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“Sagacidade além da medida é o maior tesouro do homem.” 

Luna Lovegood citando Rowena Ravenclaw  

                                                 
 Rowling J. K. Harry Potter e a Ordem da Fênix. Rio de Janeiro: Rocco; 2003. 



 

Bellini A. Influência da matriz extracelular na susceptibilidade de Candida albicans em 
biofilme após sucessivas aplicações de terapia fotodinâmica antimicrobiana 
[dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 
RESUMO 
 
A terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) promove a inativação de Candida 
albicans em suspensão, entretanto, a completa inativação do fungo em biofilmes ainda 
não foi observada. A tolerância de C. albicans em biofilme é multifatorial e tem sido 
associada a fatores como o efeito protetor da matriz extracelular (MEC) do biofilme 
que dificulta a penetração de antifúngicos e outros fármacos. Dessa forma, esse 
estudo avaliou a influência da MEC na susceptibilidade de C. albicans em biofilme à 
aPDT, mediada por Photoditazine® (PDZ) associado ao diodo emissor de luz (LED). 
Foram formados biofilmes de C. albicans (ATCC 90028). Após 48 horas, todos os 
biofilmes foram submetidos às seguintes condições de tratamento: I) aPDT [os 
biofilmes foram incubados por 20 minutos com PDZ (25 mg/L) e iluminados com LED 
(660 nm, 18 J/cm2); n=6]; II) DNase+aPDT [os biofilmes foram incubados por 5 
minutos com DNase I (20 unidades/mL) e submetidos à aPDT; n=6]; III) 
sonicação+aPDT [os biofilmes foram sonicados por 30 segundos (7 W 170 a 190 J) e 
submetidos à aPDT; n-6]; ou IV) DNase+sonicação+aPDT [os biofilmes foram 
incubados com DNase I, sonicados e submetidos à aPDT; n=6]. A seguir, nos 
biofilmes remanescentes foram realizadas dez aplicações sucessivas de aPDT. Os 
seguintes métodos foram utilizados para avaliar a eficácia das diferentes estratégias 
de tratamentos sobre os biofilmes: contagem de unidades formadoras de colônias 
(UFC), quantificação do peso seco (total e insolúvel), das proteínas solúveis e 
insolúveis, análise de polissacarídeos solúveis em água (WSP), polissacarídeos 
solúveis em álcali (ASP), DNA extracelular (eDNA) e Microscopia Eletrônica de 
Varredura (MEV). Foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk, Levene e ANOVA two-
way, com nível de significância de 5%. Os resultados de UFC foram avaliados após 
cada uma das aplicações e de componentes da MEC foram quantificados após as 
aplicações 1, 5 e 10. Os resultados demonstraram redução na viabilidade celular em 
todas as condições, a maior redução (5,7 log10) foi observada na décima aplicação da 
condição I (aPDT). Não houve diferença significativa nos valores de peso seco total, 
peso seco insolúvel e ASP em nenhuma condição experimental. Foi observada 
redução dos valores de proteínas solúveis após quinta e décima aplicações (p<0,001) 
em todas as condições e dos valores de proteínas insolúveis somente após a primeira 
aplicação nas condições I e IV (p<0,001). Os valores de WSP e eDNA apresentados 
após os tratamentos foram significativamente menores quando comparados ao grupo 
controle (P-L-; p<0,001) em todas as condições experimentais. A MEV demonstrou 
aparecimento de deformidades nas paredes celulares e redução no número de células 
e aglomerados celulares. As estratégias avaliadas para desestruturação do biofilme 
não aumentaram a susceptibilidade de C. albicans à 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 [dissertação 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: I) aPDT [biofilms were incubated for 
20 minutes with PDZ (25mg/L) and illuminated with LED (660 nm, 18 J/cm2); n=6]; II) 
DNase+aPDT [biofilms were incubated for 5 minutes with DNase I (20 units/mL) and 
subimitted to aPDT; n=6]; III) 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 I, 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 log10) was observed in tenth application of condition I (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 I 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. 

