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RESUMO

Enterococcus faecalis e Candida albicans sao importantes agentes das periodontites periapicais
persistentes. Porém, o impacto que a interacao entre esses dois micro-organismos tem sobre
essas infec¢des ainda ¢ pouco compreendido. O presente estudo objetivou: (1) otimizar e
caracterizar biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans; (2) avaliar o efeito
antimicrobiano de prometazina (PMZ) e clorpromazina (CPZ) sobre biofilmes duo-espécie; (3)
investigar os efeitos dessa interagdo sobre a expressao génica de E. faecalis. Para tanto,
diferentes condi¢des fisico-quimicas para a formagao de biofilmes foram testadas. Ensaios de
sensibilidade a antimicrobianos, composi¢do bioquimica e analise ultraestrutural foram
realizados. A sensibilidade de células planctonicas a PMZ, CPZ, clorexidina (CHX) e
hipoclorito de sédio (NaClO) foram inicialmente analisadas. O efeito da interacdo entre as
fenotiazinas e CHX sobre a atividade antimicrobiana em células planctonicas foi avaliada em
ensaio de chequerboard. O efeito de NaClO, PMZ, CPZ, CHX, CHX+PMZ ¢ CHX+CPZ em
biofilmes foi investigado por ensaios de sensibilidade e analises bioquimicas e ultraestrutural.
Andlises de sequenciamento de RNA foram realizadas para comparar a expressao génica de E.
faecalis em biofilmes monoespécie e duo-espécie. Os achados dessa analise foram em seguida
validados por ensaios complementares. Os resultados foram avaliados através de One-way
ANOVA e Turkey’s multiple comparison test. Biofilmes duo-espécie reproduziveis foram
estabelecidos em meio BHI a 35 °C por 48 h, em atmosfera de microaerofilia. Observou-se
aumento no conteudo de biomassa e quitina nos biofilmes tratados com vancomicina, o que
pode se relacionar com a viruléncia de C. albicans. Analises estruturais revelaram que os
biofilmes duo-espécie foram formados por c€lulas bacterianas e fiungicas aderidas ao substrato.
PMZ, sozinha ou em combina¢do com CHX, foi a fenotiazina mais eficaz contra os biofilmes.
PMZ e CPZ ndo foram capazes de aumentar a atividade antimicrobiana de CHX. A presenca de
C. albicans aumentou significantemente a expressao de genes de E. faecalis relacionados com
o Sistema de Transportadores fosfoenolpiruvato (PTS). O aumento da atividade de PTS para
absorc¢ao de manose na presenca de C. albicans foi confirmada experimentalmente, assim como
o seu efeito estimulante sobre a formagdo de biofilmes de E. faecalis. O modelo de biofilme
proposto pode ser 1til para o estudo de interagdes interkingdom e ajudar na busca por novas
estratégias contra infec¢des periapicais. Pesquisas futuras investigando as propriedades de
interesse clinico de PMZ a fim de sugerir seu uso na pratica endodontica. Nao foi detectado
sinergismo entre CHX e as fenotiazinas A presenca de C. albicans induz mudangas metabdlicas

que podem beneficiar a viruléncia de E. faecalis como patégeno endodontico.
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ABSTRACT

