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Resumo

A espécie Candida albicans é um patogeno oportunista responsavel pela maioria das in-
fecgoes fngicas em humanos. Esse fungo pode ser encontrado em biofilmes os quais, em
relacdo as células planctonicas, sao mais resistentes a antifingicos e dificultam o trata-
mento da candidiase. A terapia fotodindmica (TFD) é uma abordagem que consiste na
geracao de espécies reativas de oxigénio por meio da excitagao de um fotossensibilizador
com luz. O aprimoramento de fotossensibilizadores pode ser feito com nanotecnologia,
como o aumento da atividade de derivados de ftalocianina em meios aquosos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da terapia fotodinamica mediada por nanoemulsao de
cloreto de aluminio-ftalocianina (NEAIPc) contra biofilmes de C. albicans. O estabeleci-
mento do biofilme maduro foi padronizado por meio de testes com diferentes tempos de
incubacao, concentracoes de células e condig¢oes de cultivo. Biofilmes padronizados foram
expostos por 30 min a concentracoes de 20000 nM a 39 nM, com posterior irradiagao a
108 J/cm?, 30 min, de LED 660 nm construido no Instituto de Fisica da Universidade
de Brasilia. A viabilidade desses biofilmes foi avaliada por ensaio colorimétrico da resa-
zurina e contagem de unidades formadoras de colonia. A andlise estatistica apontou que
os biofilmes nao expostos ao LED tiveram viabilidade igual a do controle de crescimento
fangico. Enquanto os biofilmes expostos a TFD mediada por NEAIPc em concentragao
de 625 nM tiveram reducao de 80% em sua viabilidade. Somado a isso, a TFD foi estatis-
ticamente significativa para a reducao da viabilidade dos biofilmes de C. albicans. Assim,
os resultados deste trabalho sugerem que a TFD mediada por NEAIPc é uma alternativa

de combate a biofilmes de Candida albicans.
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Abstract

The species Candida albicans is an opportunistic pathogen responsible for most fungal
infections in humans. This fungus can be found in biofilms, which, compared to planktonic
cells, are more resistant to antifungals and complicate the treatment of candidiasis. Pho-
todynamic therapy (PDT) is an approach that involves the generation of reactive oxygen
species by exciting a photosensitizer with light. The enhancement of photosensitizers can
be achieved using nanotechnology, such as increasing the activity of phthalocyanine deri-
vatives in aqueous media. The aim of this study was to evaluate the effect of photodynamic
therapy mediated by aluminum phthalocyanine chloride nanoemulsion (NEAIPc) against
C. albicans biofilms. The establishment of mature biofilms was standardized through tests
with different incubation times, cell concentrations, and culture conditions. Standardized
biofilms were exposed for 30 minutes to concentrations ranging from 20000 nM to 39 nM,
followed by irradiation at 108 J/cm? for 30 minutes using a 660 nm LED constructed
at the Institute of Physics at the University of Brasilia. The viability of these biofilms
was assessed using a resazurin colorimetric assay and colony-forming unit counting. Sta-
tistical analysis indicated that biofilms not exposed to LED had the same viability as
the fungal growth control. In contrast, biofilms exposed to PDT mediated by NEAIPc
at a concentration of 625 nM showed an 80% reduction in viability. Additionally, PDT
was statistically significant in reducing the viability of C. albicans biofilms. Thus, the
results of this study suggest that PDT mediated by NEAIPc is an alternative approach

for combating Candida albicans biofilms.

Keywords: nanotechnology, candidiasis, LED, biofilm, oxidative stress.
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1 Revisao bibliografica

1.1 Candida albicans

O género Candida faz parte do filo Ascomycota e é tipicamente formado por leve-
duras comensais eucariéticas inofensivas, que podem ser encontradas em fontes ambientais
e mamiferos, incluindo humanos (McManus; Coleman, 2014). Entre as espécies de Can-
dida spp., a mais encontrada em associacao com humanos é a C. albicans, com prevaléncia
em pessoas imunocomprometidas ou hospitalizadas (Odds, 1987; Macias-Paz et al., 2023).
Frequentemente, esta estéd localizada na microbiota de superficies de mucosas, como trato

geniturindrio, trato gastrointestinal e pele (Kumamoto, 2011).

A C. albicans é uma espécie dimorfica, ou seja, é capaz de estar em diferentes fa-
ses bioldgicas, em forma de levedura e em formas filamentosas, como pseudo-hifas e hifas
verdadeiras (Asmundsdéttir et al., 2009). As células de levedura ou blastéforo sao arre-
dondadas ou ovais (Figura 1) e possuem brotos-filhos fisicamente separados na célula-mae.
Enquanto as pseudo-hifas mostram alongamentos em diversos graus, mas com constri¢ao
entre compartimentos de células. Além disso, as hifas verdadeiras sao tubos longos sem

essas constri¢oes (Sudbery, 2001).

Figura 1 — Células de levedura de Candida albicans. Imagem de microscopia eletronica
de varredura realizada no Laboratério de Microscopia e Microandlise da Uni-
versidade de Brasilia, durante disciplina académica de MEV. Barra de escala
branca representa 1 pm.
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1.1.1 Transicao comensal para patégeno

Apesar da diferenciacdo das fases bioldgicas, as populacoes de C. albicans nor-
malmente sao encontradas com mistura entre essas morfologias. O equilibrio entre essas
formas influencia as caracteristicas da colonia, além de afetar a expressao génica, per-
mitindo adaptagao a uma variedade de ambientes microecolégicos (Slutsky et al., 1987).
Essa resposta a variacao das condigoes ambientais também esta associada a transicao
comensal para patogeno, a qual consiste na mudanca das interagoes entre o fungo e o
hospedeiro. Esse processo ativo exige nao somente uma reducao na defesa do hospedeiro,
mas também alteragdes transcricionais fingicas que culminam no preparo das células para
infec¢do (Hube, 2004).

A adesdao de C. albicans é fundamental para uma coloniza¢ao persistente, por
exemplo, na cavidade oral em que ha constante fluxo salivar. Essa adesao ocorre princi-
palmente em células epiteliais nao viaveis e nao é suficiente para causar danos ao tecido
(Samaranayake; MacFarlane, 1981), mas pode ser considerada a primeira etapa da infec-
¢ao. Posteriormente, a invasao de células epiteliais pode ser feita por endocitose induzida
ou penetragao ativa pelo fungo. No ultimo caso, é necessaria a formacao de hifas que
aumentam a expressao de genes de viruléncia. Assim, ha maior producao de fatores de
adesao, por exemplo, sequéncias semelhantes a aglutinina, e de enzimas de dissolucao de

membranas celulares, como proteases asparticas (Chen et al., 2020).

Outrossim, a filamentacao é critica para os danos causados as células epiteliais,
porque, além de ruptura mecanica devido a perfuracao pelas hifas, estas sao capazes de
escapar de células do sistema imunitario (Jacobsen, 2023). Tal fato é visto em dois me-
canismos usados por C. albicans para combater macréfagos: a proliferacdo robusta de
hifas que podem perfurar a célula e a ativagao de morte celular programada piroptotica
(Uwamahoro et al., 2014). A filamentagao é descrita como uma das principais razoes de
viruléncia, sendo uma maneira de comparacao entre Candida albicans e Candida dubli-
niensis, junto a disseminagao pelo organismo (Stokes et al., 2007). Embora a formacao
de hifas seja importante para a viruléncia, a presenca de células leveduriformes também
¢é necessaria. Tal fato é ratificado na diminuicao da viruléncia em linhagens mutantes
hiperfilamentosas de C. albicans (Mitchell, 1998).

1.2 Biofilme de Candida albicans

Biofilmes sao definidos como populagoes de células microbianas envoltas por uma
matriz. Estas células estao aderidas umas as outras e/ou a superficies ou interfaces liquido-
ar. Também possuem propriedades distintas que suas contrapartes nao sésseis (plancto-
nicas) (Costerton et al., 1995). Dito isso, um biofilme de C. albicans é composto por uma

mistura de levedura, de pseudo-hifas e de células hifais cercadas por uma matriz extrace-
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lular. Este pode se formar em dispositivos médicos e em superficies do hospedeiro, como

mucosas, células epiteliais e érgaos parenquimatosos (Kojic; Darouiche, 2004).

Em consonédncia, estima-se que 80% das infec¢oes humanas causadas por micro-
organismos estejam associadas a biofilmes, assim como espécies de Candida spp. sao as
prevalentes entre os fungos isolados de dispositivos médicos (Nobile; Johnson, 2015). As
células fungicas em biofilmes podem apresentar caracteristicas que contribuem para a
resisténcia a farmacos de biofilmes. Entre elas, tém-se mudangas na composi¢ao da mem-
brana e da parede celular e nos perfis de resposta ao estresse, além da superexpressao
de bombas de efluxo (Revie et al., 2018). Essas células resistentes podem se desprender,

proliferar e semear outros lugares, como a corrente sanguinea (Lohse et al., 2018).

Além destes mecanismos de resisténcia, a propria matriz do biofilme é um fator cru-
cial na sobrevivéncia das células. Essa matriz extracelular permite que os fungos nao sejam
amplamente atacados pelo sistema imunitario do hospedeiro, como neutréfilos (Johnson
et al., 2016). Outrossim, biofilmes de C. albicans suportam concentragbes exponencial-
mente maiores de antifingicos quando comparados as células plancténicas (Ramage et
al., 2002). Tal fato esta relacionado a abundéncia da matriz extracelular, pois a redugao

nos niveis da matriz aumenta a suscetibilidade do fungo (Al-Fattani; Douglas, 2006).

A resisténcia as moléculas antifingicas existentes e o aumento de infecgoes fungicas
trazem a necessidade de novos medicamentos (Yapar, 2014). No entanto, os altos custos e
longos prazos para o desenvolvimento de novos farmacos implicam em menos investimento
nessa area da saude, principalmente, quando nao ha garantias de um retorno financeiro
significativo (Fisher et al., 2022). Felizmente, houve um aumento expressivo em pesquisas
para melhor compreensao de biofilmes de Candida spp., o que amplia oportunidades de
geracao e de aprimoramento de novas terapias para o combate a infec¢des causadas por

estes fungos (Ajetunmobi et al., 2023).

1.3 Terapia fotodinamica (TFD)

A TFD foi descoberta de maneira acidental nos anos 1900 por Oscar Raab, o qual
descreveu a morte de paramécios em virtude de exposicao a um corante de acridina junto
a luz (Dougherty, 1987). O termo TFD foi cunhado em 1907 e, embora no inicio do século
XX tenha sido usada no tratamento de céncer de pele (Tappeiner; Jodlbauer, 1907), a
TFD nao se popularizou até 1970 com trabalhos de Dougherty envolvendo porfirina. Tais
pesquisas impulsionaram a criagao e o comércio de um medicamento fotossensibilizante,

valorizando essa terapia na oncologia (Ron; Moghissi, 2013).
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A TFD é uma abordagem terapéutica composta por trés componentes que, sepa-
radamente, sdo inofensivos, mas unidos geram espécies reativas de oxigénio (EROs): luz
visivel ou infravermelha préxima, oxigénio e fotossensibilizador (FS) (Tegos et al., 2012).
O processo fotodinamico envolve reagoes fotoquimicas providas da ativagao do FS por
meio da luz, sendo este capaz de absorver e transferir energia ou elétrons para o oxigénio
molecular, ocasionando a geracao de EROs no local a ser tratado (Dougherty; Marcus,
1992).

1.3.1 Reacdo fotodinamica

A reacao fotodindmica possui fundamentalmente dois mecanismos, os quais de-
pendem de moléculas de oxigénio. Em ambos, primeiramente, o F'S ¢é irradiado por um
comprimento de onda especifico, permitindo a absor¢ao de energia, convertendo-se do es-
tado de energia basica para um estado singlete excitado. Posteriormente, o F'S pode ir a
outro estado excitado, o triplete (Figura 2), que possui menos energia, porém uma vida
util maior, de microssegundos (107 s) ao invés de nanossegundos (107 s) (Kwiatkowski
et al., 2018).

Quimicamente, isso se deve as ligacoes duplas conjugadas presentes nos fotossen-
sibilizadores, em que, no estado fundamental singlete, estao com os elétrons pareados por
spin em seus orbitais. Entretanto, quando o F'S é excitado ao absorver energia da luz, o
elétron sofre uma mudanca de orbital e converte o FS no estado singlete excitado insta-
vel. Nesse caso, pode acontecer um processo conhecido como cruzamento intersistema, no
qual ocorre a reversao do spin daquele elétron. Devido a esse spin estar agora paralelo em
relacdo ao seu antigo par, a volta a um nivel de energia mais baixo nao é imediata, pois

precisa de uma nova mudanga de orientacao (Tegos et al., 2012).