  



 

SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................12 
 
2 OBJETIVO...............................................................................................................15 
2.1 Objetivos Específicos.........................................................................................15 
 
3 REVISÃO DE LITERATURA...................................................................................16 
3.1 Candida albicans e Biofilme...............................................................................16 
3.2 Resistência Antifúngica.....................................................................................17 
3.3 Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana..............................................................18 
3.4 Desestruturação Química por meio da Utilização de Enzimas........................21 
3.5 Desestruturação Mecânica por meio de Sonicação.........................................22 
 
4 MATERIAL E MÉTODO...........................................................................................24 
4.1 Material................................................................................................................24 
4.1.1 Materiais de consumo.....................................................................................24 
4.1.2 Instrumentais...................................................................................................25 
4.1.3 Equipamentos..................................................................................................26 
4.2 Método.................................................................................................................26 
4.2.1 Formação de biofilme de Candida albicans...................................................26 
4.2.2 Preparo do fotossensibilizador e parâmetros de irradiação........................27 
4.2.3 Preparo da enzima DNase I..............................................................................28 
4.2.4 Condições experimentais...............................................................................28 
4.2.4.1 Condição I: os biofilmes foram submetidos à aPDT...................................28 
4.2.4.2 Condição II: os biofilmes foram tratados com DNase e, a seguir, 

submetidos à aPDT......................................................................................29 
4.2.4.3 Condição III: os biofilmes foram submetidos a sonicação e, a seguir, 

submetidos à aPDT......................................................................................30 
4.2.4.4 Condição IV: os biofilmes foram tratados com DNase, seguida da 

sonicação e da aPDT....................................................................................31 
4.2.5 Avaliação da eficácia dos tratamentos avaliados.........................................32 
4.2.5.1 Contagem de unidades formadoras de colônias........................................33 
4.2.5.2 Peso seco total..............................................................................................34 
4.2.5.3 Quantificação de proteínas..........................................................................34 
4.2.5.3.1 Proteínas solúveis da matriz.....................................................................35 
4.2.5.3.2 Proteínas insolúveis do biofilme..............................................................35 
4.2.5.4 Análise de polissacarídeos solúveis em água............................................36 
4.2.5.5 Peso seco insolúvel......................................................................................36 
4.2.5.6 Análise de polissacarídeos solúveis em álcali...........................................37 
4.2.5.7 Análise de DNA extracelular.........................................................................38 
4.2.5.8 Microscopia Eletrônica de Varredura..........................................................39 
 
5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS..................................................................40 
5.1 Análise Estatística de Unidades Formadoras de Colônias..............................40 
5.2 Análise Estatística da Caracterização do Biofilme...........................................40 
 
6 RESULTADOS........................................................................................................41 
6.1 Unidades Formadoras de Colônias...................................................................41 
6.2 Caracterização do Biofilme................................................................................46 



6.2.1 Resultados da caracterização do biofilme após a primeira aplicação de 
aPDT................................................................................................................46 

6.2.1.1 Peso seco total (mg).....................................................................................46 
6.2.1.2 Peso seco insolúvel (mg).............................................................................47 

6.2.1.3 Proteínas solúveis da matriz (µg).................................................................47 

6.2.1.4 Proteínas insolúveis do biofilme (µg)..........................................................47 

6.2.1.5 WSP (µg)........................................................................................................48 

6.2.1.6 ASP (µg).........................................................................................................49 

6.2.1.7 eDNA (ng)......................................................................................................49 
6.2.2 Resultados da caracterização do biofilme após a quinta aplicação de 

aPDT................................................................................................................52 
6.2.2.1 Peso seco total (mg).....................................................................................52 
6.2.2.2 Peso seco insolúvel (mg).............................................................................52 

6.2.2.3 Proteínas solúveis da matriz (µg).................................................................52 

6.2.2.4 Proteínas insolúveis do biofilme (µg)..........................................................53 

6.2.2.5 WSP (µg)........................................................................................................54 

6.2.2.6 ASP (µg).........................................................................................................54 

6.2.2.7 eDNA (ng)......................................................................................................55 
6.2.3 Resultados da caracterização do biofilme após a décima aplicação de 

aPDT................................................................................................................57 
6.2.3.1 Peso seco total (mg).....................................................................................57 
6.2.3.2 Peso seco insolúvel (mg).............................................................................57 

6.2.3.3 Proteínas solúveis da matriz (µg).................................................................57 

6.2.3.4 Proteínas insolúveis do biofilme (µg)..........................................................58 

6.2.3.5 WSP (µg)........................................................................................................58 

