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Sousa TV. O peréxido de hidrogénio aumenta a eficacia da terapia fotodinAmica em
biofilmes de Candida albicans suscetivel e resistente ao fluconazol [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Candida albicans e a matriz sdo componentes fundamentais para o desenvolvimento
de biofilmes, e os ensaios devem visar ambos 0s componentes. Nesse contexto, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a efichcia do peroxido de hidrogénio (H20>)
combinado a terapia fotodinAmica antimicrobiana (aPDT), mediada por
Photodithazine® (P) e LED (L) sobre biofiime de Candida albicans sensivel ao
fluconazol (CaS) ATCC 90028 e resistente (CaR) ATCC 96901. Os biofilmes foram
cultivados por 48 horas e foram expostos a H202 (10mM) por 5 min, seguido pela
aplicacdo de P e L isoladamente ou combinados (H202+P+L+, H2O2+P-L+, H2O2,
P+L+, PL -, P+L-, P-L+; n=12). Apds o tratamento, os biofilmes foram avaliados por
unidade formadora de colonia/mL, componentes da matriz extracelular
[polissacarideos soluveis em agua (WSP) e em alcali (ASP), proteinas, eDNA],
biomassa (total e insoltvel) e proteinas. A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
foi realizada. Os dados foram analisados por um teste ANOVA de trés vias com o teste
post-hoc de Bonferroni. A exposicédo dos biofilmes a 10 mM de H2O2 por 5 minutos
seguido de aPDT reduziu as proteinas soluveis e insolUveis da matriz, eDNA, ASP,
WSP e 0 peso seco insoluvel e soltuvel dos biofilmes de CaS e de CaR. A MEV revelou
reducdo no numero de células do biofilme e disperséo das hifas do grupo H2O>+P+L+
em relacdo ao P-L- (controle). Em suma, a associacdo com H.O2 aumentou a eficacia
da aPDT e reduziu os componentes da matriz extracelular do biofilme; logo essa
associacao se mostra promissora para possiveis aplica¢des in vivo, ja que in vitro foi
obtido resultados bastante satisfatorios.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Peroxido de hidrogénio.
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Sousa TV. Hydrogen peroxide enhances the efficacy of photodynamic therapy against
fluconazole-susceptible and -resistant Candida albicans biofilms [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Candida albicans and matrix are essential for the development of biofilms, and assays
should therefore target both components. The aim of this study was evaluated the
effectiveness of the hydrogen peroxide (H202) combined with antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT), mediated by Photodithazine® (P) and LED (L) on
biofiims formed by fluconazole susceptible (CaS) and resistant (CaR) Candida
albicans strains. Biofilms were grown for 48 hours and were exposed to H202 (10mM)
for 5 min, followed by application of P and L either singly or combined (H>O2+P+L+,
H.O2 +P-L+, H202, P+L+, P-L-, P+L-, P-L+; n=12). After the treatment, biofilms were
evaluated by colony-forming unit/mL, extracellular matrix components
[polysaccharides soluble in water (WSP) and in alkali (ASP), proteins, eDNA,],
biomass (total and insoluble) and proteins. Scanning Electron Microscopy (SEM) was
performed. The data were analyzed by a three-way ANOVA test with Bonferroni's post-
hoc test. In both strains, the treatment of biofilms with 10 mM H2O> for 5 minutes
followed by aPDT reduced soluble and insoluble matrix proteins, eDNA, ASP, WSP
and insoluble and soluble dry weight of CaS and CaR biofiims. SEM revealed a
reduction in the number of biofilm cells and hyphae dispersion in the H>2O>+P+L+ group
in relation to the P-L- (control). In short, the association with H>O> increased the
effectiveness of aPDT and reduced the extracellular matrix components of the biofilm;
therefore, this association shows promise for possible applications in vivo, since in vitro
results were promissory.

Keywords: Photochemotherapy. Candida albicans. Hydrogen peroxide.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans é um fungo comensal presente na microbiota da cavidade
oral e em outros locais do corpo humano'3. Em situagées de desequilibrio do sistema
imunolégico, esse fungo pode causar infec¢des devido a sua grande capacidade de
adaptacdo a diferentes nichos no hospedeiro®. C. albicans tem sido associado a
manifestacbes clinicas de infeccdo que variam desde lesfes mucocutéaneas
superficiais, como Candidose Orofaringea (OPC), até formas disseminadas da
infeccdo*®. A viruléncia desse fungo estad associada a sua capacidade de formar
biofilmes que sdo comunidades organizadas de células incorporadas em uma matriz
de polimeros extracelulares®.