Enterococcus faecalis and Candida albicans are important agent of persistent apical
periodontitis. However, the impact that the interaction between them has on these infections
is still poorly understood. The present study aimed to (1) optimize and characterize E.
faecalis and C. albicans dual-species biofilms; (2) evaluate the antimicrobial potential of
promethazine (PMZ) and chlorpromazine (CPZ) against the dual-species biofilm; (3)
investigate the outcomes that this interkingdom interaction may have on E. faecalis’ gene
expression. Therefore, different physicochemical conditions for biofilm formation were
tested. Susceptibility assays to antimicrobials, biochemical composition and ultrastructure
analyses were performed. The susceptibility of planktonic cells to PMZ, CPZ chlorhexidine
(CHX), and sodium hypochlorite (NaClO) was investigated. The effect of the interaction
between phenothiazines and CHX on antimicrobial activity against planktonic cells was
examined by chequerboard assay. The effect of NaClO, PMZ, CPZ, CHX, PMZ + CHX, and
CPZ + CHX on dual-species biofilms was investigated by susceptibility assays and
biochemical and ultra-morphological analyses. RNAseq analyses were performed to compare
the gene expression of E. faecalis in mono-species and dual-species biofilms. Further assays
to confirm the transcriptomics findings were performed. Results were evaluated through the
one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Reproducible dual-species
biofilms were established in BHI medium, at 35°C for 48 h in a microaerophilic atmosphere.
An increase in biomass and chitin content was detected after vancomycin treatment, which
might be related to C. albicans’ virulence. Structural analysis revealed that the dual-species
biofilm was formed by both microorganisms adhering to the substrate. PMZ, alone or in
combination with CHX, was the most efficient phenothiazine against biofilms. Neither PMZ
nor CPZ increased the antimicrobial activity of CHX. The presence of C. albicans
considerably upregulated E. faecalis’ phosphoenolpyruvate transport system (PTS) gene
expression. The increase of PTS activity for mannose uptake in the presence of C. albicans
was confirmed experimentally, as well as the significant effect that mannose uptake has on
the biofilm formation by E. faecalis. The proposed protocol could be useful for the study of
interkingdom relationships and help to find new strategies against periapical infections.
Studies investigating the clinical properties of PMZ should be performed to recommend their
use in endodontics. No synergism was detected between CHX and the phenothiazines. The

present study suggests that the presence of C. albicans induces metabolic changes that may



benefit E. faecalis’virulence as an endodontic pathogen.

Keywords: Enterococcus faecalis. Candida albicans. Biofilm. Phenothiazines. Periapical

periodontitis. Interkingdom.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes s3o comunidades microbianas dinamicas, de estrutura
tridimensional aderidas a uma superficie bidtica ou abidtica, cujas células encontram-
se circundadas por uma matriz extracelular polimérica (CIOFU et al., 2022; RAMAGE
et al., 2012). Infec¢des mediadas por biofilmes envolvem uma grande variedade de
sitios no corpo humano, incluindo epiderme, derme, trato gastrointestinal, sistema
cardiovascular, tecido musculoesquelético, trato urogenital, vias aéreas e sistema
nervoso central (CIOFU et al., 2022). Condig¢des clinicas relacionadas com a presenga
de biofilme incluem feridas cronicas, osteomielites, endocardites, sinusites, fibrose
cisticas, caries, periodontites, infec¢des dos canais radiculares, infec¢des urinarias,
meningites, ceratites e sepse (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014). Essa forma de
colonizag¢do microbiana tem sido extensamente descrita na literatura como responsavel
por aumento de tolerancia e resisténcia contra antimicrobianos (BRAUNER et al.,
2016).

Nesse cendrio clinico de doengas infecciosas induzidas por comunidades
sésseis, inclui-se os biofilmes multiespécie (denominados polimicrobianos ou mistos),
que comportam mais de uma espécie de micro-organismo em um mesmo biofilme.
Quando comparados com monoculturas, biofilmes multiespécie tém sido relacionados
com aumento da tolerincia a antimicrobianos e da viruléncia (KRUGER et al., 2019).
Entre os biofilmes multiespécie, pode-se observar interagdes interkingdom
prokaryota-eukaryota, que envolvem bactérias e fungos (BOWEN et al., 2018).

A cavidade oral ¢ considerada um dos sitios do corpo humano com maior
diversidade de espécies microbianas em seus biofilmes, tanto no contexto de
microbioma como no contexto de doenca, apresentando uma complexa rede de
interacdes entre espécies bacterianas e fungicas (MARSH; ZAURA, 2017). Por isso,
doencas orais infecciosas como caries, mucosites e periodontites sdo
predominantemente de natureza polimicrobiana (BOWEN et al, 2018). Em
individuos saudéveis, a saliva, a renovacao epitelial e o sistema imune do hospedeiro
mantém a colonizagdo microbiana oral sob controle, e a interagdo que predomina entre
as diferentes espécies colonizadoras ¢ a de competi¢cdo. Por outro lado, a insuficiéncia
desses mecanismos controladores aliados a instauracao de disbiose na cavidade oral
possibilita o desenvolvimento de doencas orais infecciosas, onde as espécies

colonizadoras podem desenvolver uma interagao de protocooperacao para invasao dos
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tecidos do hospedeiro (KOO; ANDES; KRYSAN, 2018).