6.2.3.6 ASP (µg).........................................................................................................59 

6.2.3.7 eDNA (ng)......................................................................................................59 
6.2.4 Resultados da comparação nos grupos submetidos ao tratamento 

fotodinâmico após as condições avaliadas nas aplicações 1, 5 e 10..……61 
6.3 Microscopia Eletrônica de Varredura……………………………...………………63 

7 DISCUSSÃO...........................................................................................................71 

8 CONCLUSÃO..........................................................................................................78 

    REFERÊNCIAS......................................................................................................79 



12 

1 INTRODUÇÃO 

A cavidade oral e trato gastrointestinal de indivíduos saudáveis são colonizados 

por fungos do gênero Candida spp; Candida albicans tem sido descrita como a 

espécie mais prevalente e patogênica deste gênero1. Em alguns casos, esse fungo 

pode causar infecções mucocutâneas superficiais, como Candidose Orofaríngea 

(OPC, do inglês oropharyngeal candidiasis) e formas disseminadas da infecção1. A 

OPC tem sido relatada em pacientes que utilizam medicamentos imunossupressores 

após transplante de órgãos, antibióticos de amplo espectro, diabéticos, terapias 

antineoplásicas, nos que possuem imunossupressão relacionada à síndrome da 

imunodeficiência adquirida e em usuários de próteses dentárias2,3. 

As infecções causadas por C. albicans geralmente estão associadas ao 

biofilme, que é uma microestrutura complexa de células aderidas a uma superfície e 

agrupadas dentro de uma matriz extracelular (MEC), composta de substâncias 

derivadas de lise celular ou produzidas e secretadas pelas próprias células4. Uma das 

funções da MEC é proteger os patógenos incorporados na mesma da ação de 

antimicrobianos, dificultando a penetração de fármacos no biofilme e reduzindo a 

susceptibilidade dos microrganismos contra terapias medicamentosas 

frequentemente utilizadas4. Dessa forma, essa estrutura contribui para a preservação 

de biofilmes e para manutenção das interações estáveis entre célula-célula e célula-

superfície e com o meio ambiente5. 

Para tratamento da OPC têm sido utilizados os antifúngicos poliênicos, azóis e 

equinocandinas6. Os medicamentos de uso tópico, como, por exemplo, a nistatina e o 

miconazol têm se mostrado eficazes no alívio dos sinais e sintomas clínicos da 

doença, entretanto, muitas vezes não 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 concentrações sub-

terapêuticas, o que reduz a eficácia dos medicamentos2. Consequentemente, 

infecções recorrentes são frequentes após a utilização do antifúngico. A prescrição de 

antifúngico sistêmico (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) tem sido instituída em 

indivíduos com saúde geral comprometida e em episódios de infecções recorrentes6, 

porém tem sido relatada a ocorrência de efeitos hepatotóxicos ou nefrotóxicos2. Além 

disso, a utilização indiscriminada de antifúngicos tópicos ou sistêmicos para o 

tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resistência em espécies de 
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Candida7. Considerando o aumento na incidência de patógenos resistentes aos 

antifúngicos convencionais e a toxicidade dos medicamentos utilizados, estudos têm 

buscado estratégias para eliminar microrganismos resistentes aos tratamentos 

convencionais. 

A terapia fotodinâmica (PDT) é uma modalidade de tratamento que tem sido 

utilizada no combate ao câncer e para a inativação de microrganismos8. O processo 

fotodinâmico requer a utilização de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicação de 

uma luz que seja correspondente à banda de absorção do FS e a presença de 

oxigênio9. Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com o FS de absorção máxima 

de luz específica, num processo conhecido como fotossensibilização. Em seguida, 

uma fonte de luz de comprimento de onda adequado deve ser acionada para a 

iluminação do alvo sensibilizado. A interação da luz com o FS, na presença de 

oxigênio, resulta em espécies reativas capazes de induzir a inativação celular8. 

