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Avaliacdo do efeito da agua ozonizada em diferentes concentracdes em biofilmes de

Candida albicans — estudo in vitro

RESUMO

Este estudo teve como objetivo, comparar a agdo antimicrobiana da &gua ozonizada (AO) nas
concentracdes de 43 e 70 pg/mL, ao hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI), sobre biofilme de C.
albicans. Apo6s formacdo do biofilme em placas de poliestireno, foram empregadas as
metodologias de contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), quantificacdo da biomassa
por cristal violeta (CV), determinacéo da atividade metabolica e avaliacdo da expressao génica por
gRT-PCR. A contagem de UFC mostrou reducéo de 93,7% e 98,5% para AO 43 e 70 pg/mL e de
99,9% para NaOCI. A reducdo da biomassa foi de 71,8% para o NaOClI, e de aproximadamente
66% para ambas as concentracdes de AO. Para viabilidade, houve reducédo de 43,3% e 58,3%, para
AO nas concentragdes 43 e 70 ug/mL, e 83,7% para 0 NaOCl. Os dados de gRT-PCR, mostraram
pequena diminuicdo na expressao dos genes als3, bcrl, hwpl e cphl, para als3 houve reducédo de
4,2%, berl 3,1 %, hpwl 9,7% e cphl 7,8%. Em conclusdo, AO e NaOCI foram eficazes na reducéo
do biofilme de C. albicans, no entanto a efetividade a AO, foi menor que 0 NaOCI, sugerindo que
0 0z0Onio possa ser utilizado como adjuvante na remogéo de biofilmes.

Palavras-chave: 0zonio, candidose oral, biofilme dental, desinfetante.



Evaluation of the effect of ozonated water at different concentrations on Candida

albicans biofilms — in vitro study

ABSTRACT

This study aimed to compare the antimicrobial action of ozonized water (OA) at concentrations
43 and 70 pg/mL, to 2.5% sodium hypochlorite (NaOCI) on C. albicans biofilm. After biofilm
formation on polystyrene plates, the following couting methodologies were applied: Colony
Forming Units (CFU), quantification of biomass by crystal violet (CV), determination of metabolic
activity and evaluation of gene expression by gRT-PCR. The CFU count showed a reduction of
93.7% and 98.5% for AO 43 and 70 pg/mL and 99.9% for NaOCI. The biomass reduction was
71.8% for NaOCI, and for AO concentrations in order of 66% for both. About viability, there was
areduction of 43.3% and 58.3% for AO at concentrations 43 and 70 pg/mL, and 83.7% for NaOCI.
The gRT-PCR data demonstrated a small decrease in the expression of the genes als3, bcrl, hwpl
and cphl, for als3 there was a reduction of 4.2%, bcrl 3.1%, hpwl 9.7% and cphl 7.8%. Finally,
AO and NaOCI were effective in reducing the biofilm of C. albicans, however the effectiveness of
AO was lower than NaOCI, suggesting that ozone can be used as an adjuvant for biofilm removals.

Keywords: ozone, oral candidiasis, dental biofilm, disinfectant.
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INTRODUCAO

A cavidade bucal é um ecossistema microbiol6gico em equilibrio e, como em outras
superficies do corpo, tem uma microbiota diversificada, podendo formar biofilmes estrutural e
funcionalmente muito organizados. Dentre 0os microrganismos que compdem esta microbiota,
além das bactérias, grande parte é constituida de leveduras do género Candida, sendo a espécie
C. albicans presente na cavidade bucal em, aproximadamente 50% da populagdo humana,
geralmente como comensal, sem causar prejuizos [1]. Entretanto, em determinadas
circunstancias, como imunossupressdo, xerostomia e uso de proteses, por exemplo, podem se
tornar patogénicas, ocasionando quadros como, candidose atréfica crdnica, estomatite e
doencas fangicas disseminadas, que apresentam alto risco, em pacientes hospitalizados, como
pneumonia aspirativa, que normalmente sdo induzidas por microrganismos das proteses [2,3].

C. albicans, tem sido considerada uma espécie resistente em infeccdes bucais e
principalmente endod6nticas e possivel causadora de falhas nos tratamentos. Esta resisténcia
pode ser atribuida aos fatores de viruléncia, como dimorfismo, formacéo de tubo germinativo,
capacidade de realizar rapidas modificac¢des fenotipicas, fenomeno denominado de “phenotypic
switching” adesinas, produc@o de enzimas, como fosfolipases e proteinases e a habilidade de
combater o estresse oxidativo e nitrico produzido por células fagociticas, subsequentemente
evadindo da agdo do sistema imune, além da capacidade de formagao de biofilmes [4].

Os biofilmes séo estruturas complexas de microrganismos aderidos a uma superficie
bidtica ou abidtica, embebidas em uma matriz de substancia polimérica extracelular (SPE). A
complexidade estrutural do biofilme permite a organizacéo de populagfes de microrganismos,
além de oferecer protecdo contra as respostas imunolégicas do hospedeiro, acdo de agentes
antimicrobianos, e atuam como fontes de infeccdes [5].

