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Lapena SAB. Associacdo da quitosana a terapia fotodinamica para controle de
Candida albicans: estudo em culturas plancténicas, biofilmes e células
persistentes [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) vem se mostrando como um método eficaz no controle
de micro-organismos patogénicos, sendo investigada para o tratamento de diversas
doencas infecciosas, como a candidose bucal. Recentemente, alguns agentes
potencializadores dessa terapia tém sido estudados, incluindo a Quitosana (QT), um
polimero natural extraido do exoesqueleto de crustaceos. O objetivo desse estudo
foi avaliar o efeito potencializador da QT na TFD mediada pelo fotossensibilizador
Azul de Metileno (AM) sobre cepas de Candida albicans, investigando sua acéo em
culturas plancténicas, biofilmes e células persistentes ao fluconazol. Além disso, foi
avaliado a capacidade da QT em interferir na absorcdo do AM pelas células de
Candida. Foram utilizadas duas cepas de C. albicans, sendo uma padrdo (ATCC
18804) e uma clinica isolada de candidose orofaringea (70). Para os ensaios em
culturas plancténicas, as cepas de C. albicans foram cultivadas em caldo Yeast
Nitrogen Base (YNB) por 24 horas. Os biofilmes foram formados por 48 horas no
fundo das placas de 96 pocos. Para inducdo de células persistentes, C. albicans foi
cultivada com altas concentracbes de fluconazol por 48 horas. A seguir, foram
realizados os tratamentos com QT a 5 mg/mL (pH de 6,5), AM nas concentracfes de
300 ou 600 pM, e irradiacdo com LED (660 nm) na densidade de energia de 30
Jlcm?. Foram incluidos oito grupos experimentais: TFD com AM e QT na presenca
de Luz (AM+QT+L+), AM e QT sem Luz (AM+QT+L-), QT e Luz (QT+L+), QT sem
Luz (QT+L-), TFD com AM e Luz (AM+L+), AM sem Luz (AM+L-), Solucdo
Fisiolégica com Luz (F-L+) e apenas Solugdo Fisiologica (F-L-). Apds os
tratamentos, foi realizada contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL).
Para determinar a absorcdo do fotossensibilizador pelas células de C. albicans, as
células foram lisadas e centrifugadas para leitura da densidade 6ptica. Os dados
foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05%). Na TFD em culturas
plancténicas, o AM (300 um) reduziu as células de Candida em 1,6 log (UFC/mL),
enquanto que a associacdo AM+QT levou a reducdo de 4,7 log. Na TFD em
biofilmes, ocorreu reducdo microbiana de 2,9 log para o tratamento com AM (600
pm) e de 5,3 log para AM+QT. Em relacdo as células persistentes, a reducdo
encontrada foi de 0,8 log para AM e 1,5 log para AM+QT. No teste de absorcao, a
penetracdo do AM nas células de Candida (DO 0,02) foi aumentada na presenca da
QT (DO 0,39). Concluiu-se que a QT potencializou o efeito antimicrobiano da TFD
em culturas planctonicas, biofilmes e células persistentes de C. albicans,
provavelmente por facilitar a penetracdo do AM nas células fangicas.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Candida albicans. Quitosana. Azul de
metileno. Células persistentes.



Lapena SAB. Association of chitosan and photodynamic therapy to control Candida
albicans: study in planktonic cultures, biofilms and persister cells [thesis]. Sdo José
dos Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2021.

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has been shown to be an effective method to control
pathogenic microorganisms, being investigated for the treatment of several infectious
diseases, such as oral candidiasis. Recently, some agents that enhance this therapy
have been studied, including Chitosan (CS), a natural polymer extracted from the
exoskeleton of crustaceans. The aim of this study was to evaluate the potentiating
effect of CS on Methylene Blue (MB) photosensitizer-mediated PDT on Candida
albicans strains, investigating its action on planktonic cultures, biofilms and persister
cells to fluconazole. In addition, the ability of CS to interfere with MB absorption by
Candida cells was evaluated. Two strains of C. albicans were used, one standard
(ATCC 18804) and one isolated clinical of oropharyngeal candidosis (70). For assays
in planktonic cultures, C. albicans strains were cultivated in Yeast Nitrogen Base
broth (YNB) for 24 hours. Biofilms were formed for 48 hours at the bottom of 96-well
plates. For the induction of persister cells, C. albicans was cultivated with high
concentrations of fluconazole for 48 hours. Next, treatments were performed with CS
at 5 mg/mL (pH 6.5), MB at concentrations of 300 or 600 puM, and irradiation with
LED (660 nm) at an energy density of 30 J/cm2. eight experimental groups were
included: PDT with MB and CS in the presence of Light (MB+CS+L+), MB and CS
without Light (MB+CS+L-), CS and Light (CS+L+), CS without Light (CS +L-), PDT
with MB and Light (MB+L+), MB without Light (MB+L-), Physiological Solution with
Light (F-L+) and Physiological Solution only (FL-). After the treatments, colony
forming units (CFU/mL) were counted. To determine the absorption of the
photosensitizer by C. albicans cells, the cells were lysed and centrifuged for optical
density reading. Data were analyzed by ANOVA and Tukey test (p<0.05%). In PDT in
planktonic cultures, MB (300 um) reduced Candida cells by 1.6 log (CFU/mL), while
the MB+CS association led to a 4.7 log reduction. In PDT in biofilms, there was a
microbial reduction of 2.9 log for the treatment with MB (600 um) and of 5.3 log for
MB+CS. Regarding persister cells, the reduction found was 0.8 log for MB and 1.5
log for MB+CS. In the absorption test, the penetration of MB into Candida cells (OD
0.02) was increased in the presence of CS (OD 0.39). It was concluded that CS
potentiated the antimicrobial effect of PDT in planktonic cultures, biofilms and
persister cells of C. albicans, probably by facilitating the penetration of MB into fungal
cells .

Keywords: Photodynamic therapy. Candida albicans. Chitosan. Methylene blue.
Persister cells.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal contém a maior diversidade de micro-organismos entre
todos os habitats microbianos humanos, que podem colonizar e formar biofilmes em
diferentes superficies, como os dentes, mucosa bucal, dorso da lingua e sulco
gengival (Kilian et al., 2016; Sharma et al., 2018). Esses diferentes nichos ecoldgicos
oferecem condi¢cdes especificas em termos de aderéncia, disponibilidade de
nutrientes e teor de oxigénio, diversificando assim as composi¢cdes microbianas
(Peters et al., 2012; Abranches et al., 2018). Os estreptococos sdo considerados 0s
micro-organismos colonizadores iniciais da cavidade bucal (Yumoto et al., 2019), no
entanto, muitas outras espécies bacterianas e fungicas se instalam com o decorrer
do tempo. Entre essas, Candida albicans € a espécie fungica mais frequente na
cavidade bucal com alta capacidade de se aderir e colonizar as superficies dos
dentes e mucosas, formando uma agregagdo complexa com estreptococos e outras
espécies bacterianas (Hwang et al., 2017; Veerapandian, Vediyappan, 2019; Salehi
et al., 2020).