Neste estado triplete excitado, o FS pode interagir com moléculas presentes no
meio, inclusive com o oxigénio, que ¢ um tripleto em seu estado fundamental. Tais intera-
¢Oes sao possiveis entre tripletos, diferentemente de tripleto com singleto. Os dois tipos de
reacao fotodinamica estao definidos com base na interagao priméaria do F'S, sendo a de tipo
I com o substrato (biomoléculas em geral) e a de tipo II com o oxigénio, principalmente
(Foote, 1991).

As reagbes do tipo I envolvem a produgao de radicais livres e/ou anibénicos, por
meio da transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio, gerando EROs como anion
superoxido, posteriormente, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio. Enquanto isso, as
reacoes do tipo II produzem essencialmente oxigénio singlete, uma forma bem reativa de
vida curta, por meio de transferéncia de energia entre o F'S triplete e o oxigénio molecular
triplete (Figura 2) (Foote, 1976).
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Figura 2 — Mecanismo de agdo da terapia fotodinamica por meio do diagrama de Ja-
blonski. O fotossensibilizador (F'S) pode absorver um f6ton, mudando do es-
tado fundamental para o estado singlete excitado. Posteriormente, pode-se
ocorrer um cruzamento intersistema para um estado triplete, capaz de inte-
ragir com o oxigénio (Oy) e gerar espécies reativas de oxigénio (EROs). No
mecanismo do tipo 1, ocorre a transferéncia de elétrons (e ) a partir do FS
excitado, formando anion superéxido (O5° ), radical hidroxila (*OH) e pero-
xido de hidrogénio (H0s3). Enquanto no mecanismo do tipo 2, o F'S em estado
triplete pode interagir diretamente por troca de energia com o O no estado
fundamental triplete, levando & formacao de oxigénio singlete ('O5) excitado.
As EROs geradas levam a morte celular microbiana, por meio de reagées com
paredes celulares, membranas lipidicas, peptideos e acidos nucleicos.

1.3.2 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Espécies reativas de oxigénio, como anion superoxido e perdxido de hidrogénio,
existem naturalmente na vida aerébica eucariotica. Tal fato ocorre porque o metabolismo
do oxigénio pelas mitocondrias é crucial para a sobrevivéncia das células, mas também

é fonte desses subprodutos danosos as macromoléculas (Fridovich, 2004). A homeostase

[©N

mantida por meio de agentes antioxidantes, capazes de competir com os substratos
e inibir a oxidacao. Estes agentes podem ser enzimaticos, como superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase, ou nao enzimaticos, por exemplo, vitamina C, vitamina

E, B-caroteno e glutationa (Droge, 2002).

Quando o equilibrio é perdido entre a quantidade de EROs e de agentes antioxi-
dantes, a célula entra no estado de estresse oxidativo. Sem a desintoxica¢ao, varios alvos
moleculares ficam suscetiveis a oxidacao pelas EROs, como aminoacidos, lipidios e acidos

nucleicos (Hamblin; Hasan, 2004). Por exemplo, a peroxidacao lipidica se inicia com a
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apropriacao de um elétron de um lipidio da membrana celular pela ERO, iniciando uma
reacao em cadeia que prejudica toda a estrutura. Outrossim, algumas EROs sao extre-
mamente toxicas e letais por nao possuirem antioxidantes enziméaticos para combaté-las,

como o radical hidroxila e o oxigénio singlete (Vatansever et al., 2013).

O tipo e a extensao da morte celular na TFD estao intrinsecamente relacionados
a producao de EROs e, consequentemente, ao FS utilizado. Primeiramente, a localizacao
subcelular do FS influencia devido a maioria das EROs serem altamente reativas e nao
se espalharem. Outros pontos sao a concentracao do FS e as suas propriedades fisico-
quimicas, que interferem no tipo de reacao fotoquimica que produzira mais EROs, tipo
I ou II. Além disso, a concentragdo de oxigénio e as caracteristicas da luz (comprimento
de onda e intensidade) s@o dois elementos essenciais na capacidade destrutiva da TFD
(Castano; Demidova; Hamblin, 2005).

1.3.3 Fotossensibilizador (FS)

Um FS é um complexo natural ou sintético capaz de absorver e transferir energia
luminosa. Para aplicacoes biologicas, como a TEFD, o FS precisa ter: boa estabilidade;
retencao preferencial pelas células-alvo; excrecao acelerada; toxicidade minima no escuro;
toxicidade na ativagao da luz; bom rendimento de oxigénio singlete e alta taxa de extincao

molecular (Horne; Cronjé, 2017).

A popularizagdo da TFD, com o sucesso da porfirina, culminou na busca de novas
moléculas que pudessem atuar como FS. Novas geracoes de FS foram desenvolvidas e
comercializadas, por exemplo, hipericina, rosa bengala, derivados do azul do Nilo e azul
de metileno. Além disso, outros FSs foram aplicados na clinica, como clorina, BODIPY,
tetrapirrol e ftalocianina. Dentre diversos macrociclos estudados, as ftalocianinas possuem
grande potencial como FS, pois apresentam: forte absor¢ao em comprimentos de onda de
650-800 nm (janela terapéutica); bom rendimento de oxigénio singlete; baixa toxicidade

in vitro no escuro e rapida excre¢ao pelo organismo (Gomer, 1991; Pham et al., 2021).

1.3.3.1 Ftalocianina (Pc)

A ftalocianina (Pc) é uma estrutura feita de heterociclos aromaticos, niicleos benze-
noides ligados por atomos de nitrogénio. Suas estruturas quimicas podem ser modificadas
por meio de mudancgas do fon metalico central, o que ocasiona diferencas em suas pro-
priedades fotofisicas. Alguns fons diamagnéticos permitem aos complexos de Pc um alto
rendimento de tripletos com longos tempos de vida, como os ions de aluminio, de zinco
e de silicio. Por isso, alguns exemplos de derivados de Pc sdo hexadecafluorozinco Pc,

hidroxi-aluminio P, silicio Pc e cloreto de aluminio Pc (Li et al., 2019).

Apesar de serem FSs com grande potencial, as Pcs apresentam dois principais de-
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safios mediante suas estruturas quimicas: a tendéncia de agregacao e a baixa solubilidade
em agua. Em meios aquosos, fisiolégicos, as Pcs tendem a se agregar, formando dimeros
por meio de associacao intermolecular pela hidrofobicidade. Todavia, somente mondémeros
de Pc possuem fotoatividade, ou seja, a agregacao prejudica diretamente o rendimento
de fluorescéncia; consequentemente, causa reducao de eficacia de Pc como FS (Rossetti et
al., 2011; Rak et al., 2019).

Esses desafios podem ser contornados por meio do uso da nanotecnologia. Esta é
capaz de aumentar a atividade de Pc hidrofobicas em meios aquosos, protegendo-as contra
agregacao e melhorando o tempo entre sua aplicacao e a posterior irradiacao. A nanotec-
nologia também possui potencial para aprimorar a estabilidade e a biodisponibilidade das
Pcs, influenciando no transporte até as células-alvo, evitando acimulos em outras células

e diminuindo efeitos colaterais (Jia; Jia, 2012; Santos et al., 2020).

1.3.3.2 Nanotecnologia na TFD

Por anos, a definicdo de nanotecnologia se baseou apenas em tamanho, pois se
tratava de um produto de um campo de estudo que envolve a sintese, o processamento e
a aplicagdo de materiais em nanoescala (107 m ou 1 nm). Embora o critério de tamanho,
entre 1 a 100 nm, seja conveniente, ele nao reflete a realidade cientifica da nanociéncia
(Grieneisen; Zhang, 2011). Além de possuir uma de suas dimensoes em nanoescala, uma
nanotecnologia deve ter caracteristicas fisico-quimicas derivadas desse pequeno tamanho
combinado & sua composicao e a sua estrutura quimica. Alteragoes nessas propriedades
permitem versatilidade e aprimoramento no desenvolvimento de novos produtos, diversi-

ficando as aplicagoes da nanotecnologia (Ahmeda; Ahmida; Ahmeida, 2017).

Na TFD, essa tecnologia trouxe novos veiculos de fotossensibilizantes. Estes siste-
mas visam transportar a substancia no organismo de forma a alcangar o efeito terapéutico
esperado. Por isso, a nanotecnologia trabalha tanto com direcionamento para o local-alvo
quanto com a farmacocinética do sistema (Al-Hussin; Alsayed; Yousif, 2017). Entre as di-
versas plataformas nanotecnolégicas de veiculo, algumas tém sido aplicadas na TFD para
transporte de F'S, como micelas, lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanocarreadores
e nanoemulsoes. Outrossim, também existem as que funcionam sendo o proprio FS, por

exemplo, os quantum dots (Huang et al., 2012).

1.3.3.3 Nanoemulsdes (NE)

As emulsoes sao dispersoes de dois liquidos imisciveis com aspecto macroscdpico
homogéneo, cuja interface entre as fases é estabilizada por emulsificante. Geralmente, es-
tas sa@o do tipo 6leo em agua (O/A) ou dgua em dleo (A/O). As NE, especificamente,
tém goticulas de fase dispersa com o diametro médio entre 20 a 500 nm, com aparéncia

normalmente translicida ou transparente. Essas caracteristicas sao derivadas essencial-
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mente da fase hidrofébica e das moléculas anfifilicas utilizadas, por exemplo, pequenas
moléculas de emulsificantes tendem a gerar emulsoes menores (Mason et al., 2006; Singh
et al., 2017).

As NEs mostraram vantagens para aplica¢oes na area da saude, como viabilizar a
solubilidade do farmaco de interesse, melhorando a biodisponibilidade. Também possuem
boa estabilidade cinética, devido ao pequeno tamanho, permitindo uma maior funciona-
lizagdo da molécula com aditivos. Outrossim, em comparacao as emulsoes convencionais,
as NEs tém maior area interfacial, sao absorvidas mais rapidamente e possuem boa per-
meagcao na derme. Tais questoes tém atraido pesquisadores para o uso de NEs inclusive
na TFD, reduzindo a agregagao do F'S e aumentando sua estabilidade (Moghassemi et al.,
2022).

1.3.4 Nanoemuls3o de cloreto de aluminio-ftalocianina (NEAIPc)

O uso de NEs na TFD aprimora a aplicacdo do FS, pois minimiza alteracdes em
suas propriedades fisico-quimicas em solugoes aquosas. Isso é visto no derivado de Pc, clo-
reto de aluminio-ftalocianina (AlPc), em que, quando disperso em dgua, tem sua absorcao
de luz e sua fluorescéncia significativamente reduzidas, enquanto em NE héd a absorcao
(674 nm) e a emissao de fluorescéncia (684 nm; excitagdo em 350 nm) equivalente a AlPc
em etanol (Muehlmann et al., 2015). Essa NE de AlPc foi desenvolvida na Universidade

de Brasilia (UnB), por meio do método de emulsificacao espontanea.

Este método envolve a mistura a temperatura ambiente de dois liquidos, um sendo
uma fase aquosa pura e o outro uma mistura de 6leo, surfactante e solvente miscivel em
dgua (Anton; Vandamme, 2009). No caso desta NE, o AlPc foi dissolvido em etanol, pos-
teriormente colocado na mistura de 6leo de ricino e surfactante e aquecido para remocao
do dlcool antes da emulsificacdo (Muchlmann et al., 2015). Ao se reproduzir obteve-se a
NEAIPc na concentracao final de 40 M, com um didmetro hidrodindamico médio de 27,15
+ 1,070 nm, um potencial zeta de -0,340 + 0,188 mV e um indice de polidispersao de
0,178 £+ 0,026 (Morais et al., 2024).

A TFD mediada por esta NEAIPc é capaz de induzir respostas locais e sistémicas
do sistema imunolégico contra melanoma em camundongos (Morais et al., 2024) e é eficaz
na redugao da viabilidade de carcinoma espinocelular oral in vitro (Cangussu et al., 2022).
Para além da aplicacao anticancer, esta TFD também teve bons resultados contra formas
parasitarias de Leishmania (Viannia) braziliensis (Pinto et al., 2021) e contra linhagens
de Cryptococcus neoformans e de Cryptococcus gattii, no ultimo, gerando concentragao
inibitéria minima de 12,5 nM (Ranjan et al., 2024).
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1.3.5 Dispositivos de fonte de luz

Um parametro fundamental na TFD é a dose fotodindmica, composta da quanti-
dade de fétons absorvidos pelo FS por grama de tecido. Em geral, tal dose estd intrin-
secamente relacionada as caracteristicas do FS e a luz, principalmente a taxa de fluéncia
(W/cm?) e ao tempo de irradiagao. Outro conceito fisico importante ¢ a integral da taxa
de fluéncia ao longo do tempo, conhecida apenas como fluéncia da luz, com unidade em
J/em? (Zhu; Finlay; Wilson, 2005; Algorri et al., 2021). Além disso, a distribui¢ao uni-
forme desta fluéncia dentro do alvo é o que proporciona a eficacia da TFD, dependendo
de propriedades da luz. Por exemplo, quanto maior o comprimento de onda for, maior é

a profundidade de penetracao da luz em uma terapia de pele (Ash et al., 2017).