Deste modo, as solucgdes irrigadoras sdao de grande importancia, principalmente o
tratamento endod6ntico, pois, além de apresentarem propriedades antissépticas e capacidade de
remover residuos, lubrificam as paredes dentinarias, até mesmo aquelas que ndo possuem
atividade antimicrobiana, apresentam eficécia fisica na diminuicdo da microbiota endoddntica.
O NaOCI (hipoclorito de sédio) é um agente poderoso para eliminagdo de microrganismos em
superficies, no caso das proteses dentérias [6].

O NaOCI em diversas concentracdes tem sido a solu¢do mais utilizada durante décadas,
embora sua concentracdo ideal, que varia entre as concentracdes de 0,5% a 6%, nao tenha sido
universalmente definida, devido a sua excelente agdo como solvente de material inorgénico e
amplo espectro antimicrobiano [7]. Porém, o NaOCI apresenta alguns efeitos colaterais como

hemorragia, ulceracdes em pele e edema quando utilizados em altas concentragdes [8,9], sua
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citotoxicidade é a maior desvantagem quando injetado por acidente nos tecidos periapicais,
apresentando ainda gosto e cheiro repulsivo, assim como tendéncia em manchar as roupas, € a
capacidade de desencadear reacOes alérgicas. Dessa forma, soluges irrigadoras igualmente
efetivas, porém mais seguras, sao desejaveis [10].

Levando em consideracdo as limitagdes do NaOCI, o 0zonio estd sendo apresentado
como um possivel agente alternativo devido a sua capacidade antimicrobiana e baixa toxicidade
[11]. O ozb6nio € um oxidante muito forte e seletivo, que por meio de oxidacdo, é capar de
destruir biomoléculas e paredes celulares de diversos microrganismos [12]. Ele pode corroborar
em casos de infecgdes persistentes quando o NaOCI ja foi utilizado e principalmente onde o
NaOCI ndo deve ser usado devido a sua toxicidade [13].

O o0z6nio, também conhecido como oxigénio triatdmico e trioxigénio, € um composto
natural que consiste em trés atomos de oxigénio. As propriedades microbioldgicas e
metabolicas, nas fases gasosa e aquosa, o tornam um desinfetante muito Gtil contra bactérias,
fungos, protozoarios e virus [3,14]. A ozonioterapia é considerada uma terapia alternativa e tem
varios efeitos positivos, mas, dependendo da dose, pode resultar em efeitos nocivos para o
individuo. Os principais efeitos positivos relatados em humanos sdo baseados em trés fungdes
principais: antimicrobiano, equilibrio antioxidante/oxidante e efeitos imunomoduladores [15].

E aceito que o potencial oxidante do ozdnio induz a destruicio das paredes celulares e
membranas citoplasmaticas de bactérias e fungos [2], e durante esse processo, 0 0zonio ataca
glicoproteinas, glicolipidios e outros aminoacidos inibindo e bloqueando o sistema de controle
enzimético da célula [16] resultando em um aumento na permeabilidade da membrana, o
elemento-chave da viabilidade celular, levando a cessacdo funcional imediata. Entdo, as
moléculas de ozonio podem entrar prontamente na célula e causar a morte do microrganismo
[2]. A terapia com oz6nio tem sido testada como agente alternativo ao NaOCI, como fonte
complementar de desinfeccdo no preparo quimio-mecénico de canais, eliminacdo de
microrganismos de proteses dentais e em doencas bucais. Alguns autores demonstraram que a
terapia com ozonio tem resultados semelhantes quando comparados com o NaOCI na reducéo
de microrganismos e biofilme de C. albicans [17,18].

Seja qual for o método de desinfec¢do eleito, existem limitagcdes que dificultam esta
desinfeccdo, como a complexidade anatdbmica dos canais radiculares, a presenca de um
ambiente quimico complexo e a maturidade do biofilme presente.

Sendo assim esse trabalho teve por objetivo avaliar de maneira in vitro o
comportamento do biofilme de C. albicans submetido a tratamentos a base de 4gua ozonizada
(AO) e NaOCI, assim como, comparar a atividade metabdlica, producdo de biomassa e
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quantificacdo por Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) e avaliar, por gRT-PCR (PCR
quantitativo em tempo real), a expressdo dos genes als3, bcrl, cphl, efgl e hwpl, em
celulas do biofilme de C. albicans com e sem tratamento com AO.



15

METODOLOGIA
2.1. Modelo de estudo

Estudo do tipo experimental qualitativo.

2.2. Microrganismo e condicdes de cultivo
Foi utilizada a cepa padrdo de C. albicans (ATCC 90028). O microrganismo foi
estocado em caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI) (Oxoid, Brasil LTDA) com glicerol a —80
°C. Para os testes, a levedura foi inoculada em caldo BHI e incubada em estufa a 37 °C por 24
h. Posteriormente, foi cultivada em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid, Brasil LTDA) e
em CHROMagar® Candida (Kasvi, Sdo José do Pinhais, Parand, Brasil) para verificar a pureza

da cultura.