C. albicans € uma levedura comensal capaz de colonizar as superficies de
diferentes mucosas humanas em individuos saudaveis, entretanto pode tornar-se
um patogeno oportunista, principalmente em individuos imunocomprometidos,
causando doencas que variam de candidoses mucosas a infeccdes sistémicas (Tsuli
et al., 2016; Bartnicka et al., 2019). O desenvolvimento de candidose bucal também
estd associado ao uso de préteses dentarias e aparelhos ortodénticos,
independentemente do status do sistema imunolégico do hospedeiro. Esses
aparelhos e dispositivos protéticos fornecem um ambiente propicio para o
crescimento de C. albicans, uma vez que recobrem uma grande area de tecidos da
mucosa por longos periodos de tempo (Silva et al., 2019; Ghazal et al., 2019). Em
geral, as células de levedura tém um alto potencial de aderéncia aos materiais,
guase da mesma maneira que aos tecidos orais (Bilrgers et al., 2010). A camada
mais externa da parede celular de Candida é recoberta por polissacarideos
hidrofilicos, como manana ou galactomanana. Essas mananas funcionam como

adesinas na superficie dos fungos e estdo envolvidas ndo apenas na adesdo a
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célula hospedeira, mas também, na adsor¢cdo em superficies bidticas (Ohshima et
al., 2018).

Além dos mecanismos de aderéncia, a alta capacidade de C. albicans em se
adaptar e transitar da forma comensal para patogénica esta associado com outros
fatores de viruléncia, como altera¢c6es morfoldgicas, formacao de biofilme, producéo
de enzimas histoliticas e desenvolvimento de resisténcia a medicamentos (Vila et al.,
2020).

Durante a infeccdo, C. albicans apresenta a capacidade de mudar a
morfologia de leveduras para formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas), o que
contribui para a invasao tecidual e formagcdo de biofilmes. Os biofiimes de C.
albicans s&o altamente estruturados e compostos por diferentes tipos
morfolégicos de células (leveduras, hifas e pseudo-hifas) embebidas em uma matriz
extracelular (Guo et al.,, 2017; De Barros et al.,, 2020). McCall et al. (2019)
demonstraram que cepas de C. albicans hiperfilamentosas apresentaram formacéo
da biomassa do biofiime dez vezes maior em relacdo as células de leveduras,
mostrando que a formacdo de hifas desempenha um papel fundamental no
crescimento e viruléncia do biofilme.

O primeiro relatério cientifico documentado sobre um biofilme foi em 1683 em
um artigo escrito por Antonie van Leeuwenhoek para a Royal Society de Londres, no
gual esse pesquisador relatou a seguinte observacdo microscopica sobre o biofilme
dentario: “O numero dessas células animais no ferimento dos dentes de um homem
sdo tantos que acredito que excedem o numero de homens em um reino” (Gulati,
Nobile, 2016). Atualmente, sabe-se que essa complexidade microbiana observada
nos biofilmes resulta em um aumento substancial da sua resisténcia aos agentes
guimicos e fisicos, tornando-os muito dificeis de serem combatidos em contextos
clinicos. Os biofilmes exibem maior resisténcia as vérias classes de medicamentos e
séo capazes de suportar concentracfes antifiungicas até 1000 vezes maiores do que
aguelas que inibem as células em crescimento livre (planctbénicas). A resisténcia do
biofiilme de C. albicans a terapia antifungica parece ser multifatorial, com diversos
mecanismos trabalhando de maneira coordenada nos Vvarios estagios do
crescimento do biofilme (Ksiezopolska, Gabaldén, 2018; Sanglard, 2019).

A formacao de biofilmes requer uma série de etapas que dependem do tipo

de micro-organismo envolvido: 1) adesdo do micro-organismo a uma superficie; 2)
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formacdo da camada basal de microcoldnias, seguido pelo desenvolvimento de hifas
e aumento na formac&o de matriz, o que leva ao estabelecimento de agregados em
multicamadas; 3) maturacdo, quando ha cobertura da superficie por numerosas
microcoldnias e presencga de canais no biofilme; 4) disperséo, havendo liberag&o de
células que poderao dar inicio a um novo ciclo de formacéo do biofilme (Tsui et al.,
2016; Zarnowski et al., 2018).

Vérios estudos demonstraram que a capacidade de C. albicans em formar
biofiimes depende de alguns fatores, como a producdo de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), as caracteristicas do tecido ou material de aderéncia, a
disponibilidade de fontes de carbono, bem como a capacidade de interagir com
outras espécies de micro-organismos (Cavalheiro, Teixeira, 2018; Zarnowski et al.,
2018; Bartnicka et al., 2019; De Barros et al., 2020). Os genes e producdo de
metabolitos das cepas de C. albicans também s&o fatores que influenciam na
formacdo de biofilmes (Rodriguez-Cerdeira et al., 2018). Com o desenvolvimento de
novas tecnologias nos perfis de expressdo génica e manipulacdo genética de C.
albicans, os mecanismos reguladores que governam o desenvolvimento do biofilme
e a tolerancia ou resisténcia aos medicamentos tem se tornado cada vez mais
compreendidos (Ramage et al., 2002; Guo et al., 2017; Xu et al., 2017).

Diante desses avancos cientificos, recentemente as pesquisas sobre
tratamento de candidose tém se voltado para a presenca de células persistentes nos
biofilmes. As células persistentes sdo uma pequena subpopulacdo dentro dos
biofimes fungicos que sao altamente tolerantes as altas concentracdes de
antifingicos, podendo assim contribuir para a resisténcia e recidivas das infeccoes
fungicas associadas a formacao de biofilmes (Fisher et al., 2017; Wuyts et al., 2018).
Wood et al. (2013) descrevem que as células persistentes dos biofilmes sdo aquelas
gue entram em estado dormente. Assim, as células persistentes ndo passam por
crescimento e divisdo celular, isso faz com que os medicamentos ndo consigam
exercer seus efeitos, pois esses requerem que o alvo de acdo celular esteja ativo.
Esse estagio de dorméncia ndo causa resisténcia, jA& que nao traz alteracdes
genotipicas, e sim fenotipicas.

LaFleur et al. (2006) demonstraram que o tratamento com anfotericina B e
clorexidina em doses microbicidas levaram a eliminagdo completa de C. albicans em

populacdes plancténicas, entretanto em biofilmes houve a sobrevivéncia de células
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persistentes. Além disso, foi verificado que essas células sobreviventes foram
capazes de produzir um novo biofilme. Por outro lado, alguns estudos relataram que
nem todos os biofilmes de C. albicans sdo capazes de formar células persistentes
(Al-Dhaheri, Douglas, 2008; Denega et al., 2019). Sun et al. (2016) sugeriram que a
formacdo de células persistentes tolerantes a antifingicos estdo intimamente
relacionadas com a fase inicial de adesdo a superficie, ou seja, a adesdo a
superficie é necessaria para o surgimento e manutencao das células persistentes de
C. albicans (Sun et al., 2016).