Algumas fontes de luz populares na TFD sao lampada, laser e diodo emissor de
luz (LED). As lampadas foram as primeiras fontes artificiais usadas para TFD e possuem
baixo custo financeiro, porém tém um espectro de banda larga (300-1200 nm de com-
primento de onda) (Wilson; Patterson, 1986). Enquanto isso, os lasers sao utilizados em
TFDs superficiais e intersticiais, com luz monocromatica (espectro de banda estreita),
todavia tendem a ser grandes e requerem muita manutencao (Wilson, 2007). Por fim, os
LEDs sao pequenos, adaptaveis e de baixo custo em comparacao aos lasers, no entanto,
uma preocupacao do uso deles é a baixa eficiéncia de conversao elétrica para dptica,

gerando um efeito térmico (Kim; Darafsheh, 2020).

De maneira similar, faz-se necessario adaptar as fontes de luz em dispositivos que
atendam geometrias complexas da anatomia humana, sendo mais flexiveis. Um exem-
plo é a pesquisa em fibras dpticas plasticas em estruturas téxteis, as quais podem ser
controladas endoscopicamente para locais como ouvido, nariz, garganta, pulmoes, trato
gastrointestinal e trato urinario. Outra forma é por meio do uso de agulhas transcutaneas

para aplica¢oes mais profundas (Cochrane et al., 2013).

1.3.6 Terapia fotodindmica antimicrobiana (aTFD)

Entre a diversidade de aplicagoes da TFD, os nichos mais conhecidos sao o combate
ao cancer e a micro-organismos. A aTFD teve inicio nos anos de 1900, coexistiu com o
posterior desenvolvimento de antibidticos e cresceu significativamente apds o estopim da
resisténcia bacteriana. Outrossim, é considerada um tratamento seguro e também abrange

outros organismos, como virus, protozoarios e fungos (Wainwright et al., 2017).

O uso da aTFD para o controle de infec¢oes principalmente em ambientes de
assisténcia médica ocorre por causa de sua capacidade de inativacao de linhagens multir-
resistentes. Por exemplo, dispositivos médicos compostos por materiais antimicrobianos
viabilizam o combate a Staphylococcus aureus resistente a meticilina e a Escherichia col,

por meio da incorporacao de fotossensibilizadores em polietileno de alta densidade para
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TFD (McCoy et al., 2014). Além de aplicagoes em cateteres e em proteses permanentes, a
aTFD possui potencial na desinfeccao da dgua residual de hospital, que contém linhagens
resistentes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii
e Escherichia coli (Almeida et al., 2014).

Diferentemente dos agentes convencionais, a aTFD possibilita um ataque nao es-
pecifico as células microbianas, mediado pelo estresse oxidativo. Tal processo dificulta o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia comuns aos patégenos, como a inativacao
do farmaco e a alteracao do sitio-alvo. Além disso, a estrutura de biofilme também é um
fator prejudicado pela atividade de EROs, ja que estas abarcam biomoléculas nao ce-
lulares, como os polissacarideos presentes na matriz extracelular (Wainwright; Crossley,
2004).

Embora as EROs ataquem a matriz extracelular, uma grande dificuldade é a pe-
netragao do FS em biofilmes maduros. Por isso, é necessario o aprimoramento de FSs,
como os derivados de Pc, juntamente a nanotecnologia, potencializando as aplicagoes na
area da saude (Siqueira et al., 2022). Isso inclui tratamentos de infecgoes fingicas su-
perficiais da pele e da membrana mucosa, como as causadas por biofilmes de Candida
albicans, particularmente em pacientes imunocomprometidos (Gonzales; Maisch, 2012).
Por conseguinte, a TFD ¢é uma das alternativas que existem para se frear a resisténcia

antimicrobiana.
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2 Justificativa

Anualmente, estima-se que 1,5 milhdo de pessoas no mundo tenham candidiase
invasiva, com cerca de 60% de mortes (Denning, 2024). A principal espécie relacionada a
esta infeccao é a Candida albicans, frequentemente encontrada em associacao com biofil-
mes, sendo protegida por matriz extracelular. Os biofilmes sao um grande desafio para o
tratamento da candidiase, uma vez que resistem aos antifingicos e as respostas do sistema
imune do paciente (Nett; Andes, 2020). Além disso, é necessaria cautela ao administrar os
medicamentos atuais, como anfotericina B, pois tendem a apresentar alta nefrotoxicidade
e hepatotoxicidade (Gao et al., 2024).

As limitagoes existentes para o tratamento de infecgdes causadas por C. albicans
incentivam a busca de novas opc¢oes terapéuticas. A TFD mediada por NEAIPc possui
atividade antimicrobiana conhecida, porém nao foi testada contra biofilmes de C. albicans.
Portanto, a avaliagdo contra biofilmes é essencial para validar essa terapia como potencial

tratamento para candidiase.

2.1 Objetivos

2.1.1 Geral

Avaliar o efeito antibiofilme da TFD mediada por NEAIPc em modelos com Can-

dida albicans.

2.1.2 Especificos

o Testar condigoes experimentais para a formacao de biofilmes maduros de C. albicans

in vitro em placas de 96 pogos.

o Acompanhar o desenvolvimento do biofilme de C. albicans por meio de ensaio colo-

rimétrico e microscopia Optica.
» Padronizar o protocolo de TFD para biofilmes de C. albicans.

o Avaliar a viabilidade dos biofilmes expostos a TFD e sua correlagdo com a concen-
tracao de NEAIPc aplicada.

o Comparar a eficicia da TFD mediada por NEAIPc com a de um antifingico con-

vencional (anfotericina B).
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3 Meétodo

Neste capitulo, para melhor compreensao e transparéncia, serao descritos em or-
dem: reagentes, materiais, equipamentos utilizados; os processos de padronizagao de pro-
tocolo, tanto para a formacao dos biofilmes, quanto para a TFD; ensaios biologicos junta-
mente a TFD otimizada; ensaios de viabilidade. Todos os experimentos realizados nesta
pesquisa foram feitos com a colaboragao da Professora Doutora Ildinete Silva Pereira
e a co-orientagao da Professora Doutora Patricia de Albuquerque de Andrade Nicola,
no Laboratério de Biologia Molecular de Fungos Patogénicos (LBMFP), situado no De-
partamento de Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias Biolégicas (IB), Campus Darcy
Ribeiro, Universidade de Brasilia (UnB).

3.1 Reagentes, materiais e equipamentos

As listas de reagentes, materiais e equipamentos utilizados neste estudo estao de-

talhadas nas tabelas 1, 2 e 3 a seguir:

Tabela 1 — Reagentes utilizados para realizacao dos experimentos.

Reagente Fabricante
Agar (European Bacteriological Agar) Kasvi
Alcool Etilico Dinamica
Cloreto de potéassio J.T.Baker
Cloreto de sodio Dinamica
Fosfato dissédico Vetec
Fosfato monopotassico Dinamica
Glicerina Vetec
Hipoclorito de s6dio Oeste
MOPS sodium salt Sigma
Resazurina (AlamarBlue) Thermo Fisher Scientific
RPMI 1640 Gibco
Sabouraud Deztrose Broth FEur. Pharma./USP Kasvi
Soro fetal bovino Gibco
XTT Molecular Probes

3.2 Obtencao de biofilme de Candida albicans SC5314

Os experimentos in vitro foram desenvolvidos com a linhagem de Candida albi-
cans— SCH314. Para tanto, os procedimentos que necessitavam de ambiente estéril foram

realizados em fluxo laminar limpo com alcool 70% e com irradiagao de luz ultravioleta
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Tabela 2 — Materiais utilizados para realizacao dos experimentos.

Material Fabricante
Alga de inoculagao descartavel FirstLab
Filtro de 0,22 pm Corning
Luva de nitrilo Medix
Microtubo de centrifugacao Olen
Parafilm Kasvi
Placa de 96 pocos Corning
Placa de 96 pocos Kasvi
Placa de Petri Deskarpldas

Ponteira para pipetas

Olen, Perfecta, Sarstedt

Tubo de centrifugacao

Perfecta

Tabela 3 — Equipamentos utilizados para realizacao dos experimentos.

Equipamento Modelo Fabricante
Agitador Magnético K40-1810 Kasuvi
Autoclave AV-30Plus Phoeniz Luterco
Balanca analitica AY220 Marte
Banho-maria Isotemp 205 Fisher Scientific
Bomba a vacuo WP6111560 Millipore
Céamara de Neubauer K5-0011 Olen
Centrifuga Heraeus Megafuge Thermo Fisher
16R Scientific
Espectrofotometro Eon Biotek
Espectrofotometro SpectraMAX 190 Molecular Devices
Estufa 30°C MAO032 Marconi
Estufa 37°C 410T Ethik technology
Fluxo laminar Bioseg 09 Cl II Tipo Bioseg VECO
Al
Hemocitometro ION-1026 Digitimer
Incubadora shaker CT-712 Clientec
Medidor de pH FiveEasy FP20 Mettler Toledo
Microscépio de luz Primovert ZFISS
invertido
Pipeta Labmate Pro HTL
Pipeta multicanal Labmate Pro HTL
Refrigerador DFN41 Electrolux
Vértex SI-0246 Scientific Industries

(UV) por 15 minutos. Além disso, os materiais utilizados que continham micro-organismos

eram selados com parafilm (filme pléstico de parafina) e os descartes eram colocados em

recipientes com hipoclorito de sédio (0,2%), posteriormente autoclavados.
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3.2.1 Meios de cultura e tampao

O meio Sabouraud dextrose, amplamente utilizado para o cultivo de fungos, foi
preparado tanto na forma sélida quanto liquida. Para ambas as preparacoes, 30 g de
Sabouraud deztrose broth Eur. Pharma./USP foram dissolvidos em um litro de dgua des-
tilada, com ajuste do pH para 5,6. Na preparacao do meio solido (Sabouraud dextrose
agar - SDA), foram adicionados 15 g de agar (Furopean bacteriological agar) a solugao
antes da esterilizagdo. Apods a autoclavagem, 12 mL do meio s6lido foram distribuidos em
placas de Petri de 90 mm de didmetro, enquanto o meio liquido (Sabouraud dextrose) foi

mantido sem a adicao de dgar e permaneceu na forma liquida apds a autoclavagem.

Outrossim, o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 foi usado durante
os testes com biofilmes. O preparo deste meio foi realizado com o dobro da concentragao
indicada (2x), de acordo com (Souza-Silva et al., 2018), por meio da dissolu¢ao de 10,4
g de RPMI 1640 (com L-glutamina, 25 mM de HEPES e sem bicarbonato de sédio) e
330 mM de MOPS (3-[N-morpholino|propano sulfénico) em 500 mL de dgua destilada.
Apos o ajuste do pH para 7,0, o meio foi esterilizado por filtracao com uma membrana
de 0,22 pm com auxilio de uma bomba a vacuo, dentro do fluxo laminar em uma garrafa

previamente autoclavada.

Além disso, a solucao tampao fosfato (PBS) foi feita com base no mesmo artigo
citado (Souza-Silva et al., 2018), com 137 mM de NaCl (cloreto de sédio); 2,7 mM KCl
(cloreto de potassio); 10 mM de Na,HPO, (fosfato dissédico) e 2 mM de KHoPO, (fos-
fato monopotéssico). Depois do pH ser ajustado para 7,4, o tampao foi esterilizado por

autoclavagem.

3.2.2 Manutencao celular

A linhagem celular Candida albicans— SC5314 utilizada foi preservada em criotu-
bos contendo 50% de glicerol e 50% de meio Sabouraud Dextrose liquido, devidamente
identificados e armazenados a -80 °C. A cada semana, uma aliquota dessas suspensoes foi
estriada em placa de Petri com meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e mantida na estufa
a 30 °C por 48 h. Depois, a placa com novas colonias isoladas de fungo era guardada em

refrigerador a ~ 4 °C.

3.2.3 Padronizacao de tempo e de concentracao de células

Primeiramente, foi feito o indculo a partir de uma placa recém-semeada. Ou seja,
uma coldnia foi colocada com o auxilio de uma alga descartavel em aproximadamente 5
mL de meio Sabouraud dextrose liquido dentro de um tubo de centrifugacao de 50 mL.