2.3. Preparo e obtencéo das solugdes

Agua ozonizada (AO): A solucio AO foi preparada 5 minutos antes da sua utilizagdo por meio
do aparelho gerador de ozénio (Ozone & Life Ltda, Modelo O&L1.5 RM, Séo José dos
Campos, Sdo Paulo, Brasil). Para tanto, foi utilizado oxigénio com grau de pureza medicinal e
com fluxo regulado entre 1,0 L/min a 0,125 L/min de acordo com a concentracao desejada. As
concentragdes de produgdo do gas ozonio permitidas por este aparelho variam de 5 a 70 pg/mL.
Foi utilizada agua bidestilada estéril, num volume de 50 mL e resfriada (8 °C+ 2,0 °C). O gés
ozonio foi ajustado no gerador para as concentra¢fes requeridas para 0 modelo experimental,
nas concentragdes de 43 ¢ 70 pg/mL.

Hipoclorito de sodio (NaOCI): Foi obtido do fabricante Asfer Industria quimica Ltda. em

concentracdo de 2,5%.

2.4. Formagcao do biofilme
O biofilme de C. albicans, foi realizado de acordo com Chandra et al., (2001) [19],
com algumas modificacdes.

Primeiramente, foi preparado um indculo a partir das leveduras previamente cultivadas
Sabouraud Dextrose Caldo (SDB) (Oxoid, Brasil LTDA) incubadas em estufa a 37 °C por 24
h. Apos esse periodo, as células foram coletadas por centrifugacdo 3000 rpm, lavadas duas
vezes em tampdo salina fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7,2 e ajustadas a concentracdo de 1x10’
células/mL por contagem em cémara de Neubauer. Foram adicionados 200 pL do indculo
diluido em SDC, em placas de poliestireno de 96 pocos, com fundo chato (TPP®, Switzerland).

As placas foram incubadas por 2 h a 37 °C, sem agitacdo, para aderéncia das células. Em
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seguida, o sobrenadante foi removido e 0s pocos gentilmente lavados trés vezes, com PBS 0,01
M para remocao das células ndo aderidas. Em seguida, foram adicionados 200 puL de meio SDB
e incubadas por 24 h a 37 °C, ap0s esse periodo, o sobrenadante foi novamente removido e 0s
pocos gentilmente lavados trés vezes, com PBS 0,01 M. Em seguida, foram adicionados 200
pL de meio SDC e incubadas por mais 24 h a 37 °C, totalizando 48 h. Decorrido esse periodo,
0 sobrenadante foi removido e adicionado as solugfes de AO e NaOCI, deixando agir por 30
minutos. Apos o periodo de tratamento, as solucdes testadas foram removidas, 0s pocos lavados
trés vezes com PBS 0,01 M, para posterior quantificacdo dos biofilmes. Como controle positivo

0s pogos foram inoculados com C. albicans, sem tratamento com as solugdes testadas.

2.5. Quantificacdo do biofilme por contagem de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFCs)

Apos o tratamento e a formagéo do biofilme, as placas foram agitadas em vortex por 5
minutos. Em seguida, 50 pL deste contetdo foi transferido para tubos tipo Eppendorf contendo
450 pL de solugdo fisioldgica 0,85% esterilizada obtendo uma dilui¢do de 101, A partir desta
suspensdo inicial, foram realizadas diluigdes seriadas de 102, 10~ e 10 e aliquotas de 100 puL
de todas as dilui¢des foram semeadas em cinco em placas SDA com cloranfenicol. Como
controle positivo, leveduras foram incubadas somente com meio de cultura. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, para posterior contagem de UFCs e os resultados foram expressos
em UFC/mL.

2.6. Quantificacdo da biomassa por Cristal Violeta (CV)

O método de quantificacdo da biomassa foi adaptado da técnica descrita por Silva et al.,
(2009) [20]. Apo6s formacdo de biofilmes em placas de poliestireno de 96 pocos (TPP®,
Switzerland), e tratamento com as solucdes irrigantes, estas foram removidas, e 0S po¢os
lavados trés vezes com PBS. Apods a lavagem, os biofilmes foram fixados com 200 pL de
metanol, por 15 minutos. Em seguida este foi removido, e as placas ficaram em temperatura
ambiente até completa secagem. Entdo, 200 pL de solucdo de CV (1% v/v) foram adicionados
a cada poco, seguido de incubacdo por 5 minutos. Apds este periodo, a solucdo de CV foi
removida, e 0s pocos foram cuidadosamente lavados com &gua destilada estéril ¢ 200 uL de
acido acético (33% v/v) foram adicionados para dissolucdo do corante. Por fim, o conteido de
cada poco foi transferido para uma nova placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida em leitor

de microplacas (Biotek modelo Epoch) em comprimento de onda de 570 nm.
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2.7. Determinacdo da atividade metabolica do biofilme pelo ensaio de reducdo MTT
Uma medida semiquantitativa da formagéo de biofilme foi obtida a partir do ensaio de
reducdo do 3, (-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo (MTT) (Sigma —
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA), o qual se baseia na interacdo do sal tetrazolium com
mitocondrias ativas, produzindo o composto formazan. Como descrito por Wang et al., (2012)
[21]. Foram adicionados 100 uL de solugéo de MTT na concentracdo de 5 mg/mL, dissolvido
em PBS, com incubacgéo a 37 °C, por 3 horas. Apos esse periodo, a solugdo foi removida, e
foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), por 15 minutos. O contetdo de cada
pogo foi transferido para uma nova placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida em leitor de
microplacas (Biotek modelo Epoch) em comprimento de onda de 570 nm.
Tanto os resultados da quantificacdo da biomassa por CV e atividade metabdlica por

MTT foram expressos em porcentagem de inibicdo (% IN) de acordo com a seguinte férmula:

% IN = {1- [(AE-CN)/(CP-CN)]} x 100, onde:
AE = absorbancia dos pocos tratados;
CN = absorbancia dos pogos contendo branco (apenas meio de cultura);
CP = absorbancia dos pocos sem tratamento (leveduras sem tratamento com as solugdes

irrigantes).