Os FSs mais utilizados na terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) são 

predominantemente das famílias das porfirinas10 e das fenotiazinas11. Além disso, 

uma nova classe de FS vem sendo empregada em aPDT, os FSs de segunda 

geração. Dentre estes compostos estão as clorinas, porfirinas hidrofílicas reduzidas, 

que apresentam forte banda de absorção na região vermelha (625-740 nm) do 

espectro fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ) é uma clorina e6 solúvel em água 

e tem sido utilizada com sucesso na aPDT contra o câncer devido ao seu alto 

rendimento quântico de formação de oxigênio singleto12 e também na eliminação de 

microrganismos13-15. 

Com aPDT tem sido observada completa inativação de culturas planctônicas 

de C. albicans, entretanto, o mesmo padrão de comportamento não foi observado em 

biofilmes15. Quando submetidas à aPDT, tem sido observado células de C. albicans 

sobreviventes a esse tratamento, denominadas “persisters cells”16 A sobrevivência 

desses microrganismos pode ser atribuída à complexa estrutura dos biofilmes, 

fornecendo proteção aos mesmos e tolerância às drogas17, o que torna os biofilmes 

de Candida spp. menos susceptíveis à aPDT quando comparados com culturas 

planctônicas dessas espécies. A persistência do biofilme de C. albicans após 

aplicações de aPDT pode ser atribuída a presença da MEC do biofilme? Para elucidar 

esta questão, torna-se importante a utilização de estratégias capazes de desestruturar 

a MEC do biofilme para facilitar a penetração do fotossensibilizador e da luz nas 

multicamadas do biofilme expondo as células à aPDT. 
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Entre as estratégias para a desestruturação da MEC do biofilme de 

microrganismos, podemos citar o emprego de enzimas18,19. Foi verificado que o 

tratamento de biofilmes maduros com 50 µg/mL de DNase resultou numa diminuição 

de 30% de biomassa de biofilme, de forma semelhante à observada para os 

tratamentos com proteinase K2. A susceptibilidade do biofilme de C. albicans a 

anfotericina B foi aumentada pelo tratamento do biofilme com DNase20. A incubação 

de biofilmes de 48 horas de cepas de C. albicans susceptíveis e resistentes ao 

fluconazol por 5 minutos com diferentes enzimas hidrolíticas mostrou que a enzima 

DNase reduziu significativamente o eDNA e proteínas solúveis da MEC de ambas as 

cepas de C. albicans; e polissacáridos solúveis em água (WSP) de C. albicans 

resistente19. A redução de proteínas solúveis e do teor de WSP pela DNase indica que 

esses componentes da MEC podem estar entrelaçados com o eDNA19. 

Além da desetruturação da MEC do biofilme de microrganismos com o uso de 

enzimas18,19, podemos desestruturar a MEC com a utilização de métodos 

mecânicos21. Portanto, podemos sugerir que, se conseguirmos degradar a MEC do 

biofilme, seja por métodos químicos ou físicos, pode ser possível potencializar o efeito 

da aPDT. Considerando esses aspectos e levando em consideração que, até o 

momento, não há evidências na literatura quanto a influência da MEC na 

susceptibilidade dos biofilmes de C. albicans frente sucessivas aplicações de aPDT, 

o objetivo deste estudo é avaliar a influência da MEC na susceptibilidade de biofilmes 

de C. albicans a sucessivas aplicações de aPDT utilizando como estratégias de 

desestruturação da MEC a enzima DNase e o método mecânico de sonicação. 
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8 CONCLUSÃO 

-Aplicações sucessivas de aPDT reduziram a viabilidade celular de biofilmes

de C. albicans, independentemente do tipo de estratégia avaliada; 

-Não houve diferença estatística significativa nos valores de peso seco total,

peso seco insolúvel e ASP em nenhuma das condições avaliadas; 

-Os tratamentos demonstraram redução na quantidade de proteínas solúveis

da matriz após a quinta e décima aplicação de aPDT em todas as condições; 

-As proteínas insolúveis do biofilme foram reduzidas nas condições I e IV

somente após a primeira aplicação de aPDT; 

-Houve redução significativa nas quantidades de WSP e eDNA em todas as

condições avaliadas; 

-A MEV demonstrou aparecimento de deformidades nas paredes celulares,

além de redução no número de células e aglomerados celulares; 

-As estratégias avaliadas para desestruturação do biofilme não aumentaram a

susceptibilidade de C. albicans à aPDT. 
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