transferida para um microtubo de 2 mL. Neste novo microtubo, foi adicionado 1 volume
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1) e em seguida foi realizada a centrifugacao (13.000
xg /20 min / 4° C) das amostras e a transferéncia da fase aquosa pra um novo tudo de 1.5
mL. A fase aquosa de cada amostra foi misturada com 3 volumes de etanol 99% e 1/10
volume de acetato de sddio 3 M (pH 5.2) e armazenada a -20° C/18 h. O eDNA
precipitado com etanol foi coletado por centrifugagdo (13.000 xg /20 min / 4° C), e lavado
3 vezes com etanol 70% gelado, secado ao ar, e entdo dissolvido em 20 pl de tampao TE.
A quantidade de eDNA foi determinada usando nano espectrofotdmetro com

comprimento de onda de 260 nm.
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4.2.6 Analise estatistica
4.2.6.1 Variaveis de estudo

As variaveis dependentes deste estudo sdo os componentes da matriz que foram
avaliados (UFC/mL, Peso seco total e insoluvel, Proteinas totais e insoltiveis, WSP, ASP
e eDNA), sendo essas variaveis manifestas e quantitativas continua. As variaveis
independentes foram representas pelos fatores que constituem o tratamento (Luz, PDZ e

DNase).
4.2.6.2 Tabulacao e organizacio dos dados

A contagem de coldnias foi realizada apos 48 horas do plaqueamento. Entdo os

dados foram tabulados e convertidos em UFC/mL, conforme descrito no item 4.2.5.1.

Em relacdo as biomassas totais e insoluveis, apos tabulacdo, os dados foram

convertidos de gramas (g) para miligramas (mg).

Para a quantificagdo de proteinas, tanto as soluveis quanto as insoluveis, os

valores obtidos nas leituras foram convertidos em microgramas (ug).

Os valores obtidos na extracao dos polissacarideos soltiveis em agua e alcali, a

partir das leituras em espectrofotdmetro, foram convertidos em microgramas (p1g).

Por fim, para a andlise de eDNA, os valores obtidos nas leituras de nano

espectrofotometro foram convertidos em nanogramas (ng).
4.2.6.3 Testes estatisticos

ApOs a tabulacao 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. Em seguida, apos os dados atenderem aos pressupostos, foi realizado o
teste ANOVA three-way seguido de pos-teste de Bonferroni (APENDICE A) para
verificacao de interagdo entre os fatores de tratamento (Luz, PDZ e DNase; variaveis
independentes). O nivel de significdncia adotado foi de 5% (0=0.05). As andlises foram

realizadas com o software SPSS (IBM® SPSS® Statistics, versao 27, Chicago, IL, EUA).
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5 RESULTADOS

Os dados foram avaliados de acordo com cada variavel dependente (componentes
da matriz) e para cada cepa (ATCC 96901, R14 e R70), conforme descrito nas Tabelas 1,

2 e 3. Também foi observada a interacao entre os fatores (Luz, PDZ e DNase), Tabela 4.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo da contagem de colonias viaveis (UFC/mL) e dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes da cepa ATCC 96901
ap0s os tratamentos realizados. *Aponta reducdo significativa em rela¢do ao grupo controle (P-L-).

Sem PDZ Com PDZ
Componente Sem Luz Com Luz Sem Luz Com Luz
Média Desvio-padrao Média Desvio-padrao Média Desvio-padrao Média Desvio-padrao

Sem DNase 9.955E+06 1.456E+06 7.650E+06 1.670E+06 1.000E+07 1.610E+06 1.380E+06"  7.360E+05

UFC/mE Com DNase ~ 4.080E+06"  5.880E+05 4.880E+06"  4.880E+06 5.100E+06  1.130E+06 1.300E+05*  9.960E-+04
Peso seco total ~ Sem DNase 5.017 1.877 4.233 1.383 4.200 1.256 4.333 1.702
(mg) Com DNase 5.000 1.625 4.783 1.635 4.433 1.212 4.100 1.350
Peso seco insoltivel Sem DNase 0.996 0.202 0.834 0.119 0.826 0.062 0.711 0.048
(mg) Com DNase 0.968 0.115 0.501% 0.071 0.827 0.074 0.386" 0.093
Proteinas totais ~ S¢m DNase 0.024 0.002 0.023 0.002 0.023 0.002 0.022 0.001
(ng) Com DNase 0.021 0.001 0.022 0.001 0.022 0.001 0.021 0.001
Proteinas Sem DNase 0.010 0.001 0.009 0.001 0.010 0.001 0.009 0.001
insoliveis (Ug)  Com DNase 0.010 0.001 0.011 0.001 0.010 0.001 0.009 0.001
Sem DNase 0.060 0.001 0.054 0.002 0.059 0.002 0.049" 0.001
WP (ne) Com DNase 0.054 0.001 0.056 0.001 0.053 0.001 0.040" 0.001
ASP (n2) Sem DNase 0.111 0.013 0.133 0.012 0.109 0.008 0.170 0.018
Com DNase 0.110 0.003 0.136 0.007 0.109 0.009 0.105 0.015
eDNA (ng) Sem DNase 63.382 9.990 35.027* 7.985 55.207 8.712 29.209* 5.703
Com DNase 40.880 9.418 37.376" 7.700 53.909 9.207 18.825" 3.933

Fonte: Elaboragao propria
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5.1 Cepa ATCC 96901
5.1.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL)

Nao houve interagdo entre os trés fatores de tratamento (p=0.519). Dessa forma,
foram analisadas as interag¢des entre duplas de fatores de tratamentos, onde foi observado
que houve interacao entre Luz x DNase (p<0.001); PDZ x DNase (p=0.008) e PDZ x Luz
(p<0.001).

Quando avaliada a viabilidade da ATCC 96901 apo6s os tratamentos (UFC/mL),
foi observado que o tratamento com DNase seguido da terapia fotodinamica
(P+L+DNase) apresentou a maior redu¢ao de UFC/mL quando comparado com os outros
tratamentos. O grupo P+L+ também apresentou redugdo significativa, entretanto em
menor escala, comparado ao grupo P+L+DNase. Ao observar o grupo controle (P-L-) e
os grupos P+L+ e P+L+DNase, os valores de UFC/mL foram transformados em logio
para facilitar a comparagdo, onde foi observada a reducao de 0.89 e 1.92 logio de
UFC/mL, respectivamente. O tratamento apenas com a enzima (P-L-DNase) também
reduziu significativamente a contagem de UFC/mL em relagao ao grupo P-L- (0.39 logio).
Os grupos tratados, na presenga da enzima, apenas com Luz (P-L+DNase) apresentou
redugdo estatisticamente significante, com reducao de 0.31 logio de UFC/mL em

comparagao com o controle (P-L-).
5.1.2 Analise do peso
5.1.2.1 Peso seco total

Nao houve interacdo estatisticamente significativa entre os trés fatores do
tratamento (p=0.408). Dessa forma, foram analisadas as interacdes entre duplas dos
componentes de tratamentos, onde novamente nao foi observada interacdo entre Luz x
DNase (p=0.936); PDZ x DNase (p=0.669) e PDZ x Luz (p=0.521). Entao, a interagao
dos componentes de tratamento foi analisada de forma individual, onde mais uma vez nao
foi encontrada interagao entre o componente [Luz (p=0.117), PDZ (p=0.337) ou DNase
(p=0.669)] e a variavel dependente (Peso total). Desta forma, ndo houve interagdo entre
os fatores de tratamento e o peso total dos biofilmes da cepa ATCC 96901 avaliados.
Diante disso, ¢ possivel concluir que, para a cepa ATCC, os tratamentos ndo interferiram

na biomassa total dos biofilmes.
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5.1.2.2 Peso seco Insoluvel

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.826). Dessa forma, foram analisadas as interacdes entre duplas dos
fatores de tratamentos, onde foi observada interagao apenas entre Luz x DNase (p<0.001);
as demais duplas nao apresentaram interagdo para o peso seco insoluvel: PDZ x DNase

(p=0.666) e PDZ x Luz (p=0.418).