2.8. Extracéo de RNA total

A extragdo de RNA foi realizada no Laboratério de Micologia, Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro — RJ. Para
extracdo de RNA os biofilmes foram formados de acordo com item 2.4, em placas de
poliestireno de 06 pocgos, com fundo chato (TPP®, Switzerland). Todo material plastico e
reagentes utilizados foram DNase/RNase free e para ozonizacdo foi usada agua UltraPure™
DEPC (dietilpirocarbonato) (Sigma — Aldrich, San Luis, Missouri, EUA). O tratamento foi
realizado com AO na concentragio de 70 pg/mL, da mesma maneira que foi realizado para os
métodos anteriores. As células foram tratadas nos tempos de 24 e 48 h, por uma hora. Apds o
tratamento, a AO foi retirada e foi colocado 1 mL de TRIzol Reagent (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, EUA) no primeiro poco, o qual foi transferido para os seguintes até a remoc¢éo
total de biofilme. Como controle, pocos foram inoculados com C. albicans, sem tratamento
com AO.
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Para extracdo de RNA foi utilizado TRIzol Reagent, conforme protocolo recomendado
pelo fabricante. A concentragdo de RNA foi quantificada no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e armazenadas a -80 °C.

2.9. Tratamento com DNase e sintese de cDNA

Quantidades iguais de RNA (1 pug) foram tratados com DNAse | (1 U/mL) (Sigma Aldrich,
San Luis, Missouri, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A seguir, 0 RNA
foi transcrito para cDNA utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA). Esta reagéo foi incubada a 25 °C durante
10 minutos, 37 °C 120 min, 85 °C 5 minutos, 4 °C intermitente. Apos este periodo foram
adicionados 80 uL de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e armazenados a -20 °C até

sua posterior utilizacdo na gRT-PCR.

2.10. PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Os cDNAs foram entdo utilizados nos ensaios de qRT-PCR. As reacdes de amplificacdo
foram realizadas por 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, apds a desnaturacdo inicial a
95 °C por 10 min, em reacfes de 20 pL contendo 2 pL de cada oligonucleotideo, 10 pL da
mistura completa para PCR contendo SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e 4 ul da reacdo de cDNA molde. As sequéncias de
oligonucleotideos senso e antisenso estdo listados na Tabela 1. O gene constitutivo actl (“Actin
1) foi usado como controle endégeno. Os oligonucleotideos senso em antisenso foram

desenhados com base nas sequéncias gendmicas completas obtidas do banco de dados de C.

albicans (http://www.candidagenome.org/) e do NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando-se o programa GeneRunner

(https://gene-runner.software.informer.com/6.0/) As sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores desenhadas para este estudo estdo listadas na Tabela 1.

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas em triplicata para cada amostra de
cDNA, no equipamento AriaMx Real-time PCR System (Agilent, Santa Clara, CA). Os valores
de expressdo foram normalizados através do método de comparacgdo do ciclo limiar Ct (cicle
threshold), pela seguinte equagdo: 24T, onde ACt= ACt alvo—ACt endégeno [22]. Os resultados
também foram submetidos a analise da curva de desnaturacdo ou curva de melting, a fim de

confirmar a especificidade da amplificagdo. Uma curva padréo relativa foi gerada agrupando
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uma aliquota de cada amostra de cDNA diluida em série de 1:5 até 1:125. O teste t de Student
foi aplicado nas andlises estatisticas. Foram consideradas diferengas estatisticamente
significantes quando p < 0,05.

2.11. Andlise estatistica
Quanto a analise estatistica, o programa utilizado foi o GraphPad Prism 8.0®. Os
ensaios para as analises de UFC, CV e MTT foram realizados em triplicata, repetido trés vezes
e os resultados foram avaliados pelo teste ANOVA e teste de Tukey para 0s dados normais.
Para a analise da expressdo génica (RT-PCR), os resultados foram avaliados pela analise de
diferenca estatistica entre duas médias atraves do teste t de Student com nivel de significncia
de 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Para avaliacdo do efeito da AO em comparagdo ao NaOCI, sobre o biofilme de C.
albicans, foram utilizados alguns parametros fenotipicos de andlise de biofilmes ja
estabelecidos na literatura, como contagem de unidades formadoras de colbnia, atividade
metabdlica e biomassa. Todos os resultados obtidos, foram realizados a partir da formagéo de
biofilme de C. albicans em placas de poliestireno, durante 48 horas, seguido dos tratamentos
propostos. Incialmente, foram testadas as concentracdes de 09, 17, 43 e 70 ug/mL de AO
avaliadas por meio de contagem de UFC, como néo foram observadas diferencas significativas
nas concentragdes de 09 e 17 ug/mL, foram escolhidas para este estudo as concentragdes mais
elevadas de 43 e 70 pg/mL.