As lesbes de candidose bucal sdo classificadas em quatro formas primarias
com base na apresentacéo clinica: 1) pseudomembranosa, 2) eritematosa aguda, 3)
eritematosa cronica e 4) hiperplasica (Williams et al., 2011; Singh et al., 2014;
Sakaguchi, 2017). A candidose pseudomembranosa (forma 1) aparece como lesdes
brancas cremosas na mucosa bucal facilmente removidas pela raspagem. O exame
histologico das pseudomembranas recuperadas revela a presenca de células
epiteliais descamadas, juntamente com leveduras e hifas de Candida.
Tradicionalmente, essa infeccdo € considerada uma condicdo aguda que afeta
frequentemente recém-nascidos, devido a presenca de um sistema imunoldgico
imaturo. Em individuos adultos, a candidose pseudomembranosa ocorre
frequentemente quando ha limitacdo nutricional, supressdo imunoldgica ou doencas
sistémicas associadas (Kragelund et al., 2016; Sakaguchi, 2017). Além da candidose
pseudomembranosa, outra forma de infeccdo por Candida € a candidose
eritematosa aguda (forma 2). Essa forma de candidose bucal ocorre frequentemente
apos o tratamento com antibioticos de amplo espectro, que ao diminuir a populacao
bacteriana residente, facilita o crescimento subsequente de Candida por aliviar as
pressbes competitivas. A infeccdo ocorre, frequentemente, como lesbes
avermelhadas no dorso da lingua e palato. Pode ocorrer também a candidose
eritematosa cronica (forma 3), que é caracterizada por lesdes atroficas na mucosa
subjacente de proteses dentarias (Lewis, Williams, 2017). Por fim, a candidiase
hiperplasica (forma 4), também chamada de leucoplasia por Candida, pode aparecer
em qualquer superficie da mucosa bucal como leses brancas (homogéneas) ou
nodulares. Ao contrario das lesbes de candidose pseudomembranosa, as da
candidose hiperplasica crénica ndo podem ser removidas por raspagem suave (Vila
et al., 2020).
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A candidose eritematosa cronica € muito comum em usuarios de proteses,
sendo geralmente assintomatica (Martins, Gontijo, 2017; Rodrigues et al., 2019). O
uso de protese é considerado um dos principais fatores predisponentes para a
candidose bucal, principalmente nos casos em que a protese ndo € adequadamente
higienizada ou usada de modo continuo sem remocdo durante o sono. Nessas
condicOes, a area estagnada da base da prétese proporciona um ambiente ideal
para o crescimento de Candida, que se adere facilmente a resina acrilica (Lira,
Torres, 2018). Além disso, o fluxo salivar limitado no espaco entre a prétese e a
mucosa prejudica a agcdo mecanica e antimicrobiana da saliva para remocao das
células fungicas. Nas situacfes em que ha uma protese mal ajustada, a irritacdo por
atrito pode danificar a barreira mucosa protetora, facilitando a invasao de C. albicans
no tecido e, consequentemente, promovendo a infecg&o (Ribeiro et al., 2019).

Atualmente, existem 3 classes de farmacos antifingicos usados como
monoterapia para infecgdes por Candida: azois, polienos e equinocandinas (Perfect,
2018; Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020). Os azo6is (fluconazol, voriconazol,
cetoconazol e itraconazol) inibem a enzima 14a-lanosterol desmetilase,
interrompendo a sintese de ergosterol e, consequentemente, resultando na
alteracdo das funcbes da membrana celular e inibicdo do crescimento de C.
albicans. Os mecanismos relacionados a resisténcia de C. albicans aos antifingicos
azois incluem mutacdes que resultam em aumento da expressao de bombas de
efluxo e ou alteragdes no alvo do farmaco (Arendrup, Patterson, 2017; Zhao et al.,
2018; Pristov, Ghannoum, 2019).

Os polienos (anfotericina B e nistatina) inibem as espécies de Candida por
meio da ruptura do ergosterol e formacéo de poros que desestruturam a membrana
citoplasmatica. Presume-se que a resisténcia a esta classe de antifingico envolva a
diminuicdo do conteudo total de ergosterol da célula, substituicdo de alguns ou todos
os esterois de ligacdo de polieno, e reorientacdo ou mascaramento de ergosterol
existente, resultando na reducado da afinidade de ligacdo do farmaco as moléculas
de ergosterol fungica (Taff et al., 2013; Hokken et al.,, 2019; Lee et al., 2020).
Embora o grau de resisténcia de Candida aos polienos seja menor que dos azdis, a
janela terapéutica da anfotericina B é mais estreita. As doses de anfotericina B
necessarias para reduzir significativamente as células de C. albicans possuem

toxicidade, exibindo principalmente efeitos nefrotoxicos. A nefrotoxicidade durante a
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terapia com anfotericina B ocorre por meio de dois mecanismos. O primeiro envolve
a constricao direta das arteriolas renais, resultando em reducéo da perfusédo renal e
gueda na taxa de filtracdo glomerular. JaA 0 segundo mecanismo esta relacionado
aos danos diretos as membranas tubulares distais do rim, provavelmente por meio
da ligagao ao colesterol e formacao de poros, reduzindo a capacidade da membrana
tubular de reabsorver eletrélitos, o que resulta em hipocalemia e hipomagnesemia
(Patel et al., 2011; Taff et al., 2013; Adler-Moore et al., 2019).

As equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) s&o
inibidores da B-1,3 glucana sintase, responsavel pela producdo do glucano da
parede celular, resultando em instabilidade osmdética e lise da célula fangica. A
resisténcia as equinocandinas tem sido associada as mutacdes pontuais adquiridas
por C. albicans (Pais et al., 2019; Pristov, Ghannoum, 2019) e a uma resposta
compensatoria com aumento da producdo de quitina na parede celular (Ghannoum,
2019).

O aumento crescente da resisténcia fungica aos farmacos convencionais traz
a necessidade de novas abordagens terapéuticas para o controle das infec¢des por
Candida, causadas principalmente por biofilmes, como as candidoses bucais. A
terapia fotodinamica (TFD) antimicrobiana vem se demonstrando um método eficaz
para eliminar micro-organismos, podendo ser aplicada localmente, o que evita
efeitos colaterais adversos. Além disso, a TFD apresenta como vantagem a baixa
probabilidade de inducdo de resisténcia microbiana por apresentar multiplos alvos
de acao (Pereira Gonzales, Maisch, 2012; Hamblin, 2016; Stajer et al., 2020).

A TFD é um método emergente de tratamento ndo invasivo, envolvendo um
fotossensibilizador (FS), luz em comprimento de onda especifico e presenca de
oxigénio (Hamblin, Hasan, 2004). O FS ativado pela luz, em comprimento de onda
adequado, pode reagir com o oxigénio de duas formas: transferéncia de elétrons
gerando radicais livres (mecanismo Tipo |) ou transferéncia de energia com geracéo
de oxigénio singlete (*O,) (mecanismo Tipo Il). Ambas as reacdes levam a producao
de espécies reativas do oxigénio (ERO) que séo toxicas e promovem danos a varios
componentes vitais do micro-organismo, como DNA, proteinas e lipidios, resultando
em morte celular sem prejuizos aos tecidos do hospedeiro (Alves et al.,, 2014;
Taraszkiewicz et al., 2015; Ozturk et al., 2020).
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Os efeitos antimicrobianos da TFD sobre C. albicans tem sido comprovado
por alguns autores, mesmo em cepas resistentes aos antifungicos azois (Costa et
al.,, 2012; Carmello et al., 2016; Carvalho et al., 2018; Da Collina et al., 2018; De
Carvalho et al.; 2019). O Azul de Metileno (AM) é um corante fenotiazinico catidnico,
bastante utilizado como fotossensibilizador na TFD antimicrobiana. Devido a sua
carga positiva, pode penetrar de forma eficiente na célula fungica, promovendo a
acao da TFD (Giroldo et al., 2007; Souza et al., 2009; Fumes et al., 2018). Kato et al.
(2013) demonstraram que a aplicagdo de AM junto a TFD resultou na inibicdo dos
fatores de viruléncia e reducédo da patogenicidade in vivo em C. albicans (Kato et al.,
2013). De Carvalho et al. (2019) verificaram que a TFD na presenca de AM levou a
inibicdo da colonizacdo e formacdo de biofilmes de C. albicans, com reducao do
metabolismo celular e da quantidade de células fungicas. Alguns autores relataram
que a eficacia da TFD em reduzir a formacédo de biofilmes por C. albicans pode estar
relacionada a incapacidade das leveduras sobreviventes em formar tubo germinativo
apos essa terapia (Rossoni et al., 2014; Brancini et al., 2016; Cernakova et al.,
2017).