Ao avaliar o peso seco insoluvel, foi observado que o tratamento P+L+DNase
apresentou reducao estatisticamente significativa. O tratamento de associacao entre a Luz
e a enzima (P-L+DNase) também apresentou redugao significativa da biomassa insoluvel.

Os demais grupos se comportaram de forma semelhante ao grupo controle (P-L-)
5.1.3 Analise de proteinas
5.1.3.1 Proteinas totais

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.325). Em seguida, foram analisadas as interag¢des entre duplas dos fatores
de tratamentos, onde novamente nao foi observada interacdo entre Luz x DNase
(p=0.150); PDZ x DNase (p=0.278) e PDZ x Luz (p=0.600). Entdo, a interagdo dos fatores
de tratamento foi analisada de forma individual, sendo observada a interagcdo apenas da

DNase (p<0.001) com a variavel dependente (Proteinas totais).

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre a quantidade de proteinas

soluveis dos tratamentos realizados.
5.1.3.2 Proteinas insolaveis

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p=0.013). Entretanto, apesar da interagao entre os fatores, os grupos se comportaram de
maneira semelhante, ndo havendo diferenca estatistica significante entre os grupos de

tratamento avaliados.
5.1.4 Analise de polissacarideos soliveis em agua (WSP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). A aplicagdo da DNase seguida da TFD (P+L+DNase) foi significativamente
diferente dos outros grupos de tratamento e apresentou os menores valores. O tratamento
com terapia fotodinamica convencional (P+L+) também apresentou reducao significativa

na quantidade de WSP, e foi significativamente diferente do grupo P-L-.
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5.1.5 Analise de polissacarideos soliveis em alcali (ASP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Entretanto, apesar da interagdo entre os fatores de tratamento, os grupos se
comportaram de maneira semelhante, onde ndo foi observada diferenca estatistica

significante entre os grupos de tratamento.
5.1.6 Analise de eDNA

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Foi observado que a quantidade de eDNA foi significativamente menor no
grupo de tratamento P+L+DNase em relacdo ao grupo controle (P-L-). A aplicacdo da
TFD (P+L+) ou da Luz associada ou ndo a DNase (P-L+ e P-L+DNase) também
apresentaram reducdo significativa nos valores de eDNA em relagdo ao grupo controle

(P-L-), entretanto numa menor escala.
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Tabela 2 - Médias ¢ desvios-padrdo da contagem de colonias viaveis (UFC/mL) e dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes da isolado clinico R14
ap0s os tratamentos realizados. *Aponta reducdo significativa em relagdo ao grupo controle (P-L-).

Sem PDZ Com PDZ
Componente Sem Luz Com Luz Sem Luz Com Luz
Média Desvio-padrao M¢dia Desvio-padrao M¢dia Desvio-padrao Média Desvio-padrao
UEC/mL Sem DNase 5.923E+06  2.278E+05 4.740E+06  1.422E+05 5.317E+06  3.115E+05 5.900E+05*  1.968E+05
m
Com DNase 4.817E+06 1.163E+05 4.973E+06  1.280E+05 5.378E+06 1.670E+05 1.333E+05"  7.691E+04
Sem DNase 4.900 1.123 4.400 1.299 4.400 1.833 4.550 1.566
Peso seco total (mg)
Com DNase 4.967 1.496 4.733 1.646 4.533 1.738 4.233 1.061
Peso seco insolavel ~ Sem DNase 1.555 0.203 1.733 0.134 1.506 0.180 1.283 0.145
(mg) Com DNase 1.345 0.091 1.320 0.169 1.436 0.245 1.024" 0.128
) Sem DNase 0.027 0.003 0.025 0.002 0.025 0.001 0.024 0.001
Proteinas totais (ng)
Com DNase 0.025 0.001 0.025 0.002 0.025 0.002 0.026 0.002
Proteinas insoluveis  Sem DNase 0.008 0.001 0.007 0.001 0.007 0.001 0.008 0.001
(ng) Com DNase 0.007 0.001 0.008 0.001 0.008 0.001 0.007 0.001
WSP (ug) Sem DNase 0.054 0.002 0.048 0.001 0.054 0.002 0.043" 0.002
He Com DNase 0.049 0.002 0.049 0.001 0.054 0.001 0.034" 0.002
ASP (ng) Sem DNase 0.122 0.004 0.122 0.005 0.140 0.008 0.124 0.005
Hg
Com DNase 0.123 0.004 0.123 0.004 0.123 0.004 0.121 0.004
Sem DNase 60.061 11.512 47.659 13.184 57.060 13.572 48.463 10.454
eDNA (ng)
Com DNase 45.588 11.941 37.246" 9.307 49.211 8.464 22.364" 7.066

Fonte: Elaboragdo propria.
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5.2 Isolado Clinico R14
5.2.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL)

Foi verificada a interacdo entre os trés fatores de tratamento (p<<0.001). Quando
avaliada a viabilidade do isolado clinico R14 apds os tratamentos (UFC/mL) foi
observado que o tratamento com DNase seguida da terapia fotodinamica (P+L+DNase)
apresentou reducgdo significativa nos valores de UFC/mL quando comparado em relagao
ao grupo controle (P-L-). Essa reducao foi de 1.65 logio para o grupo P+L+DNase. O
tratamento com a TFD convencional (P+L+) também foi significativamente diferente do

controle (P-L-), com redugdo de 1 logio.
5.2.2 Analise do peso
5.2.2.1 Peso seco total

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.558). Dessa forma, foram analisadas as interacdes entre duplas dos
fatores de tratamentos, onde novamente nao foi observada interagao entre Luz x DNase
(p=0.881); PDZ x DNase (p=0.634) e PDZ x Luz (p=0.634). Entdo, a interagdo dos fatores
de tratamento foi analisada de forma individual, onde mais uma vez nio foi encontrada
interacao entre o componente [Luz (p=0.471), PDZ (p=0.296) ou DNase (p=0.859)] e a

variavel dependente (Peso total).

Desta forma, ndo houve interagdo entre os fatores de tratamento e o peso total dos
biofilmes provenientes do isolado clinico R14, sendo possivel concluir que, independente

do tratamento, os valores de biomassa total ndo apresentaram diferenga relevante.
5.2.2.2 Peso seco insoluvel

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.921). Dessa forma, foram analisadas as interacdes entre duplas dos
fatores de tratamentos, onde foi observado que houve interagdo entre Luz x DNase
(p=0.005); PDZ x DNase (p=0.035) e PDZ x Luz (p< 0.001). A aplicagdo dos trés fatores
de tratamento (P+L+DNase), assim como na cepa padrao, apresentou a maior reducao em

mg da biomassa insolivel do biofilme em comparagdo ao grupo P-L-.
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5.2.3 Analise de proteinas
5.2.3.1 Proteinas totais

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0,808). Em seguida, foram analisadas as interag¢des entre duplas dos fatores
de tratamentos, onde novamente nao foi observada interacao entre Luz x DNase
(p=0.012); PDZ x DNase (p=0.012) e PDZ x Luz (p=0.377). Para o isolado clinico R14,
foi observado que, apesar da interacao entre os fatores, ndo houve reducao dos niveis de

proteinas.
5.2.3.2 Proteinas insolaveis

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p=0.001). Para as proteinas insoluveis do isolado clinico R14, assim como nas proteinas
da matriz, o teste detectou que, apesar da interacao entre os fatores, ndo houve redugao

significativa dos niveis de proteinas.
5.2.4 Analise de polissacarideos soliveis em agua (WSP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). O tratamento com os trés fatores (P+L+DNase) apresentou os menores valores
de polissacarideos soluveis em agua, sendo estatisticamente diferente do grupo controle
(P-L-). O tratamento com TFD convencional (P+L+) também apresentou reducao
significativa na quantidade de WSP, porém em menor escala quando comparada com o

grupo (P+L+DNase).
5.2.5 Analise de polissacarideos soliveis em alcali (ASP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Entretanto, foi observado que, assim como na cepa padrdo, os grupos de

tratamento apresentaram niveis semelhantes de ASP.
5.2.6 Analise de eDNA

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Foi observado que a quantidade de eDNA foi significativamente menor no
grupo de tratamento P+L+DNase. Também foi observada reducao significativa nos niveis

de eDNA para os biofilmes tratados com Luz e DNase (P-L+DNase).
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Tabela 3 - Médias ¢ desvios-padrdo da contagem de coldnias viaveis (UFC/mL) e dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes do isolado clinico R70

ap0s os tratamentos realizados. *Aponta reducdo significativa em relagdo ao grupo controle (P-L-).