Depois, o tubo foi mantido em uma incubadora shaker a 30 °C, 200 rpm, por 24 h.
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No dia seguinte, foi realizado o plaqueamento das células em duas placas de 96
pogos, uma para a formacao de biofilme em 24 h e outra em 48 h. Deste modo, o tubo
de centrifugagao de 50 mL foi retirado da incubadora shaker (Figura 3A) e submetido
a centrifugacdo a 1200 x g (Figura 3B). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 5 mL de PBS (Figura 3C), essa lavagem foi repetida por trés vezes
(Figura 3D). Na ultima ressuspensao, foram colocados 5 mL de meio RPMI 1640 no
tubo. Para se realizar a contagem de células desta suspensao-mae, foi utilizada a Camara

de Neubauer juntamente com a seguinte féormula:

°de célul tad
n de cernas contadas x fator de diluigao x 10*

n°de quadrantes

Desta maneira, com o conhecimento da concentragao da solugao-mae, foi usada a

seguinte equagao para determinar o volume necessério para o estabelecimento do biofilme:

concentracao inicial x volume inicial = concentragao final x volume final

Com isso, foi feito um estoque com as concentracgoes 1,0 x 10 células/mL e de
1,0 x 107 células/mL. Apds o preparo, foram colocados 100 ul. destes estoques em cada
poco a ser analisado, em placas de 96 pogos da Kasvi. Depois, as placas eram mantidas

em camara umida na estufa de 37 °C, uma por 24 h e outra por 48 h.

Os biofilmes formados foram lavados com PBS estéril duas vezes, com auxilio
da pipeta multicanal. Este processo consistiu em retirar o meio RPMI 1640, descarta-lo
e substitui-lo por 100 uL. de PBS. Posteriormente, este PBS foi retirado, descartado e
substituido por outros 100 pL. de PBS. Apds o descarte da segunda pipetagem de PBS,
os biofilmes receberam novamente 100 pl de PBS estéril, que foram mantidos para os

préoximos passos.

Este procedimento de lavagem dos fungos foi realizado com extrema cautela. Cada
pipetagem foi feita na parede do poco da placa de 96 pocos, evitando o contato da pon-
teira com o biofilme. Essa acao foi feita vagarosamente, de forma gradual e controlada,
demorando-se cerca de 10 segundos contados a cada movimentacao de liquido (retirar ou

colocar).

Posteriormente a lavagem, a estrutura dos biofilmes de C. albicans foi conferida e
fotografada no microscépio invertido (Primovert Zeiss) com AzioCam. Esse passo visou
garantir que a pelicula de células com matriz extracelular estivesse bem formada, sendo

descartados os experimentos que nao a apresentassem.

Apos essa analise, foram realizados testes de viabilidade. As diferentes condic¢oes

dos biofilmes foram expostas a um controle de crescimento fingico (NT) e a um con-
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Figura 3 — Lavagem do in6culo de Candida albicans SC5314 em meio Sabouraud dextrose.
Em A, o indculo apdés 24 h na incubadora shaker a 30 °C. Em B, o pellet de
células no fundo do tubo apés a primeira centrifugacao a 1200 x g. Em C, a
ressuspensao do pellet em 5 mL de PBS. Em D, o pellet antes da ressuspensao
em RPMI 1640. Barra de escala branca no canto inferior direito representa 1
cm.
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trole de atividade antifingica (anfotericina B, 1 ug/mL). Cada controle foi testado em

quadruplicata nas seguintes condigoes estudadas:

Biofilme de 24 h a partir de 1,0 x 10° células/mL

Biofilme de 24 h a partir de 1,0 x 107 células/mL

Biofilme de 48 h a partir de 1,0 x 10° células/mL

Biofilme de 48 h a partir de 1,0 x 107 células/mL

Ambos os controles foram previamente diluidos em microtubos de centrifugacao de
2 mL identificados com as siglas NT (controle de crescimento fangico) e AnB (anfotericina
B), respectivamente. O controle de crescimento fingico (NT) foi feito pela diluigao de 500
1L de meio RPMI 1640 2x em 500 puL de PBS estéril. Enquanto o controle de atividade
antifingica (AnB) foi obtido por meio da dilui¢ao de 500 uLi de anfotericina B de 2 pg/mL
em 500 puL de meio RPMI 1640 2x.

Por conseguinte, os 100 puL. de PBS foram substituidos por 100 uL. dos controles
em cada poco, seguindo este desenho experimental. Em seguida, as placas foram seladas e
deixadas na estufa de 37 °C, em camara timida, por 24 h. Apés o prazo, foram duas vezes
lavadas com PBS, como descrito anteriormente, e preparadas para o teste colorimétrico
XTT (sal de tetrazdlio).

Para a avaliacao de viabilidade celular com XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida), foram preparados, para cada placa, 12 mL de
solugdo de XTT em PBS a uma concentragao de 0,5 mg/mL. Depois do preparo, foi adi-
cionada menadiona com a concentracao final de 1 uM nesta solugdo. Assim, o PBS foi
retirado das placas e 100 uL. da solugao XTT-menadiona foram colocados em cada pogo
a ser analisado, conforme descrito previamente (Ramage et al., 2001). As placas voltaram
a estufa de 37 °C, em camara timida, por duas horas. Ao fim do prazo, as placas foram
colocadas no espectrofotometro Fon e a absorbancia foi medida ao configurar a leitura

em 490 nm.

3.2.4 Padronizacao do biofilme mediante a exposicdo ao soro fetal bovino e

padronizacdo da avaliacao de viabilidade pelo método da resazurina

Esta segunda otimizagao foi desenvolvida bem semelhante a primeira detalhada
na segao anterior (3.2.3). Entretanto, foram testadas: a exposicao prévia da placa de 96
pogos ao soro fetal bovino (SFB) inativado e a avaliacio colorimétrica pelo método da

resazurina.
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Para isto, no mesmo dia em que foi feito o inéculo (descrito anteriormente), tam-
bém foi realizada a exposicao em quadruplicata de 100 ul. de SFB inativado em cada
poco. A placa foi selada e mantida na estufa de 37 °C, em camara imida, por 24 h. Apos
o tempo estipulado, o inéculo foi submetido aos passos detalhados na se¢ao 3.2.3, porém
somente um estoque foi preparado na concentracio de 1,0 x 10°% células/mL. Posterior-
mente, a placa de 96 pocos previamente exposta teve o SFB removido e substituido por
100 puL do estoque. Também foram pipetados 100 uL. de suspensao de células em pogos
que nao foram expostos ao SFB. Ao final, a placa foi deixada na estufa de 37 °C por 24

h, em camara tmida.

Em seguida, a lavagem, a andlise em microscopio e as dilui¢des e aplicacoes dos
controles para os testes de viabilidade seguiram como explicado na secao 3.2.3. Com

excecao que as condigoes analisadas foram:

« Biofilme exposto ao SFB analisado por XTT
» Biofilme sem soro analisado por XTT
» Biofilme exposto ao SFB analisado por resazurina

» Biofilme sem soro analisado por resazurina

Apoés a lavagem da placa, a preparagao do XTT foi de acordo com o descrito no
final da secdo anterior (3.2.3), todavia foram preparados 2 mL de solugao XTT-menadiona.
Ao passo que a resazurina estava em aliquota de 10x para uso, logo foi preciso dilui-la
dez vezes em PBS, em um microtubo de centrifugacao de 2 mL. Deste modo, o PBS foi
retirado e foram pipetados 100 puL de cada uma das solugoes preparadas, seguindo as

condigoes estabelecidas.

Os biofilmes retornaram a estufa de 37 °C, em camara tmida, por duas horas.
Depois deste tempo, a absorbancia dos pocos foi medida no espectrofotometro Eon, com
leitura configurada para comprimento de onda de 490 nm. Por fim, a fluorescéncia foi
medida no SpectraMaz com comprimentos de onda de excitagao a 555 nm e de emissao a
585 nm.

3.3 Padronizacao da TFD

Apos as otimizagoes para obtencdo de biofilme, foram necessarios experimentos
para estabelecer o melhor protocolo de TFD a ser analisado o efeito da nanoemulsao de

cloreto de aluminio-ftalocianina (NEAIPc) nos biofilmes de Candida albicans.
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3.3.1 Padronizacido da concentracdo de anfotericina B

Para esta otimizacgao, o biofilme foi formado em pocos previamente expostos ao
SFB inativado, com o plaqueamento de células feito a partir de um estoque com con-
centracio de 1,0 x 10° células/mL e a placa foi mantida por 24 h na estufa de 37 °C.
Logo, foram repetidas da se¢do 3.2.4 as etapas de: in6culo, exposicao da placa ao SFB,

contagem, plaqueamento, primeira lavagem dos biofilmes e analise em microscopio.

No entanto, os biofilmes lavados foram expostos a diferentes concentragoes de anfo-
tericina B por 30 minutos. As condigoes foram: um controle de crescimento fingico (NT);
anfotericina B a 2 pg/mL e anfotericina B a 4 pug/mL. Estas solugoes foram preparadas
ajustando os parametros descritos na parte de "diluicao de controles" na secao 3.2.3. Apéds
o periodo de 30 minutos, foram realizadas as etapas de lavagem, dilui¢cao da resazurina,

exposigao a resazurina e leitura da fluorescéncia conforme detalhado no fim da segao 3.2.4.

3.3.2 Padronizacao de biofilmes em microplaca de 96 pocos

A condigao analisada neste experimento foi a formacao do biofilme em placa de 96
pocgos da Corning, ao invés da placa da Kasvi. Por isso, foram reproduzidas novamente da
secao 3.2.4 as etapas de: indculo, exposi¢do da placa ao SFB, contagem, plaqueamento,
primeira lavagem dos biofilmes e andlise no microscépio. Para a TFD, esta otimizagao
seguiu os mesmos passos detalhados na secao 3.4: diluigdo da NEAIPc e dos controles,

exposicao, lavagem, irradiacao com LED 660 nm e teste de viabilidade pela resazurina.

3.4 Experimentos biolégicos com biofilme previamente padroni-

zado

Os ensaios padronizados estao divididos entre a formacao do biofilme otimizado e
a exposicao a nanoemulsao AlPc com terapia fotodindmica também otimizada. As etapas
seguiram as recomendagoes de biosseguranga detalhadas anteriormente (segao 3.2). Devido
as otimizagoes descritas previamente, muitos passos desta secao ja foram detalhados,
entdo estdo apenas citados junto a algum possivel ajuste. Outrossim, os experimentos
foram desenvolvidos conforme uma distribuigdo especifica nas placas (Figuras 4A e 4B),

seguindo um padrao quadrangular de 6 X 6 pocos com exclusao das quatro pontas.
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Figura 4 — Distribui¢do das condigoes testadas em biofilmes otimizados na placa de 96
pocos em quadruplicata. Em A, o desenho da placa testando os controles
de crescimento fungico (NT), de atividade antifingica (anfotericina B) e as
concentragoes de nanoemulsao de cloreto de aluminio-ftalocianina (NEAIPc):
20000 nM (20 M), 10000 nM (10 M), 5000 nM (5 M), 2500 nM (2,5 uM),
1250 nM (1,25 puM) e 625 nM (0,625 pM). Em B, o desenho da placa testando
os mesmos controles e as concentragoes menores de NEAIPc: 625 nM, 312 nM,
156 nM, 78 nM, 39 nM e 19 nM. Observa-se o padrao quadrangular de 6 x 6
pocos com exclusao das quatro pontas.

3.4.1 Estabelecimento do biofilme

Apos as otimizacoes de protocolo, toda formacao de biofilme de Candida albicans
foi feita a partir de colonias isoladas de placas de Petri mais recentemente semeadas, como
exemplificada na Figura 5. Desta forma, primeiramente, foi feito o in6culo e a exposicao
das placas de 96 pogos da marca Kasvi ao soro fetal bovino (Figura 6A e 6B), seguindo

a secao 3.2.4.
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No dia seguinte, conforme descrito em "Padronizacao de tempo e de concentragao
de células" (3.2.3). O inéculo foi submetido a centrifugacao, lavado trés vezes com PBS
e, por fim, ressuspendido em meio RPMI 1640. De acordo com o detalhado nesta mesma

secao, foram feitos:

e a contagem de células em Camara de Neubauer;

« o preparo de solugdo a 1,0 x 10° células por mililitro (células/mL);

o plaqueamento em cada poco a ser analisado de 100 uL deste estoque;

« a armazenagem das placas em camara iimida na estufa de 37 °C por 24 h;

a lavagem dos biofilmes de maneira cuidadosa (Figura 7C e 7D);

e a analise em microscopio invertido, procurando possiveis sinais de contaminacao

bacteriana que acarretaria em interrupc¢ao do experimento.