Durante a TFD, alguns parametros devem ser considerados a fim de se obter
resultados promissores, como tempo de pré-irradiacdo, fonte de luz, tempo de
exposicao a luz e a concentracdo do fotossensibilizador. Da Collina et al. (2018)
demonstraram a importancia de se considerar, também, o parametro de agregacao
do AM e sua eficacia contra C. albicans. Moléculas de corantes catidnicos, como o
AM, exibem um comportamento caracteristico em funcdo de sua concentracdo em
solucdo. Elas podem se unir formando dimeros moleculares, ou mesmo trimeros e
agregados maiores. Os monémeros de AM sdo mais eficazes para inativar C.
albicans do que os dimeros (Moreira et al., 2017). Portanto, conhecer os diferentes
mecanismos fotoquimicos considerando a presenca de monémeros e dimeros do FS
€ um fator importante para a eficiéncia da absor¢do da luz e, consequentemente,
maior producdo de oxigénio singlete e radicais livres (Junqueira et al., 2002; Da
Collina et al., 2018; Vara et al., 2019).

Ainda buscando aumentar a eficacia da TFD, alguns estudos tém investigado
possiveis agentes, que combinados ao fotossensibilizador, possam potencializar os
efeitos fotodindmicos dessa terapia. Entre esses agentes, destaca-se a quitosana,

um polissacarideo natural composto por ($-(1-4) D-glucosamina ligada a residuos de
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N-acetil-D-glucosamina (Chen et al., 2012; Camacho-Alonso et al., 2016). E a forma
desacetilada da quitina (Figura 1), o segundo biopolimero natural mais abundante
depois da celulose, devido a sua prevaléncia nos exoesqueletos de artropodes e na
parede celular da maioria dos fungos (Galvan et al., 2013; El Knidri et al., 2018;
Peng et al, 2019). Pelas suas caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade, a quitosana tem sido investigada
guanto a sua atividade antimicrobiana contra fungos, bactérias e virus (Rabea et al.,
2003; Zhang et al., 2010; Upadhyaya et al., 2013; Kim et al., 2019).

Figura 1-Reacdo de desacetilacdo da quitina
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QUITINA QUITOSANA
Fonte: Rolim et al., 2018.

Os principais mecanismos atribuidos a atividade antimicrobiana da QT tém
sido relacionados a: 1) capacidade de quelagdo de metais que pode desestabilizar a
membrana externa ou parede celular dos micro-organismos; 2) interacfes
eletrostaticas entre residuos negativos da superficie celular e os grupos amino-
protonados que levam a permeabilidade da parede celular e perturbacdo da
membrana plasmatica do patdégeno; 3) interacdo entre o DNA microbiano e a
guitosana internalizada que podem interferir na expressdo génica do micro-
organismo (Galvan et al., 2013; Mansilla et al., 2013; Verlee et al., 2017). O grau de
desacetilacdo e o peso molecular da quitosana também séo fatores cruciais para a
atividade antifungica. Em geral, a atividade antifangica aumenta quando o grau de
desacetilacdo é maior e o0 peso molecular € menor. Essa caracteristica foi
demonstrada em amostras de quitosana com diferentes pesos e grau de
desacetilacdo testados contra C. albicans (Kulikov et al., 2014; Sahariah, Masson,
2017; Namangkalakul et al., 2019).
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Recentemente, foi relatado que a TFD com AM combinada a quitosana
apresentou efeitos sinérgicos contra Helicobacter pylori (Kim et al., 2019). Tem sido
postulado que a quitosana pode alterar a integridade da membrana celular
microbiana, o que pode facilitar a penetracdo do FS, resultando em maior efeito
antimicrobiano da TFD. A quitosana apresenta carater catibnico originério de seus
diversos grupos aminos, presentes na sua molécula, que provavelmente se ligam
aos grupos anionicos das células microbianas resultando na aglutinacdo dessas
células e inibicdo do crescimento (Prabaharan, 2008; Calixto et al., 2019).
Considerando as caracteristicas quimicas da quitosana, alguns autores
desenvolveram sistemas de administracdo de medicamentos com nanoparticulas de
guitosana para incorporacdo de FS, a fim de aumentar a eficacia da TFD em
doencas causadas por infec¢des flingicas, bacterianas e tumorais (Shrestha, Kishen,
2012; Duse et al., 2017, Mohammadreza, 2019; Pandya et al., 2020).
Baseado nesse contexto, surgiu o interesse em investigar o efeito da
associacdo da quitosana a TFD sobre culturas planctonicas, biofilmes e células
persistentes de C. albicans, buscando-se um possivel efeito sinérgico que possa

beneficiar as aplicac¢des clinicas da TFD na area médica-odontolégica.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi avaliar a quitosana como um possivel
potencializador da Terapia Fotodinamica (TFD), mediada pelo fotossensibilizador
Azul de Metileno, para o controle de Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) determinar os efeitos da associacao da quitosana a TFD sobre células de
C. albicans em culturas plancténicas;

b) avaliar a atividade inibitéria da quitosana associada a TFD sobre
biofilmes de C. albicans;

c) verificar os efeitos da associacdo da quitosana a TFD sobre células
persistentes de C. albicans, apds tratamento com altas concentracdes de
fluconazol;

d) avaliar o efeito da quitosana sobre a capacidade das células de C.

albicans em absorver o fotossensibilizador azul de metileno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas de C. albicans

No presente estudo, foi utilizada uma cepa padrdao de C. albicans 18804 e
uma cepa clinica isolada de candidose orofaringea (70) resistente ao fluconazol.
Ambas as cepas sdo mantidas em freezer a -80°C no laboratério de Microbiologia e
Imunologia Bucal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos
Campos/Unesp. Para ativacdo, as cepas foram cultivadas em agar Sabouraud por
48 h a 37°C.

3.2 Fotossensibilizador e fonte de luz

Para a realizagdo da fotossensibilizagéo in vitro foi seguida a metodologia
descrita por Freire et al. (2016). O fotossensibilizador Azul de Metileno foi preparado
nas concentracoes de 300 e 600 uM por meio da dissolugcdo do p6 em PBS, e
posteriormente, esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 pm. A fonte de luz
(L) utilizada foi o equipamento Irrad-Led (Biopdi - S&o Carlos, SP, Brasil) no
comprimento de onda de 660 nm (vermelho visivel), densidade de energia de 30

Jlcm?, densidade de poténcia de 42,8 mW/cm? e tempo de 714 segundos.

3.3 Preparo da solucao de quitosana

A quitosana utilizada nesse trabalho foi obtida a partir da desacetilacdo da
quitina extraida de carapacas de camardo e foi fornecida pela Profa. Dra. Vania
Maria Maciel Melo do Parque de Desenvolvimento Tecnologico (PADETECH) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).
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A solucédo de quitosana foi preparada de acordo com estudos de Costa et al.
(2006), no qual 1 g de quitosana em flocos (grau de desacetilacdo 86,5%) foi
dissolvido em 200 mL de solucédo de acido acético a 1% e deixado sob agitacdo em
agitador magnético por 2 horas, resultando na concentracdo de 5 mg/mL. O pH da
solucéo foi ajustado a 6,5 (lllum, 1998; Hyppdlito, 2014), utilizando-se NaOH 1 Molar
em constante agitacdo. Posteriormente, a solucdo de quitosana foi esterilizada em

autoclave a 110°C por 10 minutos.