Componente

UFC/mL

Peso seco total (mg)

Peso seco insolavel
(mg)

Proteinas totais (ng)

Proteinas insoluveis
(ng)

WSP (ng)

ASP (ug)

eDNA (ng)

Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase
Sem DNase
Com DNase

Sem PDZ Com PDZ
Sem Luz Com Luz Sem Luz Com Luz
Média Desvio-padrao M¢dia Desvio-padrao M¢dia Desvio-padrao M¢dia Desvio-padrao
5.227E+06 9.275E+05 5.700E+06  4.808E+05 4.977E+06 1.508E+06 2.533E+06"  8.662E+05
3.208E+06  9.799E+05 2.533E+06"  8.662E+05 6.607E+06  9.473E+05 2.633E+05"  1.558E+05
4.867 0.947 4.467 1.070 4.400 0.698 4.383 1.350
4.750 0.973 4.500 1.202 4.533 1.116 4.333 1.328
1.286 0.192 1.159 0.205 1.253 0.126 1.240 0.194
1.082 0.139 0.960 0.152 1.189 0.125 0.771* 0.060
0.030 0.001 0.029 0.001 0.028 0.001 0.028 0.001
0.027 0.000 0.027 0.000 0.028 0.001 0.028 0.001
0.004 0.001 0.004 0.001 0.005 0.001 0.005 0.001
0.003 0.000 0.004 0.000 0.005 0.001 0.004 0.000
0.054 0.001 0.049 0.001 0.053 0.001 0.045" 0.001
0.049 0.002 0.049 0.001 0.055 0.001 0.035" 0.002
0.123 0.001 0.125 0.003 0.146 0.003 0.125 0.002
0.124 0.002 0.126 0.002 0.126 0.003 0.122 0.002
68.707 11.694 56.888 15.410 63.985 12.113 46.575 10.505
43.207* 9.788 46.643 11.515 51.954 11.434 10.913" 3.712

FONTE: Elaboragdo Propria.
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5.3 Isolado Clinico R70
5.3.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL)

Foi verificado que ndo houve interagdo entre os trés fatores de tratamento
(p=0.071). Em seguida, foram analisadas as interagdes entre duplas dos fatores de
tratamentos, sendo observada a interacao (p<0.001) entre Luz x DNase, PDZ x DNase e

PDZ x Luz.

Em relacao a viabilidade do isolado clinico R70, foi observado que tratamento
P+L+DNase apresentou a maior redugdo em logio (1.29) em relagdo as outras
combinagdes de tratamento, seguido do tratamento de TFD convencional (P+L+) que
apresentou reducao de 0.68 logio, quando comparado ao grupo (P-L-). O tratamento
apenas com Luz e DNase (P-L+DNase) também apresentou redugdo estatisticamente

significativa de UFC/mL em relagdo ao grupo controle (P-L-).
5.3.2 Analise do peso
5.3.2.1 Peso seco total

Nao houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.712). Dessa forma, foram analisadas as interacdes entre duplas dos
fatores de tratamentos, onde novamente nao foi observada interagao entre Luz x DNase
(p=0.971); PDZ x DNase (p=0.854) e PDZ x Luz (p=0.632). Entdo, a interagdo dos fatores
de tratamento foi analisada de forma individual, onde mais uma vez nio foi encontrada
interacao entre os componentes [Luz (p=1.00), PDZ (p=0.339) ou DNase (p=0.303)] e a
variavel dependente (Peso total). Desta forma, assim como na cepa padrao e no isolado
R14, ndo houve interacao entre os fatores de tratamento e o peso seco total dos biofilmes
provenientes do isolado clinico R70, sendo possivel concluir que, independente do

tratamento, os valores de biomassa total nao apresentaram diferenca.
5.3.2.2 Peso seco Insoluvel

Foi observada a interagdo estatisticamente significante entre os trés fatores de
tratamento (p=0.002). A aplicacdo dos trés fatores de tratamento (P+L+DNase) resultou
em uma maior reducdo, em mg, da biomassa insoluvel do biofilme em comparacao ao

grupo (P-L-). Os demais grupos se comportaram de forma estatisticamente semelhante.
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5.3.3 Analise de proteinas
5.3.3.1 Proteinas totais

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p=0.014). Para o isolado clinico R70 também foi observado que, apesar da interagao

entre os fatores, nao houve reducao dos niveis de proteinas totais.
5.3.3.2 Proteinas insoltiveis

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p=0.004). Para as proteinas insoluveis do isolado clinico R70, assim como nas proteinas
da matriz, o teste detectou que, apesar da interacao entre os fatores, ndo houve redugao

significativa dos niveis de proteinas.
5.3.4 Analise de polissacarideos soliveis em agua (WSP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). O tratamento da cepa R70 com os trés componentes (P+L+DNase) apresentou
resultados estatisticamente diferentes do grupo controle (P-L-) com os menores valores
de polissacarideos soltveis em agua. O grupo de tratamento TFD convencional (P+L+)

também apresentou redugao significativa na quantidade de WSP, porém em menor escala.
5.3.5 Analise de polissacarideos soliveis em alcali (ASP)

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Foi observado que, assim como na cepa padrao (ATCC) e no isolado R14, que

os tratamentos apresentaram niveis de ASP estatisticamente semelhantes.
5.3.6 Analise de eDNA

Houve interacdo estatisticamente significante entre os trés fatores de tratamento
(p<0.001). Foi observado que a quantidade de eDNA foi significativamente menor no
grupo de tratamento P+L+DNase. O grupo tratado exclusivamente com DNase também

apresentou reducao significativa nos valores de eDNA.
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Tabela 4 - Resumo dos resultados das interagdes dos trés fatores de tratamento (Luz, PDZ e DNase) para cada componente da matriz extracelular
e cepa avaliada (ATCC 96901, R14 e R70). Os valores estatisticamente significativos estdo em negrito (o = 0.05).

Fator Interacao
Componente Luz PDZ DNase Luzx PDZ LuzxDNase PDZxDNase LuzxPDZ x DNase
UFC/mL ATCC 96901 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.008 0.519
R14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001
R70 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.051
Peso seco total (mg)  ATCC 96901 0.337 0.117 0.699 0.521 0.936 0.669 0.418
R14 0.471 0.296 0.859 0.634 0.881 0.634 0.558
R70 0.339 0.303 1.000 0.632 0.971 0.854 0.712
Peso seco insoluvel ATCC 96901 <0.001 <0.001 <0.001 0.418 <0.001 0.666 0.826
(mg) R14 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.005 0.035 0.921
R70 <0.001 0.785 <0.001 0.155 0.002 0.313 0.002
Proteinas totais (ug) ATCC 96901 0.205 0.207 <0.001 0.600 0.150 0.278 0.325
R14 0.463 0.188 0.464 0.377 0.012 0.012 0.808
R70 0.390 0.017 <0.001 0.004 0.015 <0.001 0.014
Proteinas insoluveis (ug) ATCC 96901 0.278 0.344 0.143 0.070 0.076 0.381 0.013
R14 0.856 0.397 0.413 0.146 0.878 0.749 0.001
R70 0.072 <0.001 <0.001 0.009 0.207 0.490 0.004
WSP (ug) ATCC 96901 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0,001
R14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.001 <0.001 0.001
R70 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
ASP (ug) ATCC 96901 <0.001 0.704 <0.001 0.318 <0.001 <0.001 <0.001
R14 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.008 <0.001 <0.001
R70 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
eDNA (ug) ATCC 96901 <0.001 0.004 <0.001 <0.001 0.019 0.202 <0.001
R14 <0.001 0.134 <0.001 0.102 0.114 0.311 0.014
R70 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.362 0.195 <0.001

FONTE: Elaboragao propria.
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6 DISCUSSAO

Diante da baixa susceptibilidade de biofilmes de C. albicans resistentes a
antifingicos de classe azdlica®**® e a TFD convencional (fotossensibilizante ¢ luz na
presenca de oxigénio)?>*4, a associacdo com enzimas tem sido sugerida como uma

alternativa promissora, podendo potencializar o efeito antimicrobiano da TFD3!,

Neste estudo, a utilizacdo de DNase a 20 mg/mL combinada TFD reduziu a
viabilidade celular, o peso insoluvel e as concentragdes de WSP e eDNA de biofilmes de
C. albicans resistentes ao fluconazol (ATCC 96901 e isolados clinicos R14 ¢ R70), onde
foi avaliada a interacao entre os fatores de tratamento (Luz, PDZ e DNase), demonstrando
que, quando ocorreu a reducao dos componentes da MEC avaliados, houve interagao de

forma conjunta ou isolada desses fatores (Tabela 4).