Para o tratamento da OPC, alguns medicamentos de aplicacbes topica,
sistémica, tais como os derivados azdis, poliénicos e as equinocandinas tem sido
encontrado no mercado’®. Os azdis tem a funcdo de inibir a producéo de ergosterol,
0 que pode levar a instabilidade na membrana, ja os poliénicos se ligam ao ergosterol
na membrana celular fingica, levando a lise celular; e, as equinocandinas inibem a
biossintese da parede celular dos fungos, o que gera danos a mesma®. A medicacéo
sistémica tem sido utilizada com frequéncia em individuos com saude geral
comprometida e também em episodios de infeccbes recorrentes, utilizando
medicamentos como fluconazol, itraconazol e anfotericina B. Porém, a utilizagéo
indiscriminada de antifangicos topicos ou sistémicos para o tratamento da OPC tem
resultado no desenvolvimento de resisténcia em espécies de Candida. A tolerancia
antifangica dos biofilmes de Candida é multifatorial e esta associada a estimulacéo de
bombas de efluxo de farmacos, ao estado fisiologico das células e a protecdo exercida
pela MEC por meio de B-glucanos que se ligam ao fluconazol e a anfotericina B%12,
O polissacarideo B-1,3 glucano tem sido associado ao mecanismo de resisténcia34,
Além do B-glucano, foi relatado que o DNA extracelular (eDNA) também & um
constituinte importante da MEC e promove integridade estrutural dos biofilmes e
ambos atuam na protecéo do biofilme bacteriano contra difusédo de antibiéticos!>18.
Levando em consideracdo o aumento na incidéncia de patdgenos resistentes aos
antifngicos convencionais e a toxicidade dos medicamentos utilizados, estudos tém
buscado estratégias para inviabilizacdo de microrganismos resistentes aos

tratamentos convencionais.
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Nesse contexto, a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) tem sido
avaliada para a inativacdo de microrganismos!’. Para que ocorra O pProcesso
fotodindmico € necessaria a utilizacdo de um agente fotossensibilzador (FS), a
aplicacdo de uma luz que seja correspondente a banda de absor¢cédo do FS, e a
presenca de oxigéniol’8, Primeiramente, a célula-alvo é tratada com o FS, em um
processo chamado fotossensibilizagdo. Em seguida, uma fonte de luz deve ser
acionada para ocorrer a iluminacdo do alvo sensibilizado. A combinagéo da luz de
comprimento de onda adequado com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em
espécies reativas capazes de induzir a inativacao celular’. Esse mecanismo faz com
gue tenha a absorc¢éo de fétons da fonte de luz pelo FS, o que leva seus elétrons a
um estado excitado. Na presenca de oxigénio, o FS excitado pela luz pode reagir com
moléculas vizinhas, por meio da transferéncia de elétrons ou hidrogénio (reacéo do
tipo I) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a
producdo de espécies reativas!’. Os dois caminhos podem levar a morte celular do
microrganismo'”*®, Hoje em dia vem sendo empregada em aPDT, os FS de segunda
geracdo. Dentre estes compostos estdo as clorinas, porfirinas hidrofilicas que
apresentam elevada banda de absorcdo na regido vermelha do espectro
fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ) € uma clorina e6, soluvel em agua que
apresenta um alto rendimento quantico de formacdo de oxigénio singleto!®. Ele
apresenta alta banda de absorcao no espectro eletromagnético (650 a 680 nm), o que
0 permite atravessar com maior profundidade as membranas biolégicas, melhorando
a acdo da terapia fotodinamica?.

A aPDT mediada pelo PDZ gerou uma reducéo significativa na viabilidade de
culturas plancténicas de Candida tropicalis e Candida glabrata enquanto cinco cepas
de C. albicans foram completamente inativadas apos esse tratamento. Ao avaliar o
biofiime, aPDT promoveu reducdo na viabilidade celular equivalente a 0,9 logio
(UFC/mL) para C. albicans e 1,4 e 1,5 logio (UFC/mL) para C. tropicalis e C. glabrata,
respectivamente?. Outro estudo, utilizando modelo murino de candidose, avaliou a
eficacia da aPDT, mediada pelo PDZ e LED na inativagédo de C. albicans resistente a
fluconazol (ATCC e isolados clinicos)?'. A aPDT promoveu reducéo na ordem de 1,15
a 1,96 logio, dependendo da cepa avaliada (R15, ATCC 96901, respectivamente), ja
na outra cepa (R10) ndo houve decréscimo na quantidade de UFC, logo foi menos
susceptivel a aPDT. Quando os animais foram tratados durante cinco dias