3.4 Grupos experimentais

Os estudos em culturas planctonicas, biofiimes e células persistentes foram
divididos nos seguintes grupos experimentais: TFD com Azul de Metileno, Quitosana
e Luz (AM+QT+L+), Azul de Metileno e Quitosana sem Luz (AM+QT+L-), Quitosana
e Luz (QT+L+), Quitosana sem Luz (QT+L-), TFD com Azul de Metileno e Luz
(AM+L+), Azul de Metileno sem Luz (AM+L-), solugéo fisiolégica e Luz (F-L+) e
apenas Solugéo Fisiologica (F-L-). Em cada grupo experimental foram incluidas 5

amostras (n = 5).

3.5 Terapia fotodindmica em culturas planctonicas de C. albicans

3.5.1 Preparo da suspenséao de C. albicans

Para cada cepa de Candida foi preparada suspensdo padronizada contendo
107 células/mL. As cepas de Candida foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose
(Himedia, Mumbai, India) por 48 h a 37°C. A seguir, cada cepa foi semeada em
caldo Yeast Nitrogen Base (YNB, Himedia, Mumbai, India) acrescido de 100 uM de
glicose (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) e incubada a 37°C por 24 h. O crescimento foi
centrifugado a 5000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento

foi ressuspenso em 10 mL de solugéo fisiologica esterilizada (NaCl 0,85%). Esse
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procedimento foi repetido duas vezes. A contagem do numero de células em
suspensao foi determinada em Camara de Neubauer espelhada (Laboroptik GmbH,

Alemanha).

3.5.2 Fotossensibilizagdo das culturas planctonicas de C. albicans

A fotossensibilizacdo sobre as culturas plancténicas de C. albicans foi
realizada em placas de 96 pocos. Uma aliquota de 100 pL da suspenséo de C.
albicans, previamente padronizada, foi adicionada em cada poco da placa. De
acordo com o0s grupos experimentais descritos acima, foi adicionado 100 pL do
fotossensibilizador ou PBS. Nos grupos que havia a associagdo do AM com QT
foram colocados 50 pL de cada, sempre resultando em concentracdo de 300 uM de
AM em cada pogo. As placas foram envolvidas com papel aluminio para evitar a
irradiacdo de luz do ambiente e foram levadas para o agitador orbital (Solab
Piracicaba, Brasil) durante 15 min (tempo de pré-irradiacdo). Entdo, as placas foram

levadas para irradiacdo nos parametros descritos acima.

3.5.3 Contagem de células viaveis (UFC/mL)

Apés a irradiacdo, foram preparadas diluicbes seriadas e 10 pyL de cada
diluicdo foram semeados 3 vezes em pontos diferentes da placa (técnica da gota)
(Figura 2). As placas foram incubadas por 24 h a 37°C para determinacdo do

numero de Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa da técnica da gota para contagem de UFC/mL

Legenda: Placa de Petri contendo &gar Sabouraud, contendo gotas com as diluicdes para contagem
de UFC/mL. Primeira coluna é puro, segunda é a dilui¢do -2, terceira é a diluicdo -4 e a ultima é a
diluic&o -6.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Terapia fotodindmica sobre biofilmes de C. albicans

3.6.1 Formacgéo do biofilme de C. albicans

O biofilme foi formado em fundo de placas de 96 pocos. Para isso, em cada
poco foi adicionado uma aliquota de 200 pL da suspensdo de Candida padronizada
em 10’ células/mL conforme descrito no item 3.5.1. As placas foram incubadas por 1
h e 30 min em estufa a 37°C sob agitacdo de 75 rpm (Quimis, Diadema, SP, Brasil)
para aderéncia inicial. Apos esse periodo, as placas foram lavadas duas vezes com
PBS, e em seguida, adicionado 200 pL de caldo YNB. A seguir, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 h. O conteddo dos pocos foi aspirado novamente e 0s
pocos lavados duas vezes com PBS, e entdo, foram acrescentados 200 pL de caldo
YNB. As placas foram incubadas por mais 24 h (37°C), totalizando 48 h de formacéo

de biofilme.
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3.6.2 Fotossensibilizac&o do biofilme de C. albicans

Ap6s as 48 h de formacdo do biofilme no fundo dos pocos, o caldo foi
aspirado e os pocos foram lavados 2 vezes com 200 uL de PBS. Entdo, foi
adicionado PBS, AM, QT ou AM+QT de acordo com cada grupo experimental. As
placas foram envolvidas em papel aluminio para evitar a irradiacdo da luz do
ambiente e colocadas em agitador orbital por 15 min (tempo de pré-irradiagdo). Em
seguida, os grupos com luz foram irradiados seguindo os protocolos descritos

anteriormente.

3.6.3 Contagem de células viaveis (UFC/mL)

Apés a irradiacao, foi feita o desprendimento do biofilme utilizando-se um
homogeneizador ultrassénico com poténcia de 7 W por 30 s. Depois foram
preparadas diluicbes seriadas e uma aliquota de 10 pL de cada diluicido foi semeada
3 vezes em pontos diferentes da placa (técnica da gota). As placas foram incubadas
por 24 h a 37°C para contagem do numero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC).

3.7 Terapia fotodin&dmica sobre células persistentes de C. albicans

A metodologia para indugdo de células persistentes foi realizada de acordo
com Rossoni et al. (2020) com algumas modificacfes. Para inducdo das células
persistentes, primeiramente foi preparada uma cultura estacionaria de 72 h de C.
albicans da cepa ATCC, em 25 mL de caldo YPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA). ApGs o periodo de incubagdo, 1 mL do crescimento foi colocado em
microtubos de 1,5 mL, centrifugado a 13.000 x g por 2 min e o sedimento lavado por
duas vezes com PBS. Os sedimentos obtidos foram ressuspensos em 1 mL em
meio RPMI 1640 (L-glutamina e 0,165 M de MOPS) contendo diferentes
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concentragbes dos antifungicos fluconazol (100X, 150X e 200X da Concentracao
Inibitéria Minima pelo método de diluicdo em caldo de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute/CLSI).

Posteriormente, os contetdos dos microtubos com os diferentes tratamentos
foram adicionados aos pocos de placas de 96 pogos e incubados sob agitacao de
100 rpm a 37°C por 48 h. Apds o periodo de incubacao, 100 uL de cada preparacao
foi aspirado e transferido para uma placa de 96 pocos, onde o contetdo foi
submetido a TFD nos mesmos parametros dos ensaios anteriores. Apdés a
irradiacao, a cultura com as células persistentes irradiadas foi diluida serialmente em
PBS e plaqueada em agar YPD para a quantificacdo da UFC/mL. O nUmero de
células persistentes ao fluconazol que sobreviveram a TFD foi quantificado em
comparacao com o grupo controle (sem TFD contendo as células persistentes ao

tratamento com fluconazol). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.8 Andlise da absorcéo do fotossensibilizador pelas células de C. albicans