Figura 5 — Semeadura de Candida albicans SC5314 em placa de Petri com meio Sabou-
raud dextrose agar (SDA). Barra de escala branca no canto inferior direito
representa 1 cm.
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Figura 6 — Placas de 96 pocos identificadas contendo soro fetal bovino (SFB). Em A,
imagem de uma placa "LED" e, em B, imagem de uma placa "DARK". Observa-
se o desenho das quadruplicatas e os pocos reservados a solugao de resazurina.
A barra de escala preta, localizada no canto inferior direito, representa 1 cm.

Figura 7 — Placas de 96 pocos contendo biofilmes de Candida albicans SC5314 apos la-
vagem. Em A, imagem de uma placa "LED" fotografada com fundo escuro.
Em B, imagem de uma placa "DARK" fotografada sem contraste com fundo
escuro. Setas brancas indicam pogos sem biofilme, enquanto setas vermelhas
indicam pogos com biofilme. A barra de escala preta, localizada no canto in-
ferior direito, representa 1 cm.

3.4.2 Protocolo de terapia fotodinadmica (TFD)

Posteriormente a formacao e a analise dos biofilmes, foi feita a preparacao para a

TFD otimizada, em ambientes de baixa luminosidade. A terapia foi realizada para testar
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as seguintes condigoes:

o Diferentes concentragoes de NEAIPc irradiadas com LED

 Controle de crescimento fungico (nao tratado) irradiado com LED

« Controle de atividade antifingica (anfotericina B) irradiado com LED
o Diferentes concentragoes de NEAIPc no escuro

« Controle de crescimento fungico (nao tratado) no escuro

« Controle de atividade antifingica (anfotericina B) no escuro

Inicialmente, foram avaliadas as concentracdes de NE de: 20 pM, 10 uM, 5 puM,
2,5 uM, 1,25 pM e 0,625 pM. Tais quais foram diluidas, seriadamente, em meio RPMI
1640 duas vezes mais concentrado (2x) em microtubos de centrifugacao de 2 mL previa-
mente identificados. Tal fato permitiu gerar 1 mL de cada concentragao de NEAIPc a ser
analisada entre 20 M a 0,625 uM. Portanto, a diluigao seriada foi feita com os seguintes

passos:

 Identificacao de microtubos de centrifugacao de acordo com a concentracao de NE-
AlPc.

o Pipetagem de 1 mL de meio RPMI 2x em cada microtubo.

» Pipetagem de 1 mL da solugao estoque de NEAIPc de 40 uM (Figura 8) no micro-
tubo identificado como 20 pM.

o Homogeneizagao da mistura em vértex por alguns segundos, para nao criar bolhas.
« Pipetagem de 1 mL da NEAIPc de 20 uM no microtubo identificado como 10 M.
o Homogeneizagao da mistura em vértex por alguns segundos, para nao criar bolhas.

» Repeticao do processo até a concentracao desejada de NEAIPc no experimento pro-
posto (0,625 puM).

Todavia, foram feitas outras triplicatas que analisaram os efeitos de concentragoes
menores de NEAIPc (625 nM, 312 nM, 156 nM, 78 nM, 39 nM e 19 nM). Desta maneira,
foi feito um estoque de 1250 nM a partir de outras duas dilui¢des prévias do estoque de
40000 nM (40 puM). Primeiramente, a solugao de 40000 nM foi diluida em adgua Milli-Q)
estéril para 5000 nM e, esta ultima foi diluida para 1250 nM. Dito isso, a dilui¢ao seriada

para o experimento seguiu a logica descrita antes, apenas mudando o comeco:
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Figura 8 — Estoque da nanoemulsao AlPc na concentracdo de 40 pM. Barra de escala
preta representa 1 cm.

 Identificacao de microtubos de centrifugacao de acordo com a concentracao de NE-
AlPc.

» Pipetagem de 1 mL de meio RPMI 2x em cada microtubo.

» Pipetagem de 1 mL da solugao estoque de NEAIPc de 1250 nM no microtubo iden-
tificado como 625 nM.

o Homogeneizagao da mistura em vértex por alguns segundos, para nao criar bolhas.
o Pipetagem de 1 mL da NEAIPc de 625 nM no microtubo identificado como 312 nM.
o Homogeneizagao da mistura em vértex por alguns segundos, para nao criar bolhas.

» Repeticao do processo até a concentracao desejada de NEAIPc no experimento pro-
posto (19 nM).

Além disso, a preparacao dos controles foi baseada nas diluigoes relatadas na se¢ao
3.2.3, com excecao do controle de atividade antifingica (anfotericina B). A concentragao
testada de anfotericina B (AnB) foi de 4 pug/mL, logo diluiram-se 500 pLi de anfotericina
B de 8 pug/mL em 500 ul. de meio RPMI 1640 2x. Assim, para a exposi¢gao a NEAIPc
e aos controles, os 100 uL. de PBS que estavam nos pocos foram retirados e substituidos
por 100 pLi de cada concentracao a ser analisada em quadruplicata. Em seguida, as placas
foram cobertas por papel aluminio e mantidas em cadmara umida na estufa de 37 °C por

30 minutos.
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Apo6s os 30 minutos, houve a lavagem das placas (descrita em 3.2.3) e, subsequen-
temente, a inativacao fotodinamica pela irradiacao da luz LED 660 nm. A placa controle
DARK foi colocada coberta de papel de aluminio na estufa de 37°C. Enquanto isso, os
biofilmes da placa "LED" foram irradiados com o LED 660 nm (Figura 9) desenvolvido
pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narcizo de Souza e seu aluno de mestrado André de Lima
Silva Mariano, no Laboratério de Instrumentaciao e Software do Instituto de Fisica (IF)
da UnB. Tal procedimento seguiu os parametros: irradiancia de 60 mW /cm? e fluéncia de
108 J/ecm? (Nunes, 2023). Os quais corresponderam a 50% da poténcia do LED, a uma
duracao de 30 minutos e a distancia de 9 cm entre o LED 660 nm e a placa irradiada
(Figura 10).

Figura 9 — Equipamento LED de 660 nm criado no Laboratério de Instrumentacao e
Software do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia. O dispositivo esta
montado dentro de um fluxo laminar ligado previamente esterilizado. Barra de
escala vermelha no canto inferior direito representa 10 cm.
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Figura 10 — Inativacao fotodindmica pela irradiagdo da luz LED 660 nm em uma placa
'"LED". O dispositivo estd montado dentro de um fluxo laminar ligado previa-
mente esterilizado. Barra de escala branca no canto inferior direito representa
10 cm.

3.5 Ensaios de viabilidade celular

Estes ensaios foram realizados de modo a avaliar o efeito da TFD com NEAIPc

sob os biofilmes de C. albicans.

3.5.1 Método colorimétrico da resazurina

Apoés a otimizagao, os testes de viabilidade celular foram feitos utilizando a ava-
liagdo por método colorimétrico da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido),
Alamar-Blue, de acordo com protocolo prévio (Dias et al., 2024). Tal ensaio foi detalhado
na secao 3.2.4. As placas LED e DARK tiveram o PBS retirado e foram expostas a so-
lugdo de resazurina, 100 pl. por poco, e incubadas a 37 °C, por duas horas. Outrossim,
foi feito um controle de apenas resazurina, em quadruplicata. No fim, a fluorescéncia dos
pocos foi medida utilizando o leitor de microplacas SpectraMax com modo de leitura de
fluorescéncia. As condigoes de leitura foram configuradas com comprimentos de onda de
excitagdo a 555 nm e de emissdo a 585 nm. A leitura foi realizada no modo endpoint,

coletando dados brutos em leitura manual.
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3.5.2 Contagem de unidades formadoras de colonia

Posteriormente ao protocolo de TFD, os biofilmes em PBS foram desfeitos meca-
nicamente. Este passo consistiu em raspagem das células do fundo dos pocgos e fluxo de
liquido, com o auxilio de uma pipeta de 200 pL. Depois, biofilmes de um pogo de cada
condi¢ao testada foram transferidos para microtubos de centrifugacao previamente iden-
tificados. Para maior ruptura da estrutura do biofilme, os microtubos foram submetidos

a uma homogeneizagao vigorosa em vortex.

Outrossim, foram feitos dois grupos com diluicoes distintas em PBS:

o Diluigoes de 1:10, 1:100 e 1:200 para as condi¢oes na placa "DARK" com excegao
do controle de atividade antifiingica (AnB) e para o controle de crescimento fingico
(NT) da placa "LED".

e Diluigdes de 1:1, 1:10 e 1:100 para as condi¢oes na placa "LED" com excecao do
controle de crescimento fingico (NT) e para o controle de atividade antifingica
(AnB) da placa "DARK".

Apo6s ruptura, homogeneizacao e diluicao dos biofilmes, cada condic¢ao testada foi
plaqueada em placas de Petri tripartidas, contendo meio SDA, previamente identificadas.
Foram transferidos 20 pL. de cada uma das trés diluigbes em cada espaco da placa tri-
partida. Posteriormente, o liquido foi espalhado com auxilio de pérolas de vidro estéreis,
as quais foram removidas subsequentemente. Essas placas foram seladas e mantidas na
estufa de 30 °C por 24 h. Por fim, a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC)

foi feita com hemocitometro.

3.6 Analise de dados

Todos os ensaios de padronizagoes foram realizados em apenas uma ocasiao em
quadruplicata técnica, enquanto os testes biolégicos foram feitos em quadruplicata técnica
em trés experimentos independentes, no caso do método da resazurina, e em duplicata,
em relacao a contagem de UFC. Para as andlises estatisticas, foi utilizado o teste de
andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparagoes
multiplas. Considerou-se um valor de p < 0,05 como significativo. As andlises foram
realizadas utilizando Google Sheets e GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). Outrossim,
resultados qualitativos foram avaliados no teste de viabilidade da resazurina, devido a

mudanca de coloragao observada entre os controles e as condigoes investigadas.
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4 Resultados e Discussao

Este capitulo, para melhor organizacao, esta dividido em: otimizagoes gerais, tanto
de biofilme, quanto de protocolo para terapia fotodindmica (TFD); e ensaios de viabilidade

dos biofilmes apés TFD mediada por nanoemulsao de cloreto de aluminio ftalocianina

(NEAIPc).

4.1 PadronizacGes

Com o objetivo de estabelecer o melhor protocolo para desenvolvimento do biofilme
de Candida albicans, foi realizada uma série de refinamentos antes dos ensaios biol6gicos da
TFED mediada por NEAIPc. Estes resultados de otimizacao estao detalhados abaixo, mas,
em resumo, foi selecionado o biofilme de 24 horas a partir da concentracao de 1,0 x 10°
células/mL, formado em pogos previamente expostos a soro fetal bovino (SFB). Além
disso, a concentracao de anfotericina B escolhida como controle de atividade antifiingica

foi a de 4 ug/mL e o teste de viabilidade escolhido foi o método colorimétrico da resazurina.

4.1.1 Formacao de biofilme

Um biofilme de C. albicans possui os seguintes estagios sequenciais para sua for-
macao: adesao das leveduras ao substrato; proliferacao celular; maturagao com presenca
de pseudo-hifas, de hifas e com produgao da matriz extracelular; e dispersao de leveduras
para novas colonizagoes (Rakhmatulina; Lipova; Nyanenko, 2024). Desta maneira, a téc-
nica de formacao de biofilmes equivalentes no fundo dos pogos de placas de microtitulacao
de 96 pocos passou a ser a mais usada em pesquisas com fungos, juntamente com a detec-
cao de atividade metabdlica de células presentes neles, por meio de leitura colorimétrica
(Pierce et al., 2010; Wall et al., 2019).

Durante o estabelecimento de um biofilme, na fase intermediaria (12 h a 30 h),
inicia-se o processo de maturagao com a producao de matriz extracelular e, posteriormente
(38 h a 72 h), essa matriz fica tao densa que envolve todo o material celular (Chandra et
al., 2001). Uma vez que diferentes condigoes de crescimento interferem nas caracteristicas
estruturais a serem formadas (Mathé; Dijck, 2013), os primeiros experimentos de otimi-
zacao (subsegao 3.2.3) visaram estabelecer um tempo de formacao (24 h ou 48 h) e uma

concentragao inicial de células (1,0 x 10° células/mL ou 1,0 x 107 células/mL).