Ao analisar os resultados obtidos através do método UFC, observou-se que 0S grupos
tratados apresentaram reducgdes de 93,7+0,9 %, 98,5+0,2 % e 99,9+0,0 % para 0s tratamentos
com AO de 43, 70 pg/mL e NaOCl, respectivamente. Os resultados de contagem obtidos foram
estatisticamente significativos (p<0,05), para todos os tratamentos quando comparados com o
grupo controle, sem tratamento (Figura 1).

Quanto a atividade da AO e NaOCI sobre a biomassa de biofilmes maduros (48 horas) de
C. albica ns. O percentual de inibigdo do biofilme foi determinado pela equagédo descrita
no item 2.7. Os resultados obtidos pelo método do CV, mostraram reducfes da biomassa de
aproximadamente 71,8+1,1% para NaOCl, 66,6+0,5% para AO 43 pg/mL, e de 66,1+1,8% para
AO 70 pg/mL. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os tratamentos
(Figura 2).

A viabilidade celular (VC) do biofilme maduro foi avaliada usando o ensaio de

reducdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Os resultados dos
diferentes tratamentos AO e NaOCI, sobre a viabilidade celular dos biofilmes maduros
indicaram uma reducéo da atividade celular. Foi observada redugdo média de 43,3+5,2%
e 58,3+6,2%, para AO nas concentragdes 43 e 70 ug/mL, respectivamente, ¢ 83,5+0,5%
para 0 NaOCI. Os valores foram estatisticamente significativos quando comparados 0s
respectivos tratamentos ao controle, o tratamento com NaOCI foi significativo quando
comparado aos tratamentos com AO em ambas as concentracfes (p<0,05) (Figura 3).

Previamente ao experimento de gRT-PCR, foi realizada a extragcdo do RNA das amostras
de biofilme nos tempos de 24 e 48 horas, com e sem tratamento com AO na concentragdo de
70 png/mL. O perfil de expressao dos genes als3, bcrl, cphl, efgl e hwpl do biofilme de C.
albicans foi avaliado por analise quantitativa de PCR em tempo real a fim de caracterizar a

influéncia da agua ozonizada sobre perfil transcricional destes. O gene actl foi utilizado como
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controle enddgeno. Assim, a expressao relativa dos genes als3, bcrl, cphl, efgl e hwpl foi
calculada de acordo com a variacdo da expressdo destes em relacdo a expressao do gene actl.

Os valores de expresséo relativa, apés 48 h de formacdo do biofilme com tratamento,
mostraram uma pequena diminuic¢do na expressdo dos genes als3, bcrl, hwpl e cphl, para als3
houve reducéo de 4,2 %, bcrl 3,1 %, hpwl 9,7 % e cphl 7,8 %, ja no tempo de 24 h observou-
se um pequeno aumento na expressao de todos os genes avaliados em relacdo ao controle. Os
valores de fold-change, para nenhum dos genes e nos diferentes tempos nédo ultrapassou 2x fold,
indicando que essas pequenas alteracdes na expressao ndo sao significativas no ponto de vista

transcricional, como demostrado na Figura 4.
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DISCUSSAO

Na atual pesquisa, d&gua ozonizada reduziu parcialmente o biofilme de C. albicans, com
diminuicdo no numero de células, biomassa e atividade metabolica, no entanto, em comparacgéo
ao NaOCl, esses resultados foram menos expressivos, pois 0 NaOCI praticamente eliminou
todo o biofilme. A excecdo foi para redugdo da biomassa, quantificada pelo método de cristal
violeta, tanto o tratamento com AO e NaOClI, tiveram resultados similares, aproximadamente
67 e 72%, respectivamente. Estes resultados se devem ao fato de o cristal violeta corar tanto
células vivas quanto mortas, pois ele cora a biomassa em si e ndo apenas as células que
sobreviveram ao tratamento [20], isso pode explicar as diferengas observadas nos outros
métodos, como contagem de UFCs e viabilidade celular por MTT.

Este resultado apoia o estudo de Boch e colaboradores (2016) [13], onde avaliaram o
efeito do 0z6nio gasoso sobre biofilme de Enterococcus faecalis, foi observado que com a
utilizagdo de NaOCI, ocorreu uma reducgédo de 99,9% dos microrganismos, enquanto no grupo
do ozébnio, 85,4% foram erradicados, porém nenhuma amostra deste grupo foi isenta de
bactérias. O que os levou a concluir que o 0zénio pode reduzir a quantidade de patdgenos,
organizados em biofilme, significativamente. Porém, esse método de desinfeccdo ainda nédo é
alternativo ao NaOCI.

A ozonioterapia foi introduzida na area da Odontologia por Edward Fisch em 1931, que
empregou o 0z6nio durante cirurgias dentais, com a finalidade de desinfec¢éo e cicatrizacdo de
feridas orais. A sua utilizacdo consolidou-se ao longo dos anos e abrangeu a maioria das
especialidades odontoldgicas [23]. O gas 0z6nio e agua ozonizada em altas concentracdes tém
surgido como agente antimicrobiano potencial [3]. O valor da concentracéo, aqui obtido (43 e
70 ug/mL), pode ser considerado satisfatorio para atuar como antimicrobiano, uma vez que, em
outros estudos, ja foi demonstrada esta acdo contra microrganismos em concentracdes ainda
menores [2,24]. A dose segura de oz6nio é varidvel, dependendo da localizac&o e do objetivo
do tratamento. Atualmente, propde-se uma variagao de 10 a 80 pg/mL de ozonio seja benéfica
e sem toxicidade [25].