Essa analise foi realizada seguindo a metodologia proposta por Souza et al.
(2020). As cepas de C. albicans foram cultivadas em caldo YNB por 24h. As células
foram centrifugadas em 5000 xg durante 10 min e lavadas com agua destilada. A
densidade 6éptica das culturas foram ajustadas para 10’ células/mL. Apés a
padronizacdo do numero de células de Candida, 1 mL de cada suspensao foi
colocado em tubo Falcon contendo 1 mL de fotossensibilizador AM, agua destilada
ou guitosana, de acordo com os grupos experimentais. Os tubos foram incubados a
37°C durante 15 min em incubadora orbital a 120 rpm. Apdés esse periodo, as células
foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua destilada e lisadas por
tratamento com 1 mL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a 2% durante 16 h. A
intensidade de absorbancia da solu¢do do sobrenadante apés a centrifugacao (5000
xg) durante 10 min foi registrada em espectrofotdmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo,

Brasil).
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3.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos na contagem de UFC/mL foram convertidos para Logio. Os
resultados de todos os ensaios experimentais foram avaliados por Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0,

com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Acao da terapia fotodindmica em culturas planctonicas de C. albicans

Como resultado dos ensaios da TFD sobre culturas plancténicas da cepa
ATCC 18804 de C. albicans, foi possivel observar que os grupos controles F-L- e F-
L+ tiveram um crescimento médio de 9,2 log (UFC/mL), assim como 0S grupos
AM+L- e QT+L-. Foram encontradas reducfes de 2,4 log no grupo tratado com
guitosana e AM sem irradiacdo (AM+QT+L-) quando comparados ao grupo controle
F-L-. Esses dados indicam uma acao antimicrobiana da quitosana associada ao AM
mesmo na auséncia da TFD. Em relacdo aos grupos submetidos a TFD, verificou-se
inibicdo de 1,6 log no grupo AM+L+ e 4,7 log para o grupo de quitosana associada a
PDT (AM+QT+L+) em relacdo ao grupo F-L-. Interessantemente, esses resultados
comprovam uma acdo potencializadora significativa da quitosana na TDF. Se
compararmos o0s grupos AM+L+ com o grupo AM+QT+L+ é possivel observar que a
associacdo da quitosana potencializou a atividade da TFD em 3,1 log (UFC/mL)
(Figura 3).

Em relacédo ao estudo com a cepa de C. albicans 70, verificou-se que essa
cepa clinica apresentou um perfil de susceptibilidade aos tratamentos de forma
semelhante a cepa padrdao de C. albicans. A TFD com AM (AM+L+) foi capaz de
inibir 2,0 log de UFC/mL de C. albicans em relacdo ao grupo controle (F-L-).
Entretanto, quando a Quitosana foi associada a TFD, foram alcancadas reducdes
microbianas de até 5,7 log (Figura 4). Assim, esses dados sugerem que a acgao
potencializadora da quitosana na TFD encontrada na cepa padrdao também se

estende para cepas clinicas de C. albicans.
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Figura 3 - Dados de UFC/mL de C. albicans (cepa ATCC 18804) obtidos no teste em

culturas planctbnicas

Plancténico Candida albicans 18804

107 A A A A c
8- B .
=
L
TE' E
6 44 - p<0,0007
L
s
2-

Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo com presenca de luz (F-L+); Grupo Azul de
Metileno na auséncia de luz (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+);Grupo Quitosana na
auséncia de luz (QT+L-); Grupo Quitosana com luz (QT+L+); Grupo Azul de Metileno mais Quitosana
na auséncia de luz (AM+QT+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno mais Quitosana (AM+QT+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Dados de UFC/mL de C. albicans cepa 70 (clinica) obtidos no teste em

culturas planctbnicas
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Planctonico Candida albicans 70

1A A A A A
8+ B

E - C
=]

=

-}

=

]

N

o

Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo com presenca de luz (F-L+); Grupo Azul de
Metileno na auséncia de luz (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo Quitosana
na auséncia de luz (QT+L-); Grupo Quitosana com luz (QT+L+); Grupo Azul de Metileno mais
Quitosana na auséncia de luz (AM+QT+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno mais Quitosana
(AM+QT+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Acao daterapia fotodindmica em biofilmes de C. albicans

Os biofilmes da cepa de C. albicans ATCC apresentaram crescimento médio
de 10,7 log (UFC/mL) nos grupos controles (F-L- e F-L+), e também, nos grupos
AM+L-, QT+L- e QT+L+. A TFD com Azul de Metileno (AM+L+) resultou em uma
inibicdo significativa de 2,9 log na contagem de UFC/mL quando comparado aos
grupos controles. A associacdo de Azul de Metileno e Quitosana na auséncia da
irradiacdo (AM+QT+L-) também levou a uma inibicdo de 3,1 log de C. albicans.
Entretanto, essas reducfes fungicas foram bem mais significativas (5,3 log de
UFC/mL) quando a quitosana foi associada a TFD (AM+QT+L+) (Figura 5).

Com relacdo ao tratamento dos biofilmes formados pela cepa clinica de C.

albicans, os grupos controles (F-L- e F-L+) apresentaram crescimento médio de 10,6
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log, assim como o grupo AM+L-. A TFD com AM (AM+L+) apresentou efeito inibitério
de 2,8 log em relacdo aos grupos controles. Os grupos com presenca de Quitosana
(QT+L- e QT+L+) apresentaram efeito inibitério de 0,8 e 0,9 log, respectivamente.
Novamente, foi observado efeito inibitério significativamente maior na associacao de
AM com Quitosana, sendo essa inibicdo fungica de 3,6 log na auséncia de TFD
(AM+QT+L-) e 5 log na presenca da TFD (AM+QT+L+) (Figura 6).

Esses resultados sugerem que a quitosana tem capacidade de potencializar
os efeitos da TFD sobre cepas padrdo e clinicas de C. albicans, em ambos os

estagios de crescimento plancténico e biofilme.

Figura 5 - Dados de UFC/mL de C. albicans 18804 (ATCC) obtidos nos testes em

biofilmes
Biofilme Candida albicans 18804
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Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo com presenca de luz (F-L+); Grupo Azul de
Metileno na auséncia de luz (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo Quitosana
na auséncia de luz (QT+L-); Grupo Quitosana com Luz (QT+L+); Grupo Azul de Metileno mais
Quitosana na auséncia de luz (AM+QT+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno mais Quitosana
(AM+QT+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.



34

Figura 6 - Dados de UFC/mL da cepa clinica de C. albicans obtidos nos testes em

biofilmes

Biofilme Candida albicans 70
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Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo com presenca de luz (F-L+); Grupo Azul de
Metileno na auséncia de luz (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+);Grupo Quitosana na
auséncia de luz (QT+L-); Grupo Quitosana com luz (QT+L+); Grupo Azul de Metileno mais Quitosana
na auséncia de luz (AM+QT+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno mais Quitosana (AM+QT+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Acéo daterapia fotodinamica em células persistentes de C. albicans

No estudo de células persistentes de C. albicans, foram encontradas agao
inibitéria microbiana da TFD (AM+L+), e principalmente da TFD associada a
quitosana (AM+QT+L+) em relacdo aos grupos néo tratados com TFD.

A TFD (AM+L+) foi capaz de reduzir 0,3 log das células persistentes a 150X
MIC do fluconazol e 0,5 log das células persistentes a 200X MIC do fluconazol em
relacdo ao grupo controle F-L-. Entretanto, a TFD néo foi capaz de inibir as células
de Candida persistentes a 100X MIC do fluconazol. No estudo da TFD associada a
guitosana (AM+QT+L+), foram observadas reducdes significativas em relagcdo aos
demais grupos estudados nas células de C. albicans persistentes ao fluconazol em

todas as concentracfes testadas (100X, 150X ou 200X). Essas reducdes
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microbianas alcangadas pela TFD e quitosana foram de, aproximadamente, 0,8 log
para as células persistentes a 100X MIC do fluconazol (Figura 7A); 1,3 log para as
células persistentes a 150X MIC do fluconazol (Figura 7B) e 1,5 log para as células
persistentes de C. albicans a 200X MIC do fluconazol (Figura 7C).