Em uma analise minuciosa durante a observagao no microscopio invertido, foi pos-
sivel constatar a presenca tanto de blastosporos quanto de pseudo-hifas e hifas associadas

a uma matriz. Tal fato ratificou que o biofilme de 24 h, com matriz extracelular e di-
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Figura 11 — Estrutura dos biofilmes de Candida albicans formados em 24 e 48 horas com
diferentes concentragoes iniciais de células (1,0 x 10% e 1,0 x 107 células/mL)
em placas de 96 pogos. Nas imagens A e B, sao exibidos biofilmes formados
com a concentragdo de 1,0 x 10° células/mL apés 24 h e 48 h de incubagdo,
respectivamente. As imagens C e D mostram biofilmes formados a partir da
concentragao de 1,0 x 107 células/mL, com a formacido observada apés 24 h e
48 h de incubagao. As setas vermelhas indicam a ruptura do biofilme apds a
lavagem. A barra de escala (100 pm) estéd localizada no canto inferior direito
de cada imagem.

versidade de células, poderia ser considerado maduro (Kaneko et al., 2013; Tsui; Kong;
Jabra-Rizk, 2016). Outrossim, a figura 11 revela semelhanga entre condigoes testadas para
a formacdo dos biofilmes: de 24 horas na concentragao inicial de 1,0 x 10° células/mL

(Figura 11A) e de 48 horas na mesma concentragao (Figura 11B).

Entretanto, a condigao de 24 h a partir da concentracio de 1,0x 107 células/mL foi
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descartada pela falta de integridade do biofilme (Figura 11C). Apéds a etapa de lavagem,
foram vistas falhas na estrutura, provavelmente ocasionadas pela perda de células durante
o procedimento. Portanto, nao foi viavel observar a morfologia caracteristica de biofilme:
heterogénea, composta por uma rede densa de células e matriz extracelular (Pierce et al.,
2010; Ahmady et al., 2024). Outrossim, variagdes na quantidade de células nos biofilmes
afetam diretamente a resisténcia deles a antifingicos, sendo que biofilmes de Candida
albicans SC5314 com alta densidade celular (107) podem necessitar de uma concentracio
de anfotericina B 64 vezes maior para atingir a mesma inibi¢cdo que os de menor densidade
(10%) (Perumal; Mekala; Chaffin, 2007).

Nesta otimizagao, no quesito suscetibilidade a anfotericina B avaliada pelo ensaio
colorimétrico do XT'T, nao houve diferencas significativas entre as atividades metabodlicas
de biofilmes desenvolvidos a partir das concentracdes de 1,0 x 10¢ células/mL e de 1,0 x
107 células/mL (Figura 12). Tal resultado, entre as concentragoes, se repetiu tanto em
biofilmes de 24 quanto nos de 48 horas. Por fim, a concentragao de 1,0 x 10° células/mL
foi selecionada, conforme artigos publicados do grupo de pesquisadores do Laboratério de
Biologia Molecular de Fungos Patogénicos (Dias et al., 2020). Por conseguinte, para as
otimizacoes posteriores, foi escolhida a condi¢ao experimental de biofilme de 24 h a partir

de uma concentragio 1,0 x 10° células/mL.
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Figura 12 — Viabilidade pelo método XTT dos biofilmes de Candida albicans formados
em 24 e 48 horas com diferentes concentracoes iniciais de células (1,0 x 10° e
1,0x 107 células/mL), nas condigoes de controle de crescimento fingico (NT)
e exposto a anfotericina B a 1 pug/mL (AnB). Os dados s@o expressos como
porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle de crescimento fuingico
(100%). As barras representam a média + erro padrao da média (EPM). *P
< 0,05 wvs. controle de crescimento fangico (NT) no tempo de 24h; #P < 0,05
vs. controle de crescimento fungico (NT) no tempo de 48h.
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4.1.2 Soro fetal bovino e avaliacao colorimétrica

Os soros sao estudados ha mais de 50 anos como forma de induzir filamentagao em
C. albicans, associado a condi¢oes como aumento de temperatura e disponibilidade de gli-
cose (Landau; Dabrowa; Newcomer, 1965; Barlow; Aldersley; Chattaway, 1974; Gutzmann
et al., 2024). O uso de soro de mamiferos para estimular a filamentagao de C. albicans
é feito também com o objetivo de imitar o ambiente in vivo de hospedeiros (Sachivkina;
Podoprigora; Bokov, 2021). Somado a isso, nao apenas a presenca de SFB resultou em um
aumento significativo no desenvolvimento do biofilme em ensaios de quantificacao de bio-
massa, como também uma maior formacao de tubo germinativo em andalises microscépicas
(Delaney, 2021).

Além disso, a proteina albumina sérica é abundante em SFB e, principalmente
quando nao ligada a acidos graxos, possui a capacidade de se ligar ao farnesol livre e
sequestra-lo (Gutzmann et al., 2024). O farnesol ¢ uma molécula de comunicagao célula-
a-célula (quorum-sensing) responséavel pela inibi¢ao da transigao levedura-hifa em C. al-
bicans, processo essencial para a formagao e para a regulacao do biofilme (Ramage et
al., 2002). Os niveis desta molécula sao autorregulados pelo fungo e as alteragoes estao
relacionadas com mecanismos celulares distintos, como resposta ao estresse, sensibilidade

a antifingicos e mudancas de morfologia (Nickerson et al., 2024).

Devido a relevancia dos soros em estudos com C. albicans, foram feitos experi-
mentos a fim de testar a exposicao dos pogos ao SFB antes do plaqueamento de células
para o desenvolvimento do biofilme. Na analise feita no microscopio invertido, as imagens
observadas apresentaram aspecto de rede tridimensional estruturada, tipico de biofilme
de C. albicans (Ahmady et al., 2024). Morfologicamente, a prévia exposicao ao SFB nao
ocasionou diferengas em relagdo ao biofilme sem soro (Figura 13). Tais morfologias pre-
sentes em pogos expostos ao SFB (Figura 13B e 13D) e em pogos sem o soro (Figura 13A

e 13C) contém leveduras, filamentagdo e matriz extracelular.

No entanto, as mudancas causadas pelo SFB nestes biofilmes podem estar relaci-
onadas a um aspecto além do morfologico. Visto que a adaptacao de Candida albicans
ao SFB leva a regulagdo de processos celulares durante o desenvolvimento de hifas, como
aumento de: aquisi¢ao de energia; metabolismo de lipidios; resposta ao estresse; apoptose
e producao de proteinas de adesao para estabelecimento de um ponto de apoio ao biofilme
(Aoki et al., 2013). Outrossim, biofilmes de C. albicans também regulam positivamente a
expressao de genes de viruléncia, incluindo os HWP1 e ALSS, associados ao crescimento
invasivo e a indugao de endocitose (Samaranayake et al., 2013). Mutagdes no gene ALSS3,
por exemplo, formam biofilmes desorganizados e finos, com cerca de metade da biomassa

comparados aos de tipo selvagem (Zhao et al., 2006).

Para a avaliacao da viabilidade destes biofilmes, foram testados dois ensaios de
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Figura 13 — Estrutura de biofilmes de 24 horas formados a partir da concentragdo inicial
de 1,0 x 10°® células/mL testando a exposicao ao soro fetal bovino (SFB). Em
A e C, observam-se biofilmes formados em pocos nao expostos previamente
ao SFB, enquanto B e D mostram biofilmes desenvolvidos em pocos com
exposicao prévia ao SFB. Nao hé diferencas consideraveis na morfologia destes
biofilmes ao comparar A com B e C com D. As imagens A e B mostram rede
densa de células em um fundo branco, enquanto nas imagens C e D esta rede
estd em contraste com fundo azul escuro. As barras de escala brancas no
canto inferior direito representam 200 ym em A e B, e 100 ym em C e D.
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atividade metabdlica, ambos métodos colorimétricos. Ensaios de biorredugao, como XTT
(2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil )- 2H-tetrazolio-5-carboranilida), podem ser usados
para medir atividade citotéxica e apresentam-se eficientes da mesma forma que o teste
de contagem de colonias vidveis (Ramage et al., 2001; Filipi¢ et al., 2024). Outrossim,
tal correlagao também é observada em ensaios de viabilidade que utilizam resazurina em
biofilmes de C. albicans, os quais mostram maior sensibilidade em resultados medidos em
fluorescéncia (Repp; Menor; Pettit, 2007; Filipié¢ et al., 2024).

Portanto, a viabilidade destes biofilmes foi avaliada por XTT e pela resazurina.
Os grupos controles de crescimento fungico (NT) tiveram mudanga na colora¢do como
esperado de biofilmes viaveis, cujo metabolismo esta ativo. Esses grupos avaliados pelo
XTT ficaram alaranjados, enquanto pela resazurina ficaram rosados (Figura 14). Outros-
sim, os grupos controles de atividade antifingica, por meio de anfotericina B, nao tiveram
mudangas expressivas de coloracdo, permanecendo amarelados (método XTT) e azulados

(método da resazurina) (Figura 14).

Figura 14 — Ensaios de viabilidade de biofilmes de Candida albicans pelos métodos co-
lorimétricos da resazurina e do XTT. A esquerda, quatro quadruplicatas de
biofilmes formados sem a exposicdo ao SFB. A direita, quatro quadruplicatas
de biofilmes formados com a exposi¢ao prévia dos pogos ao SFB. Os testes
feitos com a resazurina estao: em rosa, controle de crescimento fingico (NT)
e, em azul, controle de atividade antifingica (AB). Enquanto, os ensaios com
XTT estao: em laranja, controle de crescimento fungico (NT) e, em amarelo,
controle de atividade antifungica (AB). A barra de escala branca, localizada
no canto inferior direito, representa 1 cm.

Essa mudanca de cor ocorre devido a propriedades cromogénicas do XTT e da
resazurina. Desta maneira, assim que reduzidos por oxidorredutases e desidrogenases de-
pendentes de NAD(P)H, ha formacao de formazan (laranja) e de resofurina (rosa), respec-
tivamente (Braissant et al., 2020). Tais coloragoes ratificaram os resultados quantitativos

que apresentaram, em ambos os testes, diferencas estatisticas significativas entre os con-
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troles de crescimento fangico (NT) e os controles de atividade antifingica (anfotericina B
- AnB) (Figura 15). Além disso, tanto no XT'T quanto na resazurina, nao houve distingao
na estatistica de valores entre os grupos nao tratados sem soro e com exposicao ao SFB
e entre os controles de anfotericina B sem soro e com exposi¢do ao SFB (Figura 15).
Estas analises foram feitas separadamente, respeitando os valores absolutos de cada teste,

absorbancia para o XT'T e fluorescéncia para resazurina.
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Figura 15 — Viabilidade dos biofilmes de Candida albicans determinada pelos ensaios co-
lorimétricos de XTT (laranja) e resazurina (azul) em diferentes condigoes
experimentais: sem soro (NT: controle de crescimento fingico e AnB: ex-
posto a anfotericina B a 1 pug/mL) e em pogos previamente expostos ao soro
fetal bovino (SFB-NT: controle de crescimento fungico e SEFB-AnB: exposto a
anfotericina B). Os dados sao expressos como porcentagem de viabilidade em
relagdo ao controle de crescimento fingico (100%). As barras representam a
média + erro padrao da média (EPM). *P < 0,05 vs. controle de crescimento
fingico (NT) do método XTT; #P < 0,05 vs. controle de crescimento fangico
(NT) do método resazurina.

A avaliagao das porcentagens normalizadas, pelos grupos controles de crescimento
fungico de cada condicao (sem soro e exposto ao SEB) e de cada teste colorimétrico (XTT
e resazurina), mostrou diferenga estatistica entre os grupos expostos ao antifiingico (AnB).
Ou seja, os biofilmes avaliados pela resazurina tiveram maior resisténcia a anfotericina
B quando comparados aos biofilmes avaliados por XTT. Esta andlise ratificou que a
resazurina possui maior sensibilidade em comparacao ao XTT (Scorzoni et al., 2016).
Logo, foi selecionada para os proximos experimentos a avaliagdo metabodlica pelo método

colorimétrico da resazurina, com leitura de fluorescéncia.
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4.1.3 Anfotericina B

Espécies de Candida sp. possuem resisténcia a farmacos antifingicos mesmo no
estado de células planctonicas. Estes mecanismos incluem a superexpressao de bombas de
efluxo e as mutagoes em genes relacionados a componentes da parede celular e a enzimas-
alvo de farmacos (Lee et al., 2021). Quando em estado de biofilme, essa resisténcia pode
ser somada a outros processos multifatoriais e mecanicamente complexos. Os quais estao
principalmente atribuidos a matriz extracelular, a regulacao dessas bombas de efluxo e a

presenca de células persistentes (Kaur; Nobile, 2023).

Por conta disso, somente alguns antifingicos sao indicados para o tratamento de
infecgoes invasivas, como formulagoes de anfotericina B (Marcos-Zambrano et al., 2016;
Qian et al., 2022). A resisténcia a anfotericina B é rara, possivelmente pela dificuldade de
evolugao neste contexto, uma vez que mutantes de C. albicans resistentes apresentam hi-
persensibilidade a estresse oxidativo, a temperaturas elevadas e prejuizos na filamentacao,

consequentemente na invasao de tecidos de hospedeiros (Vincent et al., 2013).