Levando-se em consideracdo que a ozonioterapia esta disponivel em diferentes tipos de
veiculos, seja na forma de gas, sob tratamento tdpico ou na forma de agua ozonizada, para
aplicacdo direta ou parenteral [15]. A forma de aplicacdo, tempo, concentracgéo,
susceptibilidade do microrganismo e tipos de ceélulas, plancténicas ou biofilme, além da
aplicacdo in vivo, in vitro ou ex-vivo podem gerar diferentes resultados. No caso de um estudo
in vivo, deve-se considerar a agdo do 0z6nio sobre o sistema imune do individuo, pois a

ozonioterapia parece ter papel na modulagéo de citocinas pro-inflamatorias [26].
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Para Hubbezoglu et al., (2014) [18] associaram AO e ultrassom, com completa
desinfeccdo completa dos canais radiculares, concluindo que a eficacia é semelhante ao NaOCI.
O que néo foi observado em nosso estudo, j& que a técnica utilizada para aplicacdo da AO nao
teve agitacdo/movimentacdo dos fluidos, o que pode ter diminuido a eficacia, pois,
cientificamente ja foi comprovado que a acdo mecanica é capaz de reduzir 0s microrganismos
presentes nas superficies.

Kaya et al., (2014) [27] avaliaram a eficicia antimicrobiana de quatro tratamentos,
sendo eles, jato de plasma de pressao atmosférica (LTAPP), fornecimento de sistema de 0zonio
gasoso, NaOCI (2,5%) e solucdo salina, sobre E. faecalis em paredes do canal radicular e
tibulos dentinarios. Os resultados mostraram a eficicia antibacteriana de NaOCI, LTAPP,
0zonio e solucdo salina em ordem decrescente, respectivamente. A amostragem microbiana da
dentina demonstrou uma eficécia superior do LTAPP em comparacdo ao NaOCI no tergco médio
da raiz, enquanto ambos tiveram efeitos semelhantes nos tercos coronal e apical. NaOCI e
LTAPP foram melhores que 0zonio na porcao coronal e terco médio dos canais radiculares.

Huth e colaboradores (2009) [17] realizaram experimento tipo dose-resposta para
0z0nio aquoso e gasoso cobrindo uma faixa de concentracdo ampla, para avaliar se havia uma
concentragdo que poderia competir com agentes antimicrobianos ja utilizados. Em células
planctdnicas o ozonio aquoso eliminou completamente C. albicans quando usado em
concentragdes 5 pg/mL. O gas de 0zonio em concentragdes de 1 gm? por 1 min, eliminou quase
completamente, com uma reducdo média de mais de 99%. Além disso, relataram que a
eliminacdo completa dos microrganismos poderia ser obtida na forma gasosa a 32 gm? por 1
minuto ou a uma concentragdo mais baixa para maior tempo de contato.

A acdo sinérgica da clorexidina 2% e do 0zonio gasoso, realizado em modelo ex vivo,
utilizando dentes humanos uniradiculares contaminados com Enterococcus faecalis e C.
albicans, por trés dias, mostrou que a acdo combinada dos dois compostos por curto periodo
(gés ozbnio por 24 segundos) promoveu a eliminacdo completa dos microrganismos testados
[28]. Os resultados obtidos se devem a agdo sinérgica dos dois compostos, quando comparados
a este estudo, ndo obtivemos remocdo total de C. albicans utilizando AO.

Nesse estudo, optou-se pela utilizagcdo do 0z6nio aquoso, como uma possivel solucéo
de irrigacdo. Em solugdo aquosa, 0 0zonio é relativamente instavel e apresenta meia-vida de 20
a 30 minutos, a 20 °C em pH 7,0. A estabilidade do 0zénio em solu¢do aumenta com a reducéo
da temperatura e a acidificacdo [29]. A decomposicdo do 0z6nio em meio aquoso €
caracterizada por uma répida diminuicdo da concentracdo inicial, sendo que os radicais

hidroxila (OH) s&o os principais produtos desta decomposicao [30]. Diferentes fatores fisico-
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quimicos podem ter influéncia na acdo da &gua ozonizada. O o0z6nio € dissolvido facilmente em
agua com pH inferior a 7,0, 0 aumento do pH acelera o processo de decomposi¢édo resultando
na producdo de radicais livres potencialmente reativos [31]. Outro fator para estabilidade do
0zonio, se deve a propriedade apresentada de diversos equipamentos geradores. O didmetro das
bolhas introduzidas no sistema também é um fator determinante para a solubiliza¢&o do ozénio,
0 ideal sdo bolhas de 1 a 3 mm. Quanto menores as bolhas, maior a superficie de contato, e,
portanto, maior sua estabilidade [32].