Periodontites periapicais sdo doengas inflamatdrias nos tecidos periapicais
induzidas pela presenga de biofilmes polimicrobianos no interior dos canais
radiculares dentdrios, ocasionando reagdes inflamatorias que resultam na destruicao
do periodonto (NAIR et al, 2005; SAKKO; TJIADERHANE; RAUTEMAA-
RICHARDSON, 2016). A formagdo de biofilmes aumenta a tolerancia microbiana as
condicoes desfavoraveis no interior dos canais radiculares e ao tratamento
endodontico, o que ¢ fundamental para o estabelecimento da infeccdo periapical
(BURMO@LLE et al., 2014). O tratamento endodontico pode ndo ser efetivo na reducao
da populagdo microbiana, podendo levar ao seu insucesso. Esse cenario de falha do
tratamento ¢ caracterizado pela persisténcia dos sinais e sintomas clinicos da infec¢ao,
sendo denominado Periodontite Periapical Persistente (DELBONI, et al., 2017,
SIQUEIRA, et al., 2020).

A bactéria Enterococcus faecalis tem sido considerada como o principal
patégeno da periodontite periapical persistente devido a sua alta frequéncia de
isolamento de canais radiculares que ja foram submetidos ao tratamento endoddntico
(DELBONI et al., 2017; PRADA et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2020). Por isso, a
literatura demonstra que a maioria dos ensaios in vitro € ex vivo que abordam a
infeccdo endodonticas foram conduzidos fazendo uso de modelos de biofilmes
monoespécie de E. faecalis (EICK, 2020; SWIMBERGHE et al., 2019). No entanto,
pesquisas recentes tém expandido o nimero de espécies microbianas relacionadas com
a patogénese das periodontites periapicais, incluindo bactérias, fungos e até mesmo
virus (SIQUEIRA; ROCAS, 2022) . Espécies eucaridticas, como o fungo Candida
albicans, tem sido isolado de 5-20% casos e periodontite periapical persistente (DIAZ,
2021; MERGONI et al., 2018; PERSOON; OZOK, 2017). O coisolamento de E.
faecalis e C. albicans ja foi reportado em infecgdes de mucosa e de canais radiculares
(ABUSREWIL et al., 2020; DAHLEN et al., 2012; KOVAC et al., 2013;
PECIULIENE et al., 2001; POPTANI et al., 2013).

O tratamento endodontico convencional visa a erradicacdo dos biofilmes,
sendo realizado através da instrumentacdo mecanica e uso de irrigantes endodonticos
no interior dos canais radiculares (ZEHNDER, 2006). Os irrigantes endodonticos mais
comumente utilizados no tratamento endodontico convencional sdo o hipoclorito de
sodio (NaClO) e digluconato de clorexidina (CHX). NaClO apresenta uma efetiva

atividade antimicrobiana contra E. faecalis e outros patogenos endodonticos, ainda que
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esses se apresentem organizados em biofilmes, e também ¢ capaz de dissolver
componentes da matriz extracelular dos biofilmes e remanescentes de tecido pulpar
necrotico (BOUTSIOUKIS; ARIAS-MOLIZ, 2022; TARTARI et al., 2016). No
entanto, NaClO apresenta alta citotoxicidade (GUIVARC’H et al., 2017) e também ¢
capaz de prejudicar as propriedades mecanicas da dentina, comprometendo o
tratamento restaurador (PASCON et al., 2009). CHX ¢ a principal alternativa ao
NaClO, sendo descrita como mais biocompativel e capaz de aderir a superficie da
dentina e prolongar seu efeito antimicrobiano (GOMES et al., 2013). Porém, CHX foi
menos efetivo do que NaClO contra comunidades sésseis, incluindo biofilmes de E.
faecalis (FIALLOS et al.,, 2020). Diante disso, novas estratégias na terapia
endodontica, como o desenvolvimento de novos irrigantes, que podem agir
sinergicamente com a clorexidina, devem ser investigados.