Esses resultados demonstraram que a quitosana, além de potencializar a
acdo da TFD em culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans, também foi capaz
de potencializar os efeitos da TFD em células de Candida persistentes ao fluconazol.
Entretanto, as células persistentes foram menos susceptiveis a TFD do que as
culturas plancténicas e biofilmes.

Os dados indicaram, também, que os tratamentos com TFD (TFD ou TFD
associada a QT) apresentaram maior efeito antifUngico sobre as células de C.
albicans persistentes as concentracdes mais elevadas de fluconazol. Ou seja, as
células de C. albicans que tiveram contato com maiores concentra¢fes de fluconazol

foram mais sensiveis a acédo da TFD.
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Figura 7 - Dados de UFC/mL de C. albicans 18804 (ATCC) obtidos nos testes sobre
células persistentes apos tratamento com (a) fluconazol 100 X MIC; (b) fluconazol
150 X MIC; e (c) fluconazol 200 X MIC
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Legenda: Grupo controle na auséncia de luz (F-L-); Grupo com presenca de luz (F-L+); Grupo Azul de
Metileno na auséncia de luz (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo Quitosana
na auséncia de luz (QT+L-); Grupo Quitosana com luz (QT+L+); Grupo Azul de Metileno mais
Quitosana na auséncia de luz (AM+QT+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno mais Quitosana
(AM+QT+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Analise da absorbéancia do fotossensibilizador pelas células de C. albicans

Os resultados demonstraram que a Quitosana foi capaz de potencializar a
penetracdo do AM nas células de C. albicans, tanto da cepa ATCC, como da cepa

clinica (Figura 8). As células de C. albicans tratadas apenas com azul de metileno
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(AM) exibiram DO médias de aproximadamente 0,024 e 0,058, respectivamente para
a cepa ATCC e cepa 70. Entretanto, quando a quitosana foi associada ao AM
(AM+QT), a DO média obtida foi superior ao grupo controle com valores
aproximados de 0,399 para a cepa ATCC e 0,248 para a cepa 70. Esses dados
sugeriram gue o efeito potencializador da quitosana na TFD pode estar associado
com a acao da quitosana em facilitar a penetracédo do fotossensibilizador nas células

de C. albicans.

Figura 8 - Valores da Densidade Optica obtidos no teste de absorcdo do

fotossensibilizador azul de metileno pelas células de C. albicans (Cepas ATCC e 70)
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Legenda: Grupo controle (agua); Azul de Metileno (AM); Quitosana (QT); Azul de Metileno mais
Quitosana (AM+QT).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Candidose é a infeccdo fungica mais comumente encontrada na cavidade
bucal, sendo de grande interesse na odontologia (Tsui et al., 2016; Bartnicka et al.,
2019). Recentemente, a terapia fotodinamica (TFD) tornou-se uma estratégia
terapéutica promissora para o tratamento de infec¢des fungicas orais (Carmello et
al., 2019; Warrier et al., 2021), mostrando eficacia mesmo contra cepas de Candida
resistentes a antifingicos (Chibebe Junior et al., 2013; Daliri et al., 2019; Alves et
al., 2019). A maior parte dos estudos de TFD para tratamento da candidose foi
realizada empregando-se o fotossensibilizador azul de metileno, um corante
fenotiazinico catibnico aprovado para uso clinico no Brasil (Giroldo et al., 2007;
Souza et al., 2009; Fumes et al., 2018).

Buscando aumentar a eficacia do azul de metileno como fotossensibilizador
na TFD, alguns possiveis agentes potencializadores tem sido investigados, como a
quitosana. A quitosana é um polissacarideo natural de carater catibnico, composto
por B-(1-4) D-glucosamina ligada a residuos de N-acetil-D-glucosamina (Chen et al.,
2012; Camacho-Alonso et al., 2016). E a forma desacetilada da quitina, o segundo
biopolimero natural extraido, principalmente, dos exoesqueletos de artrépodes
(Galvan et al., 2013; El Knidri et al., 2018; Peng et al., 2019). Assim, o presente
estudo avaliou a eficacia da terapia fotodinAmica, mediada por azul de metileno
(AM), em associacdo com a quitosana (QT) para controle de C. albicans,
analisando seus efeitos em culturas plancténicas, biofilmes e células persistentes
ao fluconazol.

Os resultados obtidos no estudo em culturas planctdnicas demonstraram que
a TFD causou redugdes significativas no niumero de células viaveis de C. albicans
em relacdo ao grupo controle, sendo esses efeitos antimicrobianos potencializados
guando a TFD foi associada a quitosana. Na cepa padrdo, o grupo controle teve um
crescimento de 9,2 log de UFC/mL. Apés o tratamento com TFD houve uma
reducdo de 1,6 log no grupo com AM (AM+L+) e 4,7 log para o grupo de QT
associada a TFD (AM+QT+L+). Em relagdo a cepa clinica os resultados foram
semelhantes aos obtidos com a cepa padrao.

Kim et al. (2019) também estudaram a acdo da QT associada a TFD com AM

em culturas plancténicas sobre uma cepa padrdo de Helicobacter pylori. Verificaram
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gue o pré-tratamento com quitosana em uma concentracdo abaixo de 0,05% antes
da TFD com AM (em concentracéo inferior a 0,02%) aumentou o efeito fotodinamico
antimicrobiano em H. pylori. Entretanto, Camacho-Alonso et al. (2016) avaliaram o
efeito da quitosana mais TFD em C. albicans in vivo e concluiram que a adicao de
quitosana ao azul de metileno ndo aumentou os efeitos antifingicos da TFD. Seus
resultados foram diferentes de nossos achados, possivelmente, pelo fato desses
autores terem realizado um estudo in vivo e utilizarem diferentes dosagens de AM e
QT. No estudo de Camacho-Alonso et al. (2016) foram avaliados 7 grupos de
animais com candidose bucal: grupo controle; grupo tratado com nistatina; grupo
TFD; grupo QT 1,5 mg/mL; grupo QT 3,0 mg/mL; grupo TFD + QT 1,5 mg/mL e
grupo TFD + QT 3,0 mg/mL. A concentracdo de AM aplicada foi 450 uM em todos os
grupos e o tempo de exposicao a TFD foi 60 segundos. O tratamento foi repetido a
cada 2 dias por 5 vezes. Os autores sugeriram que a membrana nuclear da célula
fungica pode ter funcionado como uma barreira extra, prejudicando o efeito
potencializador da quitosana na TFD.