Na atual pesquisa, utilizamos agua bidestilada com pH 7,1, temperatura de 8 °C e com
geracdo de ozonio no proprio local de aplicacdo, sendo a AO utilizada imediatamente ap6s o
preparo, devido a sua instabilidade, e com tratamento por 30 minutos, sem homogeneizacao,
no entanto, a acéo inibitoria ndo ocorreu conforme esperado, observamos que AO teve uma
acao desinfetante, com eliminacdo parcial do biofilme. Os indices maiores de viabilidade
celular para os grupos tratados com AO em comparacgdo ao NaOClI, indicando a instabilidade
do oz6nio na agua. Outra questdo é a aplicacdo sobre células plancténicas ou biofilme. No
estudo de César e colaboradores (2012) [33], a AO foi eficaz na sanitizacdo de instrumentos
odontologicos contaminados com células de C. albicans, ap6s 30 minutos de exposicao
nenhuma UFC viavel foi detectada. O tempo de contato dos microrganismos na instrumentagédo
foi de 30 minutos, seguido de incubagdo por 2 horas e posteriormente realizado a sanitizagéo.
Diferentemente do nosso estudo, no qual o tratamento da AO foi sobre aglomerados
microbianos aderidos as placas de poliestireno por 48 horas, vale ressaltar que, estes,
caracterizaram-se como biofilmes maduros, condi¢éo que implica na reducdo da penetragao de
agentes antimicrobianos até as camadas mais profundas, sobretudo em concentracdes e tempos
insuficientes. Estes dados corroboram com outros estudos, no que se refere a resisténcia do
biofilme aos desinfetantes [34,35].

A formagdo e desenvolvimento do biofilme de C. albicans é tipicamente classificado
em quatro estagios: i) adsorcdo e adesdo de células leveduriformes a uma superficie; ii)
formacdo de microcoldnias e producdo de matriz extracelular; iii) maturacdo; e iv) dispersdo de
células do biofilme maduro [1]. Esses estagios sdo acompanhados por uma complexa
remodelacéo fenotipica, sustentada por inimeras mudancas na expressdo génica [36].

Ao total, 51 fatores de transcricdo ja foram identificados, os quais contribuem para
formacdo e desenvolvimento do biofilme de C. albicans. Coletivamente, esses reguladores
transcricionais influenciam a expressdo de aproximadamente 1.000 genes envolvidos na
adesdo, formacdo de hifas, metabolismo, producéo de SPE e resisténcia a medicamentos [1].
No presente trabalho, avaliamos a expressdo dos genes als3, bcrl, cphl, efgl e hwpl em
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biofilmes de C. albicans formado em placas de poliestireno por 24 e 48 horas tratados com AO
70 pg/mL. Os genes efgl (“Enhanced Filamentous Growth”), e cphl (“Candida PseudoHyphal
regulator”) sdo exemplos de fatores de transcricdo que estdo relacionados a morfogénese, os
quais formam um circuito regulador na diferenciacéo das hifas [37]. O gene bcrl (“Biofilm and
Cell wall Regulator”) tem papel importante, atua como um regulador positivo da adeséo, sendo
requerido para a expressdo de proteinas da superficie celular como alsl (“Agglutinin like
Sequence”) e hwpl (“Hyphal Wall Protein”) [38].

Shichiri-Negoro e colaboradores (2021) [39], avaliaram o efeito de particulas ultrafinas
de 0zdnio em agua (< 200 mm de diametro) sobre biofilmes de C. albicans. Os tratamentos
com 9 e 11 ppm suprimiram o crescimento de C. albicans e a formacé&o de biofilme em 24 horas
em resina de polimetilmetacrilato sem prejudicar as propriedades da superficie, além de regular
negativamente a expressdo dos genes alsl e als3. Ja neste estudo, os valores de expressao
relativa, apds 48 horas de formagdo do biofilme com tratamento, mostraram uma pequena
diminuicéo na expressao dos genes als3, bcrl, hwpl e cphl, para als3 houve reducédo de 4,2 %,
berl 3,1 %, hpwl 9,7 % e cphl 7,8 %, ja no tempo de 24 horas observou-se um pequeno
aumento na expressao de todos 0s genes avaliados em relacdo ao controle. Os valores de fold-
change, para nenhum dos genes e nos diferentes tempos ndo ultrapassou 2x fold (Figura 4),
indicando que essas pequenas alteragcdes na expressao ndo sao significativas no ponto de vista
transcricional, ndo corroborando com os resultados obtidos com o estudo de Shichiri-Negoro e
colaboradores (2021) [39], que pode ter se dado devido a forma de aplicacdo do ozénio. O gene
als3 é mais expresso quanto maior a quantidade de filamentos presentes, biofilmes iniciais e
intermediarios (entre 6 e 12 horas) podem expressar mais o0 gene als3 que os biofilmes maduros
[40], o que pode explicar a ndo alteracdo na expressao, mesmo apos tratamento com AO. Com
base nos resultados obtidos, concluimos que a AO mostrou efetividade para a reducdo de C.
albicans, embora menor que o NaOCI, sugerindo que esta possa ser utilizada como adjuvante
no tratamento de biofilmes de C. albicans, principalmente em casos em que 0 NaOCI ndo possa

ser utilizado.
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TABELAS

Tabela 1. Oligonucleotideos senso e antisenso utilizados nas reagdes de qRT-PCR para avalia¢éo

da expressao génica.