Dito isso, este agente fungicida foi escolhido como controle positivo de atividade
antifingica nos ensaios bioldgicos desta pesquisa. A concentragao de inibi¢ao de biofilmes
de C. albicans SC5314 maduros foi baseada em estudo anterior que reportou 1 pug/mL para
reduzir em 50% a viabilidade, quando incubada por 24 h (Dias et al., 2020). Todavia, na
TFED, o tempo de exposicao a nanoemulsao de AlPc foi de 30 minutos. Portanto, o controle
positivo de atividade antifingica também deve seguir as mesmas condi¢oes testadas, nao
podendo ser utilizada a concentracao de 1 pg/mL valida para incubagdo por 24 h. Tal
questao impulsionou esta padronizagao da quantidade ideal de anfotericina B em novo

protocolo, testando as concentragoes de 2 pug/mL e de 4 pg/mL.

Nesta otimizacao, a exposicao ao antifingico resultou na perda de viabilidade dos
biofilmes (Figura 16), conforme esperado. Entretanto, nenhuma das concentragdes pro-
duziu diferencas estatisticamente significativas quando comparadas dentro de seus grupos
experimentais (SFB e sem soro). Outrossim, os biofilmes sem exposi¢ao ao soro tiveram
maior suscetibilidade as duas concentragoes do antifingico quando comparados aos biofil-
mes formados em pogos expostos previamente ao SFB. Tal fato corrobora a andlise feita

anteriormente no primeiro experimento que testou o uso de SFB (subsegao 4.1.2).

Além disso, o procedimento de lavagem neste experimento desencadeou o despren-
dimento significativo de células dos pocos sem exposicao prévia ao SFB, apresentando
falhas nos biofilmes visiveis macroscopicamente (Figura 17B). Isso influenciou direta-
mente no resultado da avaliagao colorimétrica por resazurina, em que é possivel verificar
a coloragao fracamente rosada das quadruplicatas do grupo controle de crescimento fun-
gico (NT) sem soro (Figura 17A). Tal resultado também se refletiu na anélise dos valores

absolutos de fluorescéncia, pois a condi¢do controle de crescimento fuingico sem soro é
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Figura 16 — Viabilidade pelo método da resazurina dos biofilmes de Candida albicans ex-
postos a anfotericina B em concentragoes de 2 ug/mL (AnB-2) e de 4 pug/mL
(AnB-4) por 30 minutos. Os ensaios foram realizados em pocos previamente
expostos ao soro fetal bovino (SFB) e em pogos sem soro (Sem soro). As
condigdes controle de crescimento fingico (NT) também foram avaliadas. Os
dados sao expressos como porcentagem de viabilidade em relagao ao controle
de crescimento fingico (100%). As barras representam a média + erro padrao
da média (EPM). P < 0,05 vs. controle de crescimento fingico (NT).

estatisticamente diferente da condi¢ao controle de crescimento fingico em pocos expostos
ao SFB.

Uma etapa critica no inicio do desenvolvimento do biofilme é a adesao, em que as
células se fixam ao substrato e umas as outras, ocasionando agregacao celular e producao
de hifas. Com isso, minimas diferencas no material desta superficie acarretam respostas
distintas, mediadas por reguladores genéticos (Gulati; Nobile, 2016). Outrossim, a perda
da integridade da estrutura do biofilme, por exemplo, danos a matriz, interfere diretamente
na resisténcia dos fungos a antimicrobianos, uma vez que pode atuar como barreira fisica

(Al-Fattani; Douglas, 2006).

Além de um impedimento fisico de biodisponibilidade de farmacos, essa matriz
autoproduzida que envolve as células é feita de biopolimeros, principalmente proteinas e
carboidratos (Zarnowski et al., 2014). Entre eles, os [5-1,3-glucanos sao componentes es-
truturais que possuem afinidade com antifingicos, como fluconazol e anfotericina B, tendo
a capacidade de reté-los na matriz antes de chegarem as células-alvo (Vediyappan; Ros-

signol; d'Enfert, 2010). Desta forma, a falta de integridade desta matriz, como observada
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Figura 17 — Ensaio de concentragio de anfotericina B (AnB) para exposi¢ao por 30 minu-
tos. A esquerda de cada imagem, mostram-se trés colunas de quadruplicatas
de biofilmes formados com a exposi¢ao prévia dos pogos ao SFB (SFB) e, a
direita, trés colunas sem a exposi¢ao ao soro (Sem). Os grupos experimentais
sao identificados como: NT, controle de crescimento fingico; 2, concentracao
de 2 pug/mL de AnB; 4, concentracao de 4 pg/mL de AnB. Em A, os resulta-
dos de coloracao do teste com resazurina, em rosa, biofilmes com metabolismo
ativo e, em azul e em roxo, biofilmes com menor atividade metabdlica. Em B,
observam-se pocgos apds as lavagens iniciais dos biofilmes. Seta roxa aponta
um biofilme integro do grupo experimental de exposi¢ao prévia ao SFB (a
esquerda). Seta vermelha indica ruptura dos biofilmes sem contato com SFB
(a direita). As barras de escala preta, localizadas no cantos inferiores direitos,
representam 1 cm.

na figura 17B, leva & maior suscetibilidade a anfotericina B (Figura 17A). Em virtude do
desprendimento dos biofilmes sem soro apos a lavagem, a condicdo de exposicao prévia

dos pocgos ao soro fetal bovino foi escolhida para os ensaios posteriores.

4.1.4 Marcas de placas de poliestireno

A ancoragem do biofilme ao substrato depende de uma série de respostas celula-
res, além da producdo de hifas. Tal afirmagao é ratificada em estudos que demonstram
diversidade fenotipica de biofilmes gerados em placas de agar com variacao de nutrientes
presentes nos meios de cultura, como aminoécidos e fontes de carbono (Dunn et al., 2020).
Por isso, foi testada a placa de 96 pogos da marca Corning, em comparagao com a da

Kasvi, visando a melhor performance na formacao de biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 18 — Comparacao do desenvolvimento de biofilmes de Candida albicans SC5314
em placas de 96 pogos das marcas Corning (A e B) e Kasvi (C e D). Em A,
observa-se a filamentacdo com alguns agregados de células e espagos vazios
proeminentes quando comparados a imagem C. O padrao se repete em B em
confronto com D. Setas pretas indicam falhas na estrutura entremeada de
células, em rede. Barras de escala brancas localizadas nos cantos inferiores
direitos representam 100 ym, em A e C, e 50 um, em B e D.

Apesar da presenca de filamentacao, o biofilme na placa da marca Corning nao
apresentou a estrutura densa e entremeada tipica de um biofilme maduro (Nobile; John-
son, 2015). Na anédlise no microscépio invertido, foi possivel observar falhas em contraste
com as morfologias desenvolvidas na placa da marca Kasvi (Figura 18). Logo, a condigao

escolhida para os principais ensaios biologicos de TFD foi a placa da marca Kasuvi.

4.2 TFD em biofilmes de Candida albicans

Novas opgoes terapéuticas para tratar infecgdes fungicas sao estudadas, devido as
limitagoes de tratamento para erradicagdo desses patégenos (Barros et al., 2020). Este
cenario é visto na espécie Candida albicans que possui a capacidade de formar um bio-

filme bem estruturado, dificultando a penetracao de antifingicos (Al-Fattani; Douglas,
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2004), restringindo sua identificacao e protegendo-se do sistema imunoldégico do hospe-
deiro (Chandra et al., 2001). Considerando essas informagoes, a TFD ¢é descrita como
uma forma promissora de combater agentes infecciosos, com a possibilidade de controle
espago-temporal do tratamento e relativamente poucos efeitos colaterais (Zhou et al.,
2021).

A nanotecnologia utilizada nesta pesquisa, NEAIPc, demonstrou anteriormente
atividade contra células planctonicas fingicas. Nas espécies testadas do género Candida
spp., a TFD mediada por NEAIPc mostrou inibi¢ao do crescimento fingico na concentra-
¢ao de 50 nM em C. glabrata, 25 nM em C. parapsilosis e 12,5 1M em C. albicans (Nunes,
2023). Outro estudo testando uma nanoemulsao de AlPc diferente em células de levedura
planctonicas de C. albicans apresentou resultados semelhantes apenas na concentracao de
450 nM (Rodrigues et al., 2020).

Embora ambas as pesquisas tenham adotado protocolos semelhantes de TFD, as
concentragoes de inibigcao foram expressivamente distintas. Os pardmetros de TFD foram:
exposi¢ao & NE por 30 minutos e irradiagao a 107,49 J/cm? e a 100 J/cm?, respectivamente
(Rodrigues et al., 2020; Nunes, 2023). Essa diferenga de 7,49 J/cm? influencia na atividade
fotodinamica e na inibicao fingica. Tal fato é comprovado em Cryptococcus neoformans
expostos a uma mesma concentragdo de AlPc em NE por 30 min, em que a TFD com
irradiacdo a 10 J/cm? resultou em menor viabilidade que a 5 J/cm? (Rodrigues et al.,
2012).

Outrossim, bons resultados contra C. albicans sao apresentados em pesquisas com
outras nanotecnologias que contém ftalocianina mediando a TFD. No entanto, nota-se
uma escassez na quantidade de estudos em biofilmes de C. albicans (Siqueira et al., 2022).
Em comparagdo com células nao sésseis, biofilmes possuem maior resisténcia a antiftin-
gicos, sendo usadas concentragoes exponencialmente maiores para inibir o crescimento
(Lamsal et al., 2021).

Isso ¢ ratificado ao se usar complexos de ftalocianina soliveis em agua de silicio
(SiPcl) como FS em TFD contra C. albicans, houve uma completa inibigdo em células
planctonicas na concentracao de 1800 nM. Todavia, em biofilmes, a concentragdo mais
alta, 5800 nM, s6 foi capaz de gerar uma inibi¢do reduzida apds irradiacdo em aplicagoes
fracionadas (Mantareva et al., 2011a). Por isso, os primeiros ensaios desta pesquisa foram
realizados com dosagens significativamente maiores de F'S em comparacio a concentracao
inibitéria minima de 12,5 nM de NEAIPc alcangada em células nao sésseis de C. albicans
(Nunes, 2023).

Em conformidade, os ensaios biolégicos de TFD descritos na se¢ao 3.4, com biofil-
mes otimizados de C. albicans, mostraram inibi¢gdo do metabolismo desses fungos (Figura
19). A mudanca de coloragao de azul para rosa no teste da resazurina é um indicativo

visual resultante da reducao do composto, consequentemente uma maneira de detectar
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Figura 19 — Ensaio de viabilidade dos biofilmes de Candida albicans SC5314 avaliada pelo
método da resazurina apés terapia fotodindmica com nanoemulsao de cloreto
de aluminio-ftalocianina (NEAIPc). Observam-se o controle de crescimento
fungico (NT), o de atividade antifingica (AnB) e, ao centro, as quadruplicatas
das concentracoes de 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2,5 pM, 1,25 uM e 0,625 pM de
NEAIPc, em ordem decrescente, de cima para baixo (como descrito na se¢ao
3.4, figura 4A). Em A e em C, respectivamente, imagens das placas “LED”
e “DARK?” vistas de cima. Em B e em D, imagens do fundo das placas
“LED” e “DARK” |, na mesma ordem, sendo possivel visualizar a turbidez
do biofilme pré-formado. Pocos com coloragao em rosa indicam biofilmes com
metabolismo ativo e, em azul-violeta, menor atividade metabdlica. Setas azuis
apontam pogos contendo solugao pura de resazurina. Barras de escala pretas
nos cantos inferiores direitos representam 1 cm.

células metabolicamente ativas (Herman et al., 2024). Portanto, os biofilmes do controle
'"DARK" (Figuras 19C e 19D), sujeitos apenas a exposi¢do a NEAIPc sem a luz, nao
tiveram seus metabolismos afetados, visto que ficaram rosas, assim como o controle de
crescimento fangico (NT). Em contraste, a inativagdo fotodindmica (Figuras 19A e 19B)
foi efetiva em todas as concentragoes testadas de NEAIPc, de 20000 nM a 625 nM (20
uM, 10 pM, 5 pM, 2,5 uM, 1,25 pM e 0,625 pM).

A menor concentracao (625 nM) aqui testada resultou em redugao de atividade
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metabdlica dos biofilmes, irradiados com fluéncia de 108 J/cm? pelo LED de 660 nm.
Em comparagao, 800 nM de metaloporfirina tetracatidonica (ZnP hexil) resultou em 80%
de reducao de viabilidade a partir de ensaios de MTT, porém este FS foi exposto a
uma luz de 410 nm (Souza et al., 2022). Em termos de FS com ftalocianina, uma NE
cationica de zinco Pc obteve uma reducao de 55,33% (0,35 log) em biofilmes de C. albicans.
Diferencialmente, essa reducgao foi com irradiacdo de LED 660 nm com uma fluéncia de
26,3 J/cm? (Junqueira et al., 2012).

