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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

desestruturacdo da MEC a enzima DNase e 0 método mecénico de sonicacao.
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8 CONCLUSAO

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

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

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

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

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

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

-As estratégias avaliadas para desestruturacdo do biofilme ndo aumentaram a

susceptibilidade de C. albicans a aPDT.
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