consecutivos com aPDT (100mg/L de PDZ com LED) ou com antifingico tépico
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Nistatina (NIS), a aPDT foi bastante efetiva na inativacao de C. albicans, reduzindo 3
e 3,2 log,,, respectivamente. Além disso, os animais tratados com aPDT resultaram
em remissdo completa das lesbes orais, jA quando os animais foram tratados com
Nistatina houve remissdo parcial das mesmas??>. Em outro estudo? utilizando o
mesmo modelo murino de infeccao foi observado que a cepa resistente ao fluconazol
(ATCC 96901) foi menos susceptivel a aPDT uma vez que a reducdo de C. albicans
observada nos animais tratados com aPDT ou NIS foi de 1,3 e 1,1 logio,
respectivamente, enquanto o aspecto macroscopico da lesdo permaneceu igual aos
animais que nao receberam tratamento. Quando as terapias foram associadas, a
reducdo no numero de colbnias foi mais acentuada, equivalente a 2,6 e 2,1 log1o, para
os grupos NIS+aPDT e aPDT+NIS, respectivamente, e foi observada remissdo da
lesdo em aproximadamente 90%, 24 horas ap0s o tratamento (em comparacao ao
grupo controle). De maneira geral, os estudos citados?>?® demonstraram a
susceptibilidade das espécies de Candida spp. a aPDT em biofilme, entretanto, a
completa inativacdo das células fungicas ndao ocorreu. A sobrevivéncia desses
microrganismos pode ser atribuida a complexa estrutura dos biofilmes, fornecendo
protecdo aos mesmos e resisténcia aos farmacos, o que torna os biofilmes de Candida
spp. menos susceptiveis a aPDT quando comparados com culturas plancténicas.
Além disso, cepas resistentes ao fluconazol também sdo menos susceptiveis ao
tratamento fotodinamico?4.

O peroxido de hidrogénio (H202) é usado mundialmente para limpar feridas,
remover tecido morto ou como agente debridante oral, devido as suas propriedades
oxidantes®. A resposta de C. albicans ao estresse oxidativo induzido pelo H20>
indicou a formacé&o de biofilme com uma matriz polimérica extracelular espessa com
niveis aumentados de polissacarideos e eDNA na matriz de biofilme?6. Por outro lado,
a utilizagéo de H>0- poderia potencializar o efeito da aPDT. A combinacéo do FS azul
de metileno (60 uM) e H>02 (100 mM) melhora a eficacia da aPDT em culturas
plactdnicas de bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli) e fungo (C.
albicans). Segundo os autores Garcez et al.?®, utilizar o H2O2 antes do tratamento
fotodindmico ou adicionar o FS na solucdo de H>0> melhora a absorcéo do FS pelo
microrganismo e potencializa a morte microbiana?®. A associacdo destas duas
substancias também foi efetiva na inativagédo de culturas plancténicas e na inibicdo de
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (até 57% de reducéo de biomassa utilizando

250 mM de azul de metileno dissolvido em 100 mM de H»02)?". A utilizacdo da
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clorexidina ou H20, associada a aPDT (azul de toluidina a 100 ug/mL) foi mais eficaz
na erradicacdo de S. aureus em discos titanio em comparacdo com quaisquer dos
tratamentos isoladamente?® e o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio, seguido
da aPDT (riboflavina + LED) aumentou a morte de bactérias periodontopatogénicas
em suspensao e reduziu as contagens bacterianas em modelo de biofilme?°. Por outro
lado, a associagéo de peroxido de hidrogénio com a nanoparticula de B-ciclodextrina
conjugada como FS néo resultou em um efeito intensificado da aPDT sobre o S.
mutans®°. Segundo os autores, o estresse oxidativo promovido pelo H202 pode alterar
a estrutura do biofilme, favorecendo a penetracdo de FS e luz nos niveis mais
profundos do biofilme. Além disso, as ROS produzidas pelo peréxido de hidrogénio
podem sensibilizar células e componentes da matriz para que fiquem mais suscetiveis
a explosdo de ROS da aPDT. No entanto, essa suposicdo precisa ser investigada,
uma vez que nao ha relatos até o momento de estudos que avaliaram o efeito do H>O>
associado a aPDT na matriz extracelular de biofilmes de C. albicans. Assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar se a aplicacdo de H202 pode potencializar a agéo da
aPDT (mediada por PDZ e LED) em biofilmes suscetiveis (ATCC 90028) e resistentes
ao fluconazol (ATCC 96901).
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4 CONCLUSAO

Ap6s andlise dos resultados foi possivel concluir que:

O peroxido de hidrogénio (10 mM) aplicado por 5 minutos seguido de aPDT
afetou os componentes da matriz extracelular e reduziu a viabilidade celular dos
biofilmes de CaS e CaR. Houve reducao das proteinas sollveis e insollveis, eDNA,
ASP, WSP e o peso seco insoluvel e solavel de C. albicans susceptivel e resistente
ao fluconazol. Assim o H20> potencializou o efeito antimicrobiano da aPDT.
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