O grupo tratado com os trés componentes avaliados (Luz, PDZ e DNase;
P+L+DNase) apresentou maior redugdo na viabilidade correspondendo a 1.92; 1.65 e
1.29 logio, para a cepa ATCC 96901, R14 e R70, respectivamente, quando comparados
aos seus grupos controle (P-L-). Esses resultados demonstram que a DNase potencializa
a acdo da TFD independentemente da caracteristica de resisténcia da cepa avaliada, uma
vez que a enzima atua na hidrolise do eDNA da matriz do biofilme de C. albicans®’®.
Dessa forma, podemos sugerir que DNase facilita a penetracdo de PDZ na MEC dos

biofilmes, potencializando o efeito da TFD e promovendo a inativacao das células-alvo.

O grupo tratado exclusivamente com a TFD (P+L+) também foi estatisticamente
diferente do grupo P-L-, entretanto apresentou menor reducdo na viabilidade celular
quando comparado com o grupo P+L+DNase, correspondendo a 0.89; 1.00 e 0.68 logio
para a cepa ATCC 96901, R14 e R70 em relagdo ao grupo controle (P-L-),
respectivamente. Esses resultados podem ser justificados pelo fato do oxigénio singleto
e dos radicais hidroxila possuirem meia-vida bastante curta, onde apenas as moléculas e
estruturas mais proximas a area de aplicagdo do FS ou de exposi¢do a luz sao efetivamente
alcancadas quando nao hé a presenga da enzima DNase para facilitar a penetracao de PDZ
no biofilme?®. Foi relatado que a TFD mediada por PDZ promove reduc¢io na viabilidade
de cepas de C. albicans susceptiveis ao fluconazol?3%%4, Biofilmes de isolados clinicos
de C. albicans, quando tratados com 125mg/L de PDZ e irradiados com Luz LED (37.5
J/ ¢cm?), apresentaram uma reducdo de 0.9 logi0?°. Quando aplicado o PDZ a 150 mg/L
associado a uma dose de luz de 37.5 J/cm? a redugdo na viabilidade celular de C. albicans

susceptivel a fluconazol foi de 1.2 log10>°. Em outro estudo, foi relatado que o PDZ a 200
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mg/L associado a uma dose de luz de 50 J/cm? proporcionou reducdo de 1.32 logio na
viabilidade celular de C. albicans ATCC 9002828, Utilizando a concentra¢io de PDZ a
100 mg/L associado a Luz LED (37,5 J/cm?), Alves et al®*., observaram a reducdo de 1.01
logio em C. albicans susceptivel a fluconazol (ATCC 90028) e de 0.81 logio para cepas
resistentes ao fluconazol (ATCC 96901). De maneira geral, nos estudos citados acima, a
reduc¢do na viabilidade foi maior para as cepas susceptiveis do que para as resistentes. Os
resultados encontrados neste estudo corroboram com os relatados na literatura, onde pode
ser observado que cepas resistentes ao fluconazol apresentam menor susceptibilidade a

aplicacdo isolada da TFD.

O grupo que recebeu tratamento apenas com Luz LED a 37.5 J/em? (P-L+)
apresentou reducdo estatisticamente significante na contagem de UFC/mL quando
comparado ao grupo P-L- para os biofilmes formados a partir da cepa ATCC 96901 e do
isolado R14. O isolado R70 apresentou comportamento estatisticamente semelhante ao
grupo controle (P-L-). Entretanto, a aplicacdo isolada da luz apresentou valores de UFC/
mL mais elevados para todas as cepas avaliadas quando comparados com o grupo
P+L+DNase. Foi relatado reducdao na contagem de colonias viaveis ao aplicar a luz
vermelha sob culturas planctonicas®. Além disso, foi relatado que o tratamento com luz
vermelha e azul, sem a presenca de um fotossensibilizador, preveniu o desenvolvimento
de biofilmes de C. albicans, reduzindo significativamente os valores de UFC/ mL ¢ a
biomassa, proporcionando a reduc¢do de componentes da MEC?’. Entretanto, em modelo
de biofilme maduro, esse método possui limitagdes na sua efetividade devido a
caracteristicas antimicrobianas nao seletivas e a dificuldade encontrada pela luz em

penetrar camadas mais profundas do biofilme, reduzindo a sua eficacia®”-°,

A aplicagdo isolada da DNase ou a associagdo da enzima com a luz (P-L+DNase)
reduziu a viabilidade celular para as cepas ATCC e R70 em comparagao ao controle (P-
L-). Foram observadas pequenas variacdes entre os grupos controle na presenca de
DNase, entretanto, a reducdo da viabilidade celular observada nesses grupos, foi em
menor escala quando comparada ao grupo que utilizou a DNase combinada a TFD
(P+L+DNase) ou a aplicacao isolada da TFD (P+L+). Esses resultados corroboram com
o estudo de Panariello que observou redugao na viabilidade celular de biofilmes de C.
albicans susceptiveis a fluconazol (ATCC 90028) tratados com DNase isoladamente (P-

L-DNase) ou em associagdo com a luz (P-L+ DNase)?®. Os resultados obtidos neste
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estudo sugerem que a DNase atua nos componentes da MEC do biofilme,
independentemente da sua caracteristica, interferindo na sua estrutura e adesio®®.

Em relagdo as biomassas, o peso seco total, que ¢ constituido por células e
componentes da MEC, foi estatisticamente semelhante para todos os grupos das trés cepas
avaliadas (ATCC 96901, R14 e R70). Os dados obtidos demonstraram que as trés cepas
avaliadas apresentaram redugdo significativa do peso seco insolivel no grupo
P+L+DNase, os demais grupos apresentaram comportamento semelhante. Em estudo
anterior, ndo foi observada diferenca significante no peso seco total de biofilmes de C.
albicans ATCC 96901 ap6s serem submetidos ao tratamento com DNase?®. Em outro
estudo, foi observada reducao nos valores do peso seco total do biofilme quando a cepa
ATCC 96901 foi tratada com o antifungico fluconazol®>. Esses diferentes resultados
observados podem ser justificados devido ao fato de existir diferentes caracteristicas entre

as cepas de isolados da mesma espécie’’.

A quantidade das proteinas da MEC permaneceu semelhante entre os grupos de
tratamento, principalmente as soluveis. Foi observado que as proteinas ndo sao
abundantes na MEC de biofilmes de C. albicans resistente ao fluconazol, corroborando
com um estudo anterior que também observou que as proteinas ndo possuem niveis
predominantes na MEC de biofilmes de C. albicans susceptiveis e resistentes ao
fluconazol?®®. Esses resultados sdo opostos ao de um estudo anterior que utilizou isolados
clinicos provenientes de uma infecgdo sistémica por Candida (K1)3!, e foi demonstrado
que as proteinas estdo presentes em grande quantidade nos biofilmes, representando mais
da metade da composi¢ao da MEC em biofilmes de C. albicans. As proteinas aderem aos
polissacarideos da MEC>?, podendo operar como uma estrutura digestiva externa que
interrompe os biopolimeros extracelulares como fonte de energia'®. Diante disso, nota-se
a existéncia de uma inter-relagdo entre as proteinas e outros componentes da MEC, como
os polissacarideos soliiveis em alcali, uma vez que em todas as cepas avaliadas e para
todos os tratamentos, os niveis de proteinas ¢ ASP se comportaram de maneira

semelhante.