Fenotiazinas s3o um grupo de composto heterociclicos contendo nitrogénio e
enxofre, sendo classificados como agonistas de receptor de dopamina e clinicamente
utilizados como agentes neurolépticos, anti-histaminicos ou agentes antieméticos.
Recentemente, estudos tem descrito o potencial antimicrobiano das fenotiazinas
prometazina (PMZ) e clorpromazina (CPZ) frente a células planctonicas e sésseis de
patogenos bacterianos e fungicos, assim como seu efeito sinérgico quando associado
a outros antimicrobianos (AGUILAR-VEGA et al., 2021; BRILHANTE et al., 2020;
CORDEIRO, et al., 2020; DONNERT et al., 2020; SOARES et al., 2019). Até a
realizagdo do presente estudo, nenhum trabalho anterior investigou o efeito de
fenotiazinas contra micro-organismos planctonicos e biofilmes relacionados com
infecgdes endoddnticas, assim como também ndo foi investigado se a associacdo de
irrigante endodontico clorexidina com essas substancias oferece sinergismo para sua

acdo antimicrobiana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccoes endodonticas e Periodontites periapicais

Periodontites periapicais sdo doengas inflamatdrias nos tecidos periapicais
induzidas pela presenca de biofilmes polimicrobianos no interior dos canais
radiculares dentdrios, ocasionando reagdes inflamatorias que resultam na destruicdo
do periodonto (TIBURCIO-MACHADO et al., 2021). O inicio da doenca endodéntica
envolve a presenca de agentes agressores a polpa dentéria (Figura 1A, 1B). Uma leso
cariosa que atinja a dentina da estrutura dentaria pode transmitir estimulos a polpa
através da movimentacao de fluidos no interior de seus tubulos dentinarios. Quando
esse estimulo € menor, o processo inflamatério que se instala na polpa dentaria ¢é
moderado, sendo caracterizado por sensibilidade dolorosa apenas quando provocada.
Esse quadro clinico ¢ denominado como pulpite reversivel, onde a remog¢ao do agente
agressor, como a carie dental, seguido dos tratamentos restauradores da estrutura
dental, devolve a polpa a condi¢cdo de saude encontrada anteriormente (SIQUEIRA;
ROCAS, 2022).

Porém, se o agente agressor nao for removido e avangar pela extensdo da
dentina se encontrando mais proximo ou até na superficie da pulpar, a polpa dentaria
entra em um processo inflamatério intenso, com intermitente estimulo doloroso. Esse
quadro clinico ¢ denominado de pulpite irreversivel, no qual a inflamagao pulpar entra
em um processo inflamatorio tdo severo que a saude da normalidade pulpar ja nao
pode mais ser recuperada (Figura 1C). A partir desse estdgio clinico, a terapia
endodontica € o tratamento de escolha. Com a evolugdo do caso, a polpa entra em
processo de necrose pulpar (QIAN et al., 2019; SIQUEIRA; ROCAS, 2022;
SIQUEIRAet al., 2016).

A partir desse estagio, os micro-organismos que se limitavam até a superficie
da dentina e da polpa, conseguem invadir os canais radiculares, colonizando sua
superficie com formagdo de biofilme (Figura. 1D, E). A medida que os micro-
organismos colonizam toda a extensdo do radicular, os tecidos de sustentagdo do
periodonto (osso alveolar, ligamento periodontal e cemento) comegam um processo de
reabsor¢do Ossea alveolar, na tentativa de confinar a infec¢do presente no dente, para
que essa ndo invada outros niveis teciduais (Figura 1F). Essa reabsor¢do ¢ facilmente

visualizada em radiografias dentais, sendo denominadas como lesdes periapicais. Uma
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vez que o estimulo infeccioso ¢ removido, essas lesdes periapicais regridem,
sinalizando o sucesso do tratamento endodontico (BOUILLAGUET et al., 2018;
DIOGUARDI et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2016; WONG, et al., 2021).