Gene  Localizacéo Sequéncia Funcéao
5'-3

actl* orf19.5007 Sns: CGGTTCTGGTATGTGTAAAGC Integridade estrutural do
C1_13700W Ans: CCCATACCAACCATGATACCT citoesqueleto celular

als3 orf19.1816 Sns: CAACTTGGGTTATTGAAACAAAA Adesina - aderéncia a célula
CR_07070C Ans: AACAGAAACCCAAGAACAACC hospedeira

hwpl orf19.1321 Sns: CAGGTAGACGGTCAAGGTGA Proteina de parede celular das hifas
C4_03570W Ans: TGGGTAATCACAAGGCTCTTG

efgl  orfl9.610 Sns: GCCTCGAGCACTTCCACTG Z;U‘c;'vﬁz'o ;Zgr‘#gffgr é:::esc"c'ona'
CR_07890W Ans: TTCATCTTCCCACATGGTAGT g

berl  orfl9.723 Sns: CAGGGACATCACAAGTACTTC Regula a formagdo de biofilme e da

CR_06440C  Ans: TTGTTGTGGTGGGTGGTGGATA parede celular
cphl 0rf19.4433 Sns: TATGACGCTTCTGGGTTTCC-
CL1 07370C  Ans: TCCCATGGCAATTTGTTGTTG

Sns: Oligonucleotideo senso (5°-37); Ans: Oligonucleotideo antisenso (3°-5°); orf: Open Reading Frame; Candida Genome
Database: (http://www.candidagenome.org/); actl* (Actinl): gene enddgeno; als3 (“Agglutinin-like Sequence 3”); hwpl (“Hyphal
Wall Protein”); efgl (“Enhanced Filamentous Growth™); berl (“Biofilm and Cell wall Regulator”) e cphl (“Candida PseudoHyphal
regulator”).

Fator transcricional e regula a
formacéo de pseudo-hifa
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Figura 1. Grafico com a contagem de UFCs/mL recuperadas ap0s tratamento do biofilme
de C. albicans com agua ozonizada 70 ug/mL (AO 70), 43 ug/mL (AO 43) e hipoclorito
de sadio (2,5%) (NaOCI), comparado com ao controle (CTRL) sem tratamento. * Indica

que houve diferenca estatistica entre os grupos analisados em relacéo ao controle (p<0,05).
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Figura 2. Gréfico mostrando os efeitos da agua ozonizada 70 pg/mL (AO 70), 43 pg/mL
(AO 43) e hipoclorito de sodio (2,5%) (NaOCI), na reducdo de biomassa do biofilme de
C. albicans, observado pela técnica de cristal violeta (CV). Média da Densidade dptica (%
de inibicdo) + desvio padrdo. * Indica que houve diferenca estatistica entre 0s grupos
analisados em relagao ao controle. Letra “a” indica que nao houve diferencga significante

entre os tratamentos (p<0,05).
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Figura 3. Gréfico representando os efeitos da agua ozonizada 70 pg/mL (AO 70), 43
ug/mL (AO 43) e hipoclorito de sodio (2,5%) (NaOCI) na reducao da atividade metabdlica
mitocondrial pelo ensaio de MTT (3, (-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
brometo) sobre o biofilme de C. albicans. Média da Densidade Optica (% de inibigdo) +
desvio padrdo. * Indica que houve diferenca estatistica entre os grupos analisados em
relagdo ao controle. Letras “a, b" indicam diferengas significativas entre os tratamentos

(p<0,05).

29



30

qRT-PCR
1.2
. ) _ _
3 T .
® 08
7]
[
S 06
a
g
s 04
x
w
0.2
0
als3 bcerl efgl hwp1 cphl
m24h 48h

Figura 4. Expressao génica diferencial de transcritos de Candida albicans apos tratamento com
agua ozonizada na concentracdo de 70 pg/mL, nos tempos de 24 e 48 h. A partir do uso da
técnica de PCR em tempo real, a expressdo relativa de transcritos dos genes als3, bcrl, cphl,
efgl e hwpl. Os dados foram normalizados usando o gene constitutivo que codifica para actl
como controle enddgeno, e sdo apresentados como expressao relativa comparando com cada
controle experimental fixado no valor 1. Teste t Student foi usado para analise estatistica para
comparacdo entre 2 médias considerando bicaudal. As barras de erro representam o desvio
padrdo das trés réplicas bioldgicas.
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CONCLUSAO

- A 4gua ozonizada se mostrou efetiva na reducdo parcial do biofilme de C. albicans, com
diminuicdo no numero de células, biomassa e atividade metabolica, no entanto, em comparacgéo
ao NaOCl, esses resultados foram menos expressivos, pois 0 NaOCI eliminou quase totalmente

o biofilme.

- A andlise de expressdo génica mostrou pequena reducdo no tempo de 48 h de tratamento com
agua ozonizada para os genes als3, bcrl, hwpl e cphl. Em termos transcricionais essas
diferencas ndo sdo significantes, sugerindo que a 4gua ozonizada pode atuar na expresséo de

outros genes funcionais de C. albicans, ndo envolvidos na formacéo do biofilme.

- Podemos dizer também que, com base nos resultados obtidos, a AO mostrou efetividade para
a reducéo de C. albicans, embora menor que o NaOCI, sugerindo que esta possa ser utilizada
como adjuvante no tratamento de biofilmes de C. albicans, principalmente em casos em que o

NaOCI néo possa ser utilizado.
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