A maioria das infeccdes por C. albicans esta associada a sua capacidade de
formar biofilmes (Tsui et al., 2016; Wall et al., 2019; Ponde et al., 2021). Um ponto
critico no estabelecimento de um biofilme é a producéo e secrecdo de uma matriz
extracelular, que atua como uma rede que ancora o biofilme, proporcionando
estrutura, estabilidade e protecdo. Assim, a producdo de matriz extracelular é
considerada um dos principais mecanismos de resisténcia dos biofilmes a agentes
quimicos antimicrobianos (Borghi et al., 2016; Tsui et al., 2016; Lohse et al., 2017;
Cernakova et al., 2019). Em nosso estudo, a acdo da TFD em biofilmes de C.
albicans (cepa padrdo) apresentou crescimento médio de 10,7 log de UFC/mL nos
grupos controles. A aplicacdo da TFD com azul de metileno (AM+L+) resultou em
uma inibicdo significativa de 2,9 log na contagem de UFC/mL quando comparado
aos grupos controles. Entretanto, quando a QT foi associada a TFD (AM+QT+L+)
houve uma reducéo de 5,3 log de UFC/mL quando comparado aos grupos controles.
Novamente, resultados similares foram encontrados com a cepa clinica de C.
albicans. Esses dados indicaram que a QT foi capaz de potencializar a agdo da TFD
sobre as células de C. albicans mesmo quando essas estavam embebidas em uma

matriz extracelular de biofilmes.
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Na literatura, existem outros estudos que também investigaram a acdo da QT
na TFD contra biofiimes, tanto de bactérias como de fungos. Entre os estudos de
bioflmes bacterianos, Shrestha et al. (2012)relataram que o0 wuso de
fotossensibilizadores conjugados (rosa bengala e azul de metileno) a quitosana
apresentou uma vantagem sinérgica sobre o uso de fotossensibilizadores isolados,
aumentando a eficacia anti-biofilme sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Além disso, Mirfasihi et al. (2020) demonstraram que a combinacdo da
QT e TFD foi capaz de aumentar o efeito bactericida da TFD sobre biofilmes de
Streptococcus mutans.

Em relacdo aos estudos de biofilmes fungicos, Chen et al. (2012) testaram
nanoparticulas de QT carregadas com eritrosina na TFD sobre C. albicans em
células planctonicas e em biofilmes. Foi encontrada maior eficacia da TFD quando a
eritrosina foi carreada com as nanopatrticulas de QT em relagdo ao uso da quitosana
livre. Da mesma forma, Chien et al. (2013) avaliaram a eficacia da TFD, usando azul
de toluidina como fotossensibilizador, em associagdo com a quitosana sobre
células planctbénicas e biofilmes de C. albicans. A TFD foi realizada seguida pelo
tratamento com a quitosana, conseguindo erradicar as culturas planctonicas e
biofilmes quando os mesmas foram tratadas com quitosana por 30 min e 2 horas,
respectivamente. No caso do estudo de Chien et al. (2013) a aplicacdo da quitosana
ocorreu apos a realizacdo da TFD, diferentemente da metodologia utilizada em
nosso estudo, no qual a TFD foi realizada na presenca da QT. Provavelmente, em
nosso estudo a QT associada & TFD néo levou a erradicacdo dos biofilmes pelo
tempo de tratamento com a QT ter sido inferior ao estudo de Chien et al. (2013).
Além disso, os fotossensibilizadores testados foram diferentes.

Dentro do nosso conhecimento, o presente estudo € o primeiro a avaliar os
efeitos da quitosana como potencializador do azul de metileno na TFD contra
culturas planctbnicas e biofiimes de C. albicans. Interessantemente, nossos
resultados demonstraram que a QT foi capaz de potencializar a acdo do AM sobre
ambas as formas de crescimento plancténico e biofilmes. Os efeitos
potencializadores ocorreram tanto na cepa padrdo, como cepa clinica de C.
albicans. Esses dados sao relevantes uma vez que a cepa clinica de C. albicans

utilizada neste estudo apresenta resisténcia ao fluconazol. Além disso, esse estudo
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€ pioneiro em avaliar os efeitos da TFD sobre células persistentes dos biofilmes de
C. albicans.

As células persistentes tém sido muito estudadas atualmente, pois s&o
variantes fenotipicas das células de C. albicans do biofilme, capazes de sobreviver a
concentracbes muito elevadas de agentes antimicrobianos, e portanto, contribuem
para a resisténcia microbiana (Conlon et al., 2015; Wuyts et al., 2018; Denega et al.,
2019). As células persistentes tém uma expressdo aumentada de superéxido
dismutases (SODs), que fornecem a essas células protecdo contra a producdo de
ROS induzida pelo tratamento com antifingicos (Bink et al., 2011). Desse modo, as
células persistentes tem sido consideradas responsaveis pela recidiva de doencas
infecciosas associadas a biofilmes (Lewis 2010; Fauvart et al., 2011; Figueiredo et
al., 2017).

Nesse estudo, foi induzido o desenvolvimento de células persistentes de C.
albicans com diferentes concentragbes de fluconazol (100, 150 e 200X MIC). As
células persistentes foram entdo submetidas a TFD associada ou ndo a quitosana.
Os resultados demonstraram redugdes fungicas entre 0,8 a 1,5 log apds a TFD com
QT e reducdes entre 0,3 a 0,5 log apds a TFD sem QT. Além disso, verificamos que
os tratamentos com TFD ou TFD associada a QT apresentaram maior agao
antifingica sobre as células de C. albicans persistentes as concentracées mais
elevadas de fluconazol (200X MIC) comparadas as células persistentes as
concentracbes de 100 e 150X MIC. Possivelmente, as células de C. albicans
persistentes & uma maior concentracdo de fluconazol tornaram-se mais susceptiveis
ao tratamento com TFD devido a maiores alteracdes, provocadas pelo fluconazol, na
membrana celular fingica, o que pode ter facilitado a acdo fotodinamica. Além dos
estudos de terapia fotodinamica, alguns pesquisadores tem investigado a interacéo
entre quitosana e fluconazol. Lo et al. (2020) avaliaram o potencial da QT em
aumentar a atividade antifangica do fluconazol. A combinag&o do fluconazol com QT
apresentou uma significativa acdo sinérgica na atividade inibitéria sobre C. albicans
e C. tropicalis.

Buscando investigar o mecanismo pelo qual a QT potencializou a acdo da
TFD em culturas planctonicas e biofilmes do presente estudo, foi incluido um teste
de absorcdo do AM pelas células de C. albicans na presenca ou auséncia da QT.

Quando as células de C. albicans foram tratadas somente com AM exibiram médias
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de DO entre 0,024 e 0,058, porém, quando a QT foi associada ao AM (AM+QT+),
essas médias aumentaram para 0,248 a 0,399. Ardean et al. (2021) sugeriram que
os grupos amino protonados (NHs") da QT sé&o capazes de se ligar as membranas
plasmaticas dos micro-organismos carregadas negativamente, levando a alteracdes
na permeabilidade da membrana celular. Provavelmente, esse fato possa explicar a
maior absor¢cdo do AM pelas células de Candida em contato com a QT. Este
resultado pode ser comparado ao estudo de Chien et al. (2013), realizado com QT e
Azul de Toluidina. Esses autores encontraram um efeito aumentado da TFD quando
associada a QT sobre isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol. Por
meio de microscopia eletrbnica, os autores observaram que a QT se ligou a
superficie celular de C. albicans tanto na presenca como na auséncia da TFD,
porém morte celular microbiana foi encontrada apenas na presenca da TFD.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, a associacdo da QT & TFD
mediada por AM demonstra potencial para ser utilizada como tratamento adjuvante

na candidose bucal.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, concluimos que:

a)

b)

a quitosana foi capaz de potencializar os efeitos da TFD mediada por
azul de metileno sobre culturas planctonicas, biofilmes e células
persistentes de C. albicans;

as células de C. albicans persistentes ao fluconazol foram menos
susceptiveis a TFD do que as células em crescimento plancténico e
em biofilmes;

a quitosana aumentou a permeabilidade da célula de C. albicans ao
azul de metileno, o que provavelmente potencializou o efeito

antimicrobiano na TFD.
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