Dependendo da evolugdo clinica as infecgdes endoddnticas podem ser
classificadas em primadrias, secundarias ou persistentes. Se o dente infectado nao tiver
sido submetido a tratamento endoddntico prévio, contemplado com a instrumentagao
mecanica, irrigacao e obturacdo radicular, a infec¢do ¢ denominada como infecg¢ao
endododntica primaria. A infec¢do endodontica primaria € caracterizada pela presenca
de biofilme polimicrobiano, composto principalmente por aerdbios e anaerdbios
facultativos, entre eles, Bacteroides sp., Prophyromonas sp., Prevotella sp.,
Fusobacterium sp., Treponema sp., Peptostreptococcos sp., Eubacterium sp. e
Campylobacter sp. (WONG et al., 2021).

Devido as complexidades anatomicas radiculares e as bactérias resistentes ao
tratamento, a completa desinfeccdo dos canais ainda ndo ¢ uma realidade clinica,
podendo levar ao insucesso do tratamento (SIQUEIRA et al., 2014). Uma vez que o
tratamento endodontico tenha falhado na desinfeccdo dos canais radiculares, com
persisténcia dos sinais clinicos de infec¢ao radicular, o quadro clinico ¢ denominado
periodontite periapical persistente. O microbioma da periodontite periapical
persistente difere da primaria, uma vez que apds o dente ser submetido ao tratamento
endodontico, o microambiente de seu canal radicular passa por uma intensa
transformagdao. Os micro-organismos presentes nesse estagio da infecgcdo sdo
caracterizados por resistir a condi¢des de baixa disponibilidade nutricional e variagdes
de pH. Geralmente, as infec¢des endodonticas persistentes possuem uma menor
diversidade microbiana do que as infec¢des endodonticas primdrias tendo como
géneros predominantes Enterococcus faecalis, Candida albicans, Streptococcus sp.,

Lactobacilli sp. e Actinomyces sp. (NEELAKANTAN et al., 2017).
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Figura 1. Evolugao clinica das infec¢des endodonticas. (a) Unidade dentéria integra,

com vitalidade pulpar; (b,c) Carie dental com transmissao dos irritantes microbianos
para polpa dentéria, induzindo pulpite reversivel que pode evoluir para pulpite
irreversivel. (d) Necrose pulpar inicial que possibilita a invasdo parcial dos micro-
organismos no sistema dos canais radiculares, sendo restrita as regides de polpa ndo-
vital . (e) Necrose pulpar total, que possibilita a invasdo completa do sistema
radiculares. (f) Periodontite periapical: reacao inflamatoria dos tecidos periodontais a
infeccdo dos canais radiculares, podendo ser detectada radiograficamente pela

formacao da reabsorcdo periapical. (Fonte: endodontiaavancada.com)

2.2 Enterococcus faecalis

E. faecalis sao cocos Gram-positivos anaerdbios facultativos amplamente
descritos tanto como membros da microbiota normal do trato gastrointestinal humano
como patogenos (GARCfA-SOLACHE; RICE, 2019; GOH et al., 2017; KRAWCZYK
et al., 2021; SIEVERT et al., 2013). Sao pertencentes ao dominio Prokaryota, reino
Bacteria, filo Firmicutes, classe Bacilli ordem Lactobacillales, familia
Enterobacteriaceae, género Enterococcus. A origem do seu nome significa intestino,
relativo a “enteron”, grao, relativo coccus e faecalis, relativo a fezes. Incialmente,
foram classificados como Streptococcus do grupo D, pois possuem um antigeno da

parede celular do grupo D, um 4&cido teicoico glicerol associado a membrana
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plasmatica. Em 1984, os enterococos foram classificados em um novo género,
Enterococcus, com um total de 38 espécies, tendo E. faecalis e E. faecium como as de
maior relevancia na clinica médica.