Os ensaios seguintes foram realizados com diluicoes seriadas sequenciais de NE-
AlPc, resultando em ao todo seis concentracoes: 625 nM, 312 nM, 156 nM, 78 nM, 39
nM e 19 nM. A viabilidade dos biofilmes apdés a TFD com essas concentracoes menores
resultou em gradiente de cores, devido & reducao da resazurina (Figura 20). As linhas
de quadruplicatas das concentracoes de NEAIPc estdo em ordem decrescente, de cima
para baixo (como descrito na segao 3.4, figura 4B). E possivel perceber que h4 uma apro-
ximagao de tonalidade com o controle de crescimento fingico (NT), em rosa, conforme
as concentragoes de NEAIPc¢ diminuem (Figuras 20A e 20B). Tal transi¢do de cor nao
acontece na placa controle "DARK', apenas a condigao de 4 pug/mL de anfotericina B

apresenta discrepancia do tom rosaceo (Figuras 20C e 20D).

Afim de ratificar a deteccao visual do método da resazurina, foi feita uma anélise
quantitativa com base nos resultados de fluorescéncia obtidos em todos os experimen-
tos, realizados em trés dias independentes (descrito na subsegao 3.5.1). Essa leitura de
fluorescéncia garante uma maior sensibilidade de deteccao de células viaveis, devido a
formagao de resofurina que é altamente fluorescente e medida em comprimentos de onda
de excitagao de 560 nm e emissao de 590 nm (Filipi¢ et al., 2024; Herman et al., 2024).
Desta maneira, ao se considerar a média dos valores de controle de crescimento fingico
(NT) como 100% de viabilidade, foi perceptivel o efeito inibitério da TFD mediada por
NEAIPc (Figura 21).

Dito isso, diferentes composicoes de AlPc em NE mostram variabilidade na inati-
vacao de C. albicans. Em outra pesquisa, biofilmes submetidos a TFD foram expostos a
uma NE cationica, a uma NE anionica e ao AlPc livre, todos em uma concentragao de
31800 nM, e posteriormente irradiados a 100 J/cm? com LED de 660 nm. A viabilidade
fangica avaliada pelo ensaio do XT'T mostrou que, com a NE cationica, houve uma redu-
cao de 70%, enquanto com o AlPc livre, a diminuicao foi de 34%. Todavia, o resultado
mais discrepante foi o da NE anionica, que nao obteve diferenca na viabilidade dos bio-
filmes (Ribeiro et al., 2012). Em contraste, nossa NEAIPc com uma concentragao cerca
de 19 vezes menor (625 nM) promoveu uma queda de 80% de viabilidade de biofilmes de
C. albicans (Figura 21A). Isso se deve a composi¢ao quimica do F'S estar intrinsecamente

relacionada a eficicia da TFD (Castano; Demidova; Hamblin, 2005).

As duas NE, apesar da presenca de AlPc, foram desenvolvidas por protocolos
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Figura 20 — Ensaio de viabilidade dos biofilmes de Candida albicans SC5314 avaliada pelo
método da resazurina apés terapia fotodindmica com nanoemulsao de cloreto
de aluminio-ftalocianina (NEAIPc). Observam-se o controle de crescimento
fungico (NT), o de atividade antifingica (AnB) e, ao centro, as quadruplicatas
das concentracoes de 625 nM, 312 nM, 156 nM, 78 nM, 39 nM e 19 nM de
NEAIPc, em ordem decrescente, de cima para baixo (como descrito na se¢ao
3.4, figura 4B). Em A e em C, respectivamente, imagens das placas “LED”
e “DARK” vistas de cima. Em B e em D, imagens do fundo das placas
“LED” e “DARK” , na mesma ordem, sendo possivel visualizar a turbidez
do biofilme pré-formado. Pocos com coloragao em rosa indicam biofilmes com
metabolismo ativo e, em azul-violeta, menor atividade metabdlica. Setas azuis
apontam pogos contendo solugao pura de resazurina. Barras de escala pretas
(A e C) e brancas (B e D), nos cantos inferiores direitos, representam 1 cm.
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Figura 21 — Viabilidade pelo método da resazurina de biofilmes de Candida albicans ex-
postos a cloreto de aluminio-ftalocianina (AlPc), em nanoemulsao, no escuro
(linha preta) ou sob irradiagio com luz vermelha (A 660 nm, 108 J/cm?)
em protocolo de terapia fotodindmica (TFD, linha azul). Em A, é exibida
a viabilidade celular em funcao da concentragao de AlPc; a linha desconti-
nua alaranjada expressa a viabilidade de biofilmes expostos a 4 pg/mL de
anfotericina B das placas “DARK”. *p < 0,01 para cada concentracao na
comparagao escuro vs TFD. Em B, é expressa a area sob a curva (ASC)
calculada com os resultados expressos em A; # p < 0,0001 vs escuro.

diferentes, os quais causaram mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas de cada uma,
incluindo o potencial Zeta. Espera-se que FSs catidnicos sejam melhor internalizados,
devido a presenca de radicais anidnicos na superficie das células fingicas (Ruiz-Herrera
et al., 2006). Tal questao é ratificada em nanoparticulas poliméricas de curcumina que
mostraram atividade fotodindmica contra biofilmes de C. albicans quando cationicas, mas
nao reduzem a viabilidade fingica quando aniénicas (Gutierrez et al., 2017; Sakima et al.,
2018). Ainda assim, a NEAIPc aqui testada possui um potencial Zeta de -0,340 + 0,188

mV, sugerindo uma carga mais aniénica (Morais et al., 2024).

Outra caracteristica importante para a eficicia da TFD é o tamanho do FS, uma
vez que a penetragdo em biofilmes pode ocorrer por meio de difusdo em canais de dgua
quando os nanossistemas tém até 130 nm, permitindo uma maior entrega de FS (Liu et
al., 2019). Tal fato é confirmado em maior inibigdo de micro-organismos quando hé uma
diminuigdo de nanoparticulas com FS, de aproximadamente 260 nm para 80 nm (Chen;
Chen; Tsai, 2012; Fabio et al., 2023). Desta forma, a NEAIPc avaliada possui um didmetro
hidrodinamico de 27,15 4+ 1,070 nm (Morais et al., 2024) e este tamanho reduzido pode
explicar a presenga de inibi¢gdo metabdlica até a concentragao de 156 nM (Figura 21A).
Semelhantemente, micelas poliméricas carregadas com azul de metileno com didmetros
de 25,8 + 1,8 nm, também tiveram atividade fotodinamica contra biofilmes de C.albicans
(Soares et al., 2023).
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Os efeitos observados da NEAIPc foram intrinsecamente relacionados a TFD, ou
seja, a irradiacao das placas com o LED de 660 nm desenvolvido no IF da UnB. Tal
evidéncia é corroborada com a diferenca estatistica significativa entre os controles do
escuro ("DARK") e os biofilmes inativados fotodinamicamente ("LED") (Figura 21B).
Esta avaliacao da NEAIPc quando nao irradiada é essencial na TFD, pois procura-se

idealmente FSs que possuem baixa toxicidade no escuro (Gunaydin; Gedik; Ayan, 2021).

Além disso, confirmando o ensaio colorimétrico da resazurina, o teste de contagem
de UFC mostrou diferenga entre os biofilmes irradiados (TFD) e nao irradiados (Figura
22). Em concordancia, resultados de TFD mediada por outros derivados de Pc também
foram expressivos contra micro-organismos. Biofilmes de C. albicans foram inativados apés
TFD com irradiagao de 50 J/cm? (635 nm) e 6000 nM de complexos de Pc de gélio (III)
cationicas soltiveis em dgua e de zinco Pc (Mantareva et al., 2011b). Outrossim, em um
biofilme multiespécies composto por Streptococcus mutans, Lactobacillus casei e Candida
albicans, a TFD mediada por AlPc encapsulado em nanoparticulas de quitosana obteve
uma reducao de 100 vezes o niimero de células vidveis comparada ao controle (Cavalcante
et al., 2022).
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Figura 22 — Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de biofilmes de Candida
albicans apds exposi¢do a nanoemulsdo (NE) contendo cloreto de aluminio-
ftalocianina (AlPc) no escuro (linha preta) ou sob irradiagdo com luz ver-
melha (A 660 nm, 108 J/cm?) em protocolo de terapia fotodindmica (TFD,
linha azul). Em A, é exibido o niimero de UFC em fungao da concentragao de
AlPc; a linha descontinua alaranjada expressa a UFC de biofilmes expostos a
4 pg/ml de anfotericina B das placas “ DARK”. Os quadrados azuis represen-
tam as replicatas irradiadas (TFD), enquanto os circulos pretos representam
as replicatas nao irradiadas (escuro). As linhas representam as curvas de ten-
déncia para cada condigdo. Em B, é expressa a area sob a curva (ASC) de
UFC em funcao da concentracao de AlPc em nM; *p < 0,001 vs Escuro.

Modelos de biofilmes estaticos in vitro sao frequentemente usados em pesquisas,

porém nao apresentam o mesmo desenvolvimento de biofilmes in wvivo (Yawata et al.,
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2016). As células de C. albicans in vivo normalmente estao sob fluxo constante, sofrendo
descolamento continuo, por exemplo na cavidade oral (Dijck et al., 2018). Embora ainda
nao haja a aplicagdo de TFD com essa NEAIPc em modelos in vivo de C. albicans, outra
NE com AlPc encapsulado apresentou resultados positivos em lesoes orais de camundongos
imunocomprometidos (Carmello et al., 2016). Essa TFD foi capaz de reduzir a infeccao
por C. albicans e nao promoveu efeitos adversos no tecido da lingua; em sete dias, os

animais estavam saudaveis (Carmello et al., 2016).

Um desafio das NEs é que podem gerar reagoes téxicas em altas dosagens, de-
vido aos surfactantes presentes nas formulagoes (Pavoni et al., 2020). Entretanto, nossa
NEAIPc nao mostrou sinais de toxicidade em camundongos BALB/c fémeas saudaveis
durante a avaliacao de efeitos antileishmania. Os animais foram expostos topicamente na
base da cauda com uma dose de 50 uL. de NEAIPc a cada trés dias durante 15 dias. Além
deste ensaio, nao foi detectado acimulo de AlPc em nenhum 6rgao extraido posterior-
mente (Pinto et al., 2021). Por fim, com o objetivo de estudar os efeitos da TFD mediada
por esta NEAIPc em tecido gengival normal, 40 ul. de NEAIPc foram injetados sete dias
antes da extracao de dente de pacientes. Essa terapia foi bem tolerada, com breves efeitos

adversos e todos reversiveis (Moraes et al., 2015).
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5 Conclusao

Os resultados ressaltam que a TFD mediada por NEAIPc possui efeito antibiofilme
em modelos com Candida albicans. Primeiramente, a otimizacdo de protocolo para o
estabelecimento de um biofilme bem estruturado in wvitro resultou em uma exposicao
prévia ao SFB da superficie a ser formada o biofilme, o qual é feito a partir estoque de
células na concentragao de 1,0 x 10° células/mL a serem plaqueadas e mantidas 24 h na
estufa de 37 °C. Posteriormente, a padronizacao da TFD permitiu testes de exposicao
a concentragoes de NEAIPc que variam de 20000 nM a 19 nM, com irradiacdo a 108
J/cm?; 30 min, de LED 660 nm desenvolvido no IF da UnB. Finalmente, as avaliagoes
de viabilidade fingica, pelo método colorimétrico da resazurina e por ensaio de contagem
de unidades formadoras de colonias, resultaram em inibicao estatisticamente significativa
dos biofilmes de C. albicans. Por conseguinte, é plausivel considerar o potencial da TFD

mediada por NEAIPc como uma alternativa para o combate a candidiase.

5.1 Perspectivas

Este trabalho de TFD mediada por NEAIPc em biofilmes de C. albicans pode ser

aprimorado com, correlacionado com e expandido para:

e microscopia eletronica de varredura, afim de observar efeitos da TFD com NEAIPc

na morfologia dos biofilmes de C. albicans;

» microscopia confocal de varredura a laser, para avaliar internalizagao e localizacao
da NEAIPc nos biofilmes de C. albicans;

o futuros ensaios in vivo com C. albicans;

« avaliacao de efeito da TFD com NEAIPc em biofilmes multiespécies, como C. albi-

cans associada a Streptococcus spp. ou a Staphylococcus spp.;

« avaliacao de efeito da TFD com NEAIPc em outras espécies de Candida spp., como

C. auris;

 avaliacao de efeito da TFD com NEAIPc em fungos causadores de infec¢oes de pele,

como Fonsecaea spp..
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