Em relagdo aos polissacarideos soluveis em agua (WSP), foi observada a interagao
entres os trés fatores de tratamento, onde houve significativa redugao de seus niveis no
grupo P+L+DNase para todas as cepas avaliadas em comparagao ao grupo controle (P-
L-). Esses resultados corroboram com os observados em outros estudos onde a enzima

DNase também reduziu os niveis de WSP>%28, O complexo manana-glucano (MGCx)
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presente na matriz do biofilme de Candida ¢ formado por WSPs (a-mannanas) associados

33
a ASPs (B-glucanos) , de forma que as o-mannanas sdo os polissacarideos mais
abundantes na matriz do biofilme fungico, totalizando aproximadamente 87% da
quantidade total de polissacarideos, seguido pelo 1,6-fB-glucano (12%) e uma pequena

porcentagem de 1,3-B-glucano (1%)°2. As interagdes nesse complexo sdo responsaveis

pela resisténcia antifungica do bioﬁlmeM. A estabilidade desses polissacarideos da matriz
¢ responsavel por manter a integridade do complexo MGCx, de modo que uma redugao
em qualquer polissacarideo da matriz pode aumentar a susceptibilidade do biofilme aos
agentes antifungicos’2. Estudos que avaliaram os componentes da MEC do biofilme apos
a realizagdo de terapias antifingicas apontaram que, em cepas susceptiveis de Candida,
os niveis de WSP nao foram reduzidos apos a realizacdo de tratamento antifiingico, por
outro lado, foi observada redugdo nos niveis de WSP em biofilmes resistentes apos o
tratamento 2%°2. Dessa forma, uma vez que ocorre a redu¢do na quantidade de WSP na
MEC de biofilmes, diminui a sua contribuicdo nas interagdes do complexo MGCXx,
favorecendo a ac¢do antimicrobiana’>*®. No presente estudo a redugdo de WSP foi
acentuada quando o biofilme foi tratado com DNase, o que potencializou o efeito
antimicrobiano da TFD, e ocasionou uma maior susceptibilidade dos biofilmes a terapia
antifingica’®*’. Assim, podemos sugerir que a DNase hidrolisa as cadeias de eDNA e
interfere na organizacao dos complexos de exopolissacarideos soluveis e eDNA, o que,
consequentemente, reduz a quantidade de polissacarideos aos quais as moléculas de
eDNA estdo ligadas®®. Portanto, ressalta-se que a TFD se mostrou eficaz na redugédo da
quantidade de WSP presentes na MEC, onde sua associagdo com a enzima DNase

potencializou esse efeito redutor sobre a-mannanas.

Os niveis de eDNA presentes na MEC foram significativamente reduzidos quando
a enzima foi associada com a aPDT (P+L+DNase) quando comparado ao grupo controle
(P-L-). Esses resultados corroboram com os obtidos por Panariello et al.?® e reforcam a
possibilidade do eDNA estar ligado ou circundado por componentes do complexo MGCx
na matriz extracelular do biofilme, uma vez que a enzima DNase em associacdo a aPDT
reduziu as concentragcdes de WSP e eDNA da MEC. O eDNA e os polissacarideos
soliiveis em agua estao relacionados estruturalmente, podendo apresentar ligacoes fortes
ou fracas, o que interfere no processo de hidrdlise dos polissacarideos pelas enzimas®'-93,
Assim, a enzima DNase, ao desorganizar essa relagao, ajuda na reducao de WSP em que

as moléculas de eDNA estavam ligadas®®. Desta maneira, os resultados encontrados neste
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estudo corroboram com estudo anterior em que também foi realizado o pré-tratamento
com DNase por 5 min seguido de TFD e foi observada uma reducao significativa do
conteudo de eDNA em biofilmes de C. albicans susceptivel ao fluconazol?®. Essa reducéo
no contetido de eDNA pode ser considerada como um fator importante para a inativagao
de biofilmes resistentes, uma vez que o eDNA esté relacionado a integridade da MEC do

biofilme ¢ a sua resisténcia aos antifiingicos convencionais®'.

Ao analisar a quantidade de polissacarideos soluveis em alcali (ASP), ndo foi
verificada diferenga significativa entre os grupos nas trés cepas avaliadas. Esses
resultados corroboram com estudo anterior, que também utilizou DNase por 5 minutos
previamente ao tratamento com TFD em biofilme de cepa susceptivel ao fluconazol onde
ndo foi observado efeito do tratamento sobre o ASP?. Foi relatado que o conteudo de
ASP teve reducao quando biofilmes de C. albicans susceptiveis foram expostos a 80
ug/mL de fluconazol*® ou a TFD?. Porém, em biofilmes resistentes a fluconazol, os
valores de ASP ndo foram alterados quando expostos ao antifiingico, corroborando com
os resultados encontrados neste estudo. Dessa forma, as quantidades de polissacarideos
(ASP e WSP) presentes na MEC dependem de suas interagdes fisicas isoladas e conjuntas
ao complexo MCGx*°, podendo apresentar concentra¢des diferentes para cada tipo de
cepa?®3®, Todos esses achados demonstram que os componentes insoluveis da matriz do

biofilme podem ser menos susceptiveis as abordagens antibiofilme??.

Ao compararmos cepas avaliadas, foi observado um comportamento semelhante
para todas as trés cepas avaliadas, com redu¢do da viabilidade celular, do peso seco
insoluvel e do contetido soluvel da matriz (WSP e eDNA) para o grupo P+L+DNase. O
isolado clinico R14, por sua vez, apresentou um resultado de peso seco total diferente das
outras duas cepas, apresentando reducdo de biomassa no grupo P+L+DNase. Foi
realizado o teste de CIM para verificar a susceptibilidade das trés cepas de C. albicans ao
fluconazol, e observou-se que as trés cepas avaliadas sao resistentes ao fluconazol. Esses
resultados estao de acordo com os de estudos anteriores, em que nao foram encontradas
diferencas nos valores de MIC entre os isolados de C. albicans de diferentes fontes
clinicas®*. Em um estudo in vitro onde isolados clinicos (R10 e R15) de C. albicans foram
avaliados, verificou-se que o isolado clinico R10 foi mais suscetivel ao TFD mediado por
Photogem® do que o isolado R15°. Em um estudo in vivo em modelo murino de
candidose, camundongos foram inoculados com os mesmos isolados clinicos (R10, R15)

e uma cepa de referéncia (ATCC 96901) de C. albicans resistente para induzir candidose
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e foi observado um comportamento semelhante entre a cepa padrao e o isolado R15, por
outro lado, o isolado R10 ndo apresentou redugdo significativa na viabilidade celular?
ap6s a TFD mediado por Photogem®. A diferenga na susceptibilidade ao fluconazol em
1solados clinicos de Candida varia de 70% a 100%, e isso ocorre devido a diversos
fatores®®*, Dessa forma, podemos sugerir que a susceptibilidade a TFD depende do tipo
de cepa bem como também depende do tipo de FS escolhido para a realizacdo do
tratamento’%>*. Diante dessa variacdo de comportamento entre cepas da mesma espécie,
¢ preciso destacar que, no presente estudo, o grupo P+L+DNase apresentou reducdo na
viabilidade celular ¢ em importantes componentes da MEC do biofilme (Peso seco
insoluvel, WSP e eDNA) para todas as cepas avaliadas, o que pode ser considerado um
resultado bastante promissor, uma vez que os isolados clinicos avaliados também eram

resistentes ao fluconazol.

Os estudos mostram a importancia da MEC na formacdo e na manutengdo da
integridade dos biofilmes. Uma unica aplicacdo de DNase previamente a TFD
proporcionou a reducao de componentes importantes da MEC do biofilme, o que pode
ser considerado muito relevante, uma vez que abre precedentes para alternativas que
possam facilitar a difusdo de antifungicos no biofilme, afetando a resisténcia fingica
derivada da MEC do biofilme. Portanto, a exposicao de biofilmes maduros a DNase por
5 min seguido de TFD diminui a viabilidade celular e reduziu a quantidade de eDNA,
WSP e o peso seco insoltvel de biofilmes de isolados clinicos de C. albicans resistentes

a fluconazol, sendo uma alternativa promissora para terapias antibiofilme.