A analise microscépica revela cocos Gram-positivos dispostos em cadeias
curtas ou em diplococos (Figura 2A). Crescem tanto em condi¢des de aerobiose como
anaerobiose (anaerdbios facultativos), em uma ampla faixa de temperatura (10 °C a
45 °C). Possuem exigé€ncias nutricionais complexas, mas crescem em meios
enriquecidos como agar sangue de carneiro € meio Infusdo cérebro coragcdo (BHI).
Com 24 h de incubagdo, as colonias de E. faecalis se apresentam-se geralmente como
ndo-hemoliticas, sendo raro a presenca de a-hemdolise ou B-hemdlise (Figura 2B). Em
relacdo a testes bioquimicos sdo catalase negativos (Figura 2C), bile-esculina positivos
(Fig. 2D) e L-Pyrrolidonyl-Beta-Naphytylamide (PYR) positivos (Figura 2E). Para
diferenciar Enterococcus sp. de outros cocos Gram-positivos em cadeia, essas espécies
sdo capazes de crescem em concentragdes elevadas de NaCl (6,5%) e sais biliares
(Figura 2F). Caracteristicas fenotipicas, outros testes bioquimicos e sequenciamento
de acidos nucléicos sdo necessarios para a diferenciacdo de E. faecalis e outras
espécies de seu género (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

Enterococcus sp. sdo uma espécie ubiqua, podendo estar presente no solo,
agua, em associacdo com plantas e trato gastrointestinal de vertebrados e
invertebrados. Na microbiota humana, E. faecalis ¢ geralmente isolado em altas
concentragdes no intestino grosso € no trato geniturinario, sendo o primeiro o mais
prevalente. O isolamento de E.faecalis em sitios como pele e trato respiratério € mais
frequente em pacientes hospitalizados fazendo uso de antibioticoterapia de amplo
espectro. A maioria das infec¢des por E. faecalis sdo decorrentes da microbiota do
paciente, algumas sendo decorrentes da disseminagdo de uma cepa para outro
hospedeiro. Pacientes hospitalizados e sob prolongada terapia antimicrobiana de
amplo espectro sao mais susceptiveis a infecgdes por Enterococcus sp. (KRAWCZYK
et al., 2021).

Sua distribuicdo heterogénea estd relacionada a sua consideravel
adaptabilidade, sendo capaz de sobreviver em ambientes de baixa disponibilidade
nutricional, diferentes niveis de pH, de temperatura e osmolaridade (GACA; LEMOS,
2019; LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014). Além disso, E. faecalis apresenta
resisténcia intrinseca 4 varios antimicrobianos, incluindo cefalosporinas,

aminoglicosideos, clindamicinas, sulfametoxazol com trimetroprima e irrigantes de
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tratamento endodontico (ARDIZZONI et al., 2018). Essa multirresisténcia
antimicrobiana pode ser atribuida a significativa plasticidade gendomica do género
Enterococcus, possibilitando a aquisi¢ao de resisténcia tanto por mutagdes quanto por
transferéncia horizontal de material genético (DAHLEN et al.,, 2012; GARCIA-
SOLACHE; RICE, 2019), além de um diverso arsenal de fatores de viruléncia. Entre
seus mecanismos de viruléncia, a literatura tem descrito que E. faecalis apresenta
proteina ligante ao coladgeno, proteinas de superficie (ARORA; GORDON; HOOK,
2021), substancia de agregacao (VAN SCHAIK et al., 2010), pili (TELFORD et al.,
2000), citolisinas (HAAS; SHEPARD; GILMORE, 2002), gelatinases, (THURLOW
et al., 2010), hialuronidades (KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004), liberacao de
peroxidos extra-celulares (GACA; LEMOS, 2019), producdo de exopolissacarideos
(RAMOS; MORALES, 2019), producao de capsula de polissacarideos, bacteriocinas
e capacidade de formar biofilme (KRAWCZYK et al., 2021). Genes que codificam
esses fatores de viruléncia de E. faecalis sdo geralmente localizados em ilhas de
patogenicidade ou em elementos genéticos moveis (GARCIA-SOLACHE; RICE,
2019).

Enterococcus sp. sao patdgenos oportunistas que, uma vez fora de seu habitat
comensal (trato gastrointestinal), podem ser a causa de varias infecgdes, como
infecgdes do trato urinario, sepse, endocardite e periodontites periapicais persistentes
(ALGHAMDI; SHAKIR, 2020; SAKKO; TJADERHANE; RAUTEMAA-
RICHARDSON, 2016). Hospitais sao considerados reservatorios de cepas