Diante dos resultados observados e de sua concordincia com estudos anteriores
que também avaliaram a inclusdo da DNase na terapia fotodinamica, sugere-se que novos
estudos sejam desenvolvidos para que essa alternativa de tratamento seja validada a partir

de modelos in vivo e em estudos clinicos randomizados.
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7 CONCLUSAO

1. A enzima DNase interferiu nos componentes da matriz extracelular dos biofilmes de
C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901 e dos isolados clinicos R14 ¢

R70), potencializando o efeito antimicrobiano da TFD;

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

DNase foi combinada com TFD;

3. A exposicao dos biofilmes a enzima DNase seguida de TFD reduziu o eDNA, o WSP

e 0 peso seco insoluvel dos biofilmes das trés cepas avaliadas;

4. O peso seco total, as proteinas soluveis e insoltveis e a quantidade de polissacarideos
soltveis em alcali (ASP) apresentaram valores semelhantes independente do tipo de

tratamento realizado.
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APENDICE A — TESTES ESTATISTICOS ANOVA THREE WAY

e Cepa ATCC 96901

Testes de efeitos entre sujeitos

Variavel
dependente: UFC

94

Tipo lll Soma dos Quadrado Eta parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 1120407199999999,900° 711,60058E+14| 128,408 0 0,911
Intercepto 2,80022E+15 112,80022E+15|2246,504 0 0,962
Luz 3,44132E+14 113,44132E+14| 276,083 0 0,758
Photossensibilizante 1,4751E+14 1] 1,4751E+14| 118,341 0 0,574
DNase 3,29745E+14 1]3,29745E+14 | 264,541 0 0,75
Luz*
Photossensibilizante 2,2022E+14 1| 2,2022E+14| 176,674 0 0,668
Luz * DNase 6,92241E+13 1]16,92241E+13| 55,536 0 0,387
Photossensibilizante
* DNase 9,05282E+12 1]19,05282E+12 7,263 |0,008 0,076
Luz*
Photossensibilizante
* DNase 5,2215E+11 1| 5,2215E+11 0,419]0,519 0,005
Erro 1,0969E+14 88 |1,24648E+12
Total 4,03032E+15 96
Total corrigido 1,2301E+15 95
a. R Quadrado =,911 (R Quadrado Ajustado =
,904)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: Peso Total

Tipo lll Soma
dos Quadrado Eta parcial

Origem Quadrados gl Médio F Sig. [quadrado
Modelo corrigido 11,3922 7 1,627 0,703| 0,669 0,053
Intercepto 1954,815 1 1954,815| 844,772 0 0,906
Luz 2,16 1 2,16 0,933| 0,337 0,01
Photossensibilizante 5,802 1 5,802 2,507| 0,117 0,028
DNase 0,427 1 0,427 0,184 | 0,669 0,002
Luz * Photossensibilizante 0,96 1 0,96 0,415| 0,521 0,005
Luz * DNase 0,015 1 0,015 0,006 | 0,936 0
Photossensibilizante *
DNase 0,427 1 0,427 0,184 | 0,669 0,002
Luz * Photossensibilizante *
DNase 1.602 1 1,602 0,692 | 0,408 0,008
Erro 203,633 88 2,314
Total 2169,84 96
Total corrigido 215,025 95




Testes de efeitos entre sujeitos

Variavel
dependente: Ptn Total
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Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados | gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 5,784E-52 7 8,26E-06 3,757| 0,001 0,23
Intercepto 0,047 1 0,047| 21201,43 0 0,996
Luz 3,01E-06 1 3,01E-06 1,367 | 0,245 0,015
Photossensibilizante 3,56E-06 1 3,56E-06 1,618 | 0,207 0,018
DNase 4,12E-05 1 4,12E-05 18,753 0 0,176
Luz * Photossensibilizante 6,11E-07 1 6,11E-07 0,278 0,6 0,003
Luz * DNase 4,64E-06 1 4,64E-06 2,108, 0,15 0,023
Photossensibilizante *
DNase 2,62E-06 1 2,62E-06 1,193| 0,278 0,013
Luz * Photossensibilizante
* DNase 2,15E-06 1 2,15E-06 0,979| 0,325 0,011
Erro 0 88 2,20E-06
Total 0,047 96
Total corrigido 0 95
a. R Quadrado =,230 (R Quadrado Ajustado = ,169)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: Peso Ins

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial

Origem dos Quadrados |[gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 3,8672 7 0,552 47,077 0 0,789
Intercepto 54,867 1 54,867 | 4676,032 0 0,982
Luz 2,104 1 2,104| 179,284 0 0,671
Photossensibilizante 0,451 1 0,451 38,425 0 0,304
DNase 0,705 1 0,705 60,072 0 0,406
Luz*
Photossensibilizante 0,008 1 0,008 0,663| 0,418 0,007
Luz * DNase 0,597 1 0,597 50,859 0 0,366
Photossensibilizante *
DNase 0,002 1 0,002 0,187 | 0,666 0,002
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0,001 1 0,001 0,049| 0,826 0,001
Erro 1,033 88 0,012
Total 59,767 96
Total corrigido 4,899 95

a. R Quadrado =,789 (R Quadrado Ajustado = ,772)




Testes de efeitos entre sujeitos
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Variavel
dependente: Ptn Ins

Tipo lll Soma dos Quadrado Eta parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 1,651E-5° 7 2,36E-06| 2,583| 0,018 0,17
Intercepto 0,009 1 0,009| 10035 0 0,991
Luz 1,09E-06 1 1,09E-06| 1,193| 0,278 0,013
Photossensibilizante 8,26E-07 1 8,26E-07| 0,905| 0,344 0,01
DNase 2,00E-06 1 2,00E-06| 2,189| 0,143 0,024
Luz*
Photossensibilizante 3,06E-06 1 3,06E-06| 3,355| 0,07 0,037
Luz * DNase 2,95E-06 1 2,95E-06| 3,228| 0,076 0,035
Photossensibilizante *
DNase 7,08E-07 1 7,08E-07| 0,776| 0,381 0,009
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 5,87E-06 1 587E-06| 6,433| 0,013 0,068
Erro 8,04E-05 88 9,13E-07
Total 0,009 96
Total corrigido 9,69E-05 95
a. R Quadrado =,170 (R Quadrado Ajustado = ,104)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: WSP

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados | gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido ,0032 7 0| 235,456 0 0,949
Intercepto 0,269 1 0,269| 131820 0 0,999
Luz 0,001 1 0,001 539,36 0 0,86
Photossensibilizante 0,001 1 0,001| 378,362 0 0,811
DNase 0,001 1 0,001| 284,508 0 0,764
Luz*
Photossensibilizante 0,001 1 0,001| 260,095 0 0,747
Luz * DNase 3,62E-05 1 3,62E-05 17,75 0 0,168
Photossensibilizante *
DNase 0 1 0 76,808 0 0,466
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0 1 0 91,307 0 0,509
Erro 0 88 2,04E-06
Total 0,272 96
Total corrigido 0,004 95

a. R Quadrado =,949 (R Quadrado Ajustado = ,945)




Testes de efeitos entre sujeitos

Variavel
dependente: ASP
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Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados |gl Médio Sig. quadrado
Modelo corrigido ,0432 7 0,006 46,087 0 0,786
Intercepto 1,453 1 1,453| 11023,29 0 0,992
Luz 0,017 1 0,017 128,628 0 0,594
Photossensibilizante 1,92E-05 1 1,92E-05 0,145| 0,704 0,002
DNase 0,006 1 0,006 47,981 0 0,353
Luz*
Photossensibilizante 0 1 0 1,009| 0,318 0,011
Luz * DNase 0,005 1 0,005 40,425 0 0,315
Photossensibilizante *
DNase 0,007 1 0,007 50,516 0 0,365
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0,007 1 0,007 53,907 0 0,38
Erro 0,012 88 0
Total 1,507 96
Total corrigido 0,054 95
a. R Quadrado =,786 (R Quadrado Ajustado = ,769)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: eDNA

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados gl Médio Sig. |quadrado
Modelo corrigido 18537,0522 7 2648,15 40,723 0 0,764
Intercepto 167147,9 1 167147,9| 2570,402 0 0,967
Luz 12956,71 1 12956,71 199,248 0 0,694
Photossensibilizante 571,189 1 571,189 8,784| 0,004 0,091
DNase 1520,192 1 1520,192 23,378 0 0,21
Luz*
Photossensibilizante 1281,019 1 1281,019 19,7 0 0,183
Luz * DNase 372,846 1 372,846 5,734 0,019 0,061
Photossensibilizante *
DNase 107,621 1 107,621 1,655| 0,202 0,018
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 1727,478 1 1727,478 26,565 0 0,232
Erro 5722,456 88 65,028
Total 191407 .4 96
Total corrigido 24259,51 95

a. R Quadrado =,764 (R Quadrado Ajustado = ,745)
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Testes de efeitos entre sujeitos
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Variavel
dependente: UFC

Tipo lll Soma dos Quadrado Eta parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 432860395833333,200° 7| 6.1837E+13| 1821.603 0 0.993
Intercepto 1.5237E+15 1] 1.5237E+15| 44885.35 0 0.998
Luz 1.81445E+14 1] 1.8145E+14 | 5345.014 0 0.984
Photossensibilizante 1.22447E+14 1] 1.2245E+14 | 3607.044 0 0.976
DNase 2.413E+12 1| 2.413E+12 71.082 0 0.447
Luz *
Photossensibilizante 1.2002E+14 1] 1.2002E+14| 3535.54 0 0.976
Luz * DNase 1.0127E+12 1] 1.0127E+12 29.832 0 0.253
Photossensibilizante
* DNase 3.43204E+11 1] 3.432E+11 10.11] 0.002 0.103
Luz *
Photossensibilizante
* DNase 5.1801E+12 1] 5.1801E+12| 152.596 0 0.634
Erro 2.9873E+12| 88| 3.3947E+10
Total 1.95955E+15| 96
Total corrigido 4.35848E+14| 95
a. R Quadrado =,993 (R Quadrado Ajustado =
,993)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: Peso Total

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial

Origem dos Quadrados |gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 5,553 7 0.793| 0.355| 0.925 0.027
Intercepto 2022.17 1 2022.17| 906.08 0 0.911
Luz 1.17 1 1.17| 0.524| 0.471 0.006
Photossensibilizante 2.47 1 247 1.107| 0.296 0.012
DNase 0.07 1 0.07| 0.032| 0.859 0
Luz * Photossensibilizante 0.51 1 0.51 0.229| 0.634 0.003
Luz * DNase 0.05 1 0.05| 0.023| 0.881 0
Photossensibilizante *
DNase 0.51 1 0.51] 0.229| 0.634 0.003
Luz * Photossensibilizante *
DNase 0.77 1 0.77] 0.345| 0.558 0.004
Erro 196.397 88 2.232
Total 2224.12 96
Total corrigido 201.95 95

a. R Quadrado =,027 (R Quadrado Ajustado = -,050)
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Variavel
dependente: Peso Ins

Tipo lll Soma

dos Quadrado Eta parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 3,742° 7 0.535 18.954 0 0.601
Intercepto 188.184 1 188.184| 6672.987 0 0.987
Luz 0.35 1 0.35 12.398| 0.001 0.123
Photossensibilizante 0.741 1 0.741 26.281 0 0.23
DNase 1.357 1 1.357 48.126 0 0.354
Luz * Photossensibilizante 0.934 1 0.934 33.126 0 0.273
Luz * DNase 0.23 1 0.23 8.161| 0.005 0.085
Photossensibilizante *
DNase 0.129 1 0.129 4.579| 0.035 0.049
Luz * Photossensibilizante
* DNase 0 1 0 0.01| 0.921 0
Erro 2.482 88 0.028
Total 194.407 96
Total corrigido 6.223 95
a. R Quadrado =,601 (R Quadrado Ajustado = ,570)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: Ptn Total

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial

Origem dos Quadrados |gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 5,363E-52 7| 7.66E-06 2.398| 0.027 0.16
Intercepto 0.06 1 0.06| 18922.82 0 0.995
Luz 1.74E-06 1 1.74E-06 0.544| 0.463 0.006
Photossensibilizante 5.64E-06 1 5.64E-06 1.764| 0.188 0.02
DNase 1.73E-06 1 1.73E-06 0.542| 0.464 0.006
Luz*
Photossensibilizante 2.52E-06 2.52E-06 0.787| 0.377 0.009
Luz * DNase 2.09E-05 2.09E-05 6.543| 0.012 0.069
Photossensibilizante *
DNase 2.09E-05 1 2.09E-05 6.543| 0.012 0.069
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 1.90E-07 1 1.90E-07 0.06| 0.808 0.001
Erro 0 88| 3.20E-06
Total 0.061 96
Total corrigido 0 95

a. R Quadrado =,160 (R Quadrado Ajustado = ,093)
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Tipo lll Soma Eta
dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 8,110E-6° 7| 1.16E-06 2.338] 0.031 0.157
Intercepto 0.005 1 0.005| 10653.3 0 0.992
Luz 1.63E-08 1| 1.63E-08 0.033| 0.856 0
Photossensibilizante 3.59E-07 1| 3.59E-07 0.724 | 0.397 0.008
DNase 3.36E-07 1| 3.36E-07 0.678|0.413 0.008
Luz * Photossensibilizante 1.06E-06 1| 1.06E-06 2.14710.146 0.024
Luz * DNase 1.17E-08 11 1.17E-08 0.024|0.878 0
Photossensibilizante * DNase 5.10E-08 1| 5.10E-08 0.103| 0.749 0.001
Luz * Photossensibilizante *
DNase 6.27E-06 1| 6.27E-06 12.66| 0.001 0.126
Erro 4.36E-05| 88| 4.96E-07
Total 0.005| 96
Total corrigido 5.17E-05| 95
a. R Quadrado =,157 (R Quadrado Ajustado =,090)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: WSP
Tipo lll Soma Eta
dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido ,0042 7 0.001| 262.276 0 0.954
Intercepto 0.223 1 0.223| 99681.52 0 0.999
Luz 0.002 1 0.002| 902.507 0 0.911
Photossensibilizante 0 1 0| 146.713 0 0.625
DNase 0 1 0| 118.419 0 0.574
Luz * Photossensibilizante 0.001 1 0.001| 460.839 0 0.84
Luz * DNase 1.65E-05 1] 1.65E-05 7.377| 0.008 0.077
Photossensibilizante *
DNase 3.17E-05 1] 3.17E-05 14.2 0 0.139
Luz * Photossensibilizante *
DNase 0 1 0| 185.874 0 0.679
Erro 0 88| 2.23E-06
Total 0.227 96
Total corrigido 0.004 95

a. R Quadrado =,954 (R Quadrado Ajustado = ,951)
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Tipo lll Soma Eta

dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |[quadrado
Modelo corrigido ,0032 7 0 19.588 0 0.609
Intercepto 1.49 1 1.49| 62717.57 0 0.999
Luz 0.001 1 0.001 21.301 0 0.195
Photossensibilizante 0 1 0 20.207 0 0.187
DNase 0.001 1 0.001 21.597 0 0.197
Luz * Photossensibilizante 0.001 1 0.001 22.958 0 0.207
Luz * DNase 0 1 0 11.172|0.001 0.113
Photossensibilizante *
DNase 0.001 1 0.001 28.814 0 0.247
Luz * Photossensibilizante
* DNase 0 1 0 11.065 | 0.001 0.112
Erro 0.002 88| 2.38E-05
Total 1.496 96
Total corrigido 0.005 95
a. R Quadrado =,609 (R Quadrado Ajustado = ,578)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: eDNA

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial

Origem dos Quadrados |gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 11695,090°2 7| 1670.727 14.06 0 0.528
Intercepto 202750.7 1] 202750.71706.216 0 0.951
Luz 4735.464 1| 4735.464| 39.851 0 0.312
Photossensibilizante 271.595 1 271.595 2.286| 0.134 0.025
DNase 5192.217 1| 5192.217| 43.694 0 0.332
Luz * Photossensibilizante 324.07 1 324.07 2.727| 0.102 0.03
Luz * DNase 302.033 1 302.033 2.542| 0.114 0.028
Photossensibilizante *
DNase 123.152 1 123.152 1.036( 0.311 0.012
Luz * Photossensibilizante *
DNase 746.559 1 746.559 6.283| 0.014 0.067
Erro 10457 .1 88| 118.831
Total 224902.9 96
Total corrigido 22152.19 95

a. R Quadrado =,528 (R Quadrado Ajustado = ,490)




Isolado Clinico R70

102

Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: UFC
Eta
Tipo lll Soma dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 440246662500000,0002 7| 6.29E+13| 82.909 0 0.868
Intercepto 1.31E+15 1] 1.31E+15|1731.929 0 0.952
Luz 1.64E+14 1| 1.64E+14| 215.592 0 0.71
Photossensibilizante 2.1E+13 11 21E+13| 27.684 0 0.239
DNase 2.87E+13 1| 2.87E+13| 37.791 0 0.3
Luz * Photossensibilizante 1.51E+14 1] 1.51E+14| 199.258 0 0.694
Luz * DNase 1.94E+13 1] 1.94E+13| 25.556 0 0.225
Photossensibilizante *
DNase 5.4E+13 1| 5.4E+13| 71.147 0 0.447
Luz * Photossensibilizante
* DNase 2.53E+12 1| 2.53E+12 3.333/0.071 0.036
Erro 6.68E+13| 88| 7.59E+11
Total 1.82E+15| 96
Total corrigido 5.07E+14| 95
a. R Quadrado =,868 (R Quadrado Ajustado = ,858)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Peso Total
Tipo lll Soma Eta
dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 2,925 7 0.418 0.343[0.932 0.027
Intercepto 1969.282 1| 1969.282|1616.072 0 0.948
Luz 1.127 1 1.127 0.925(0.339 0.01
Photossensibilizante 1.307 1 1.307 1.072|0.303 0.012
DNase 0 1 0 0 1 0
Luz * Photossensibilizante 0.282 1 0.282 0.231[0.632 0.003
Luz * DNase 0.002 1 0.002 0.001[0.971 0
Photossensibilizante * DNase 0.042 1 0.042 0.034 0.854 0
Luz * Photossensibilizante *
DNase 0.167 1 0.167 0.137(0.712 0.002
Erro 107.233| 88 1.219
Total 2079.44| 96
Total corrigido 110.158| 95

a. R Quadrado =,027 (R Quadrado Ajustado = -,051)
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Variavel
dependente: Peso Ins

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados |gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 2,578 7 0.368 15.207 0 0.547
Intercepto 119.856 1 119.856| 4948.484 0 0.983
Luz 0.696 1 0.696 28.719 0 0.246
Photossensibilizante 0.002 1 0.002 0.075] 0.785 0.001
DNase 1.312 1 1.312 54.173 0 0.381
Luz*
Photossensibilizante 0.05 1 0.05 2.057| 0.155 0.023
Luz * DNase 0.24 1 0.24 9.916| 0.002 0.101
Photossensibilizante *
DNase 0.025 1 0.025 1.031| 0.313 0.012
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0.254 1 0.254 10.482| 0.002 0.106
Erro 2.131 88 0.024
Total 124.566 96
Total corrigido 4.71 95
a. R Quadrado =,547 (R Quadrado Ajustado = ,511)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: Ptn Total

Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial
Origem dos Quadrados |gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 6,882E-5° 7| 9.83E-06 8.944 0 0.416
Intercepto 0.076 1 0.076| 69442.07 0 0.999
Luz 8.21E-07 1 8.21E-07 0.747| 0.39 0.008
Photossensibilizante 6.52E-06 1 6.52E-06 5.935| 0.017 0.063
DNase 1.73E-05 1 1.73E-05 15.718 0 0.152
Luz*
Photossensibilizante 9.89E-06 1 9.89E-06 8.999| 0.004 0.093
Luz * DNase 6.75E-06 1 6.75E-06 6.14| 0.015 0.065
Photossensibilizante *
DNase 2.06E-05 1 2.06E-05 18.737 0 0.176
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 6.96E-06 1 6.96E-06 6.333| 0.014 0.067
Erro 9.67E-05 88 1.10E-06
Total 0.076 96
Total corrigido 0 95

a. R Quadrado = ,416 (R Quadrado Ajustado = ,369)
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dependente: Ptn Ins
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Tipo lll Soma Quadrado Eta parcial

Origem dos Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido 2,237E-5°2 7 3.20E-06 7.992 0 0.389
Intercepto 0.002 1 0.002| 4170.225 0 0.979
Luz 1.32E-06 1 1.32E-06 3.31| 0.072 0.036
Photossensibilizante 5.64E-06 1 5.64E-06 14.094 0 0.138
DNase 8.20E-06 1 8.20E-06 20.511 0 0.189
Luz*
Photossensibilizante 2.90E-06 1 2.90E-06 7.24| 0.009 0.076
Luz * DNase 6.47E-07 1 6.47E-07 1.617| 0.207 0.018
Photossensibilizante *
DNase 1.92E-07 1 1.92E-07 0.48| 0.49 0.005
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 3.48E-06 1 3.48E-06 8.694| 0.004 0.09
Erro 3.52E-05 88 4.00E-07
Total 0.002 96
Total corrigido 5.76E-05 95
a. R Quadrado =,389 (R Quadrado Ajustado = ,340)
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: WSP

Tipo lll Soma dos Quadrado Eta parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |[quadrado
Modelo corrigido ,0042 7 0.001 293.129 0 0.959
Intercepto 0.226 1 0.226| 130803.1 0 0.999
Luz 0.002 1 0.002| 931.598 0 0.914
Photossensibilizante 0 1 0 155.613 0 0.639
DNase 0 1 0 144.82 0 0.622
Luz*
Photossensibilizante 0.001 1 0.001 533.101 0 0.858
Luz * DNase 5.23E-05 1 5.23E-05 30.278 0 0.256
Photossensibilizante *
DNase 2.93E-05 1 2.93E-05 16.952 0 0.162
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0 1 0| 239.542 0 0.731
Erro 0 88 1.73E-06
Total 0.229 96
Total corrigido 0.004 95

a. R Quadrado =,959 (R Quadrado Ajustado = ,956)
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Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel
dependente: ASP

Tipo lll Soma dos Quadrado Eta parcial

Origem Quadrados gl Médio F Sig. |quadrado
Modelo corrigido ,0052 7 0.001 138.846 0 0.917
Intercepto 1.553 1 1.553| 2911914 0 1
Luz 0.001 1 0.001 118.827 0 0.575
Photossensibilizante 0.001 1 0.001 135.823 0 0.607
DNase 0.001 1 0.001 133.47 0 0.603
Luz*
Photossensibilizante 0.001 1 0.001 234.409 0 0.727
Luz * DNase 0 1 0 80.849 0 0.479
Photossensibilizante *
DNase 0.001 1 0.001 176.708 0 0.668
Luz*
Photossensibilizante *
DNase 0 1 0 91.833 0 0.511
Erro 0 88 5.34E-06
Total 1.559 96
Total corrigido 0.006 95
a. R Quadrado =,917 (R Quadrado Ajustado = ,910)
Testes de efeitos entre
sujeitos
Variavel dependente: eDNA

Tipo lll Soma Eta

dos Quadrado parcial
Origem Quadrados gl Médio F Sig. |[quadrado
Modelo corrigido 26138,887° 7| 3734.127 29.747 0 0.703
Intercepto 226831.9 1| 226831.9| 1807.026 0 0.954
Luz 6699.935 1| 6699.935 53.374 0 0.378
Photossensibilizante 2648.168 1| 2648.168 21.096 0 0.193
DNase 10442.98 1| 10442.98 83.193 0 0.486
Luz * Photossensibilizante 3760.237 1| 3760.237 29.955 0 0.254
Luz * DNase 105.234 1 105.234 0.838| 0.362 0.009
Photossensibilizante * DNase 214.1 1 214.1 1.706| 0.195 0.019
Luz * Photossensibilizante *
DNase 2268.24 1 2268.24 18.07 0 0.17
Erro 11046.44 88 125.528
Total 264017.2 96
Total corrigido 37185.33 95

a. R Quadrado =,703 (R Quadrado Ajustado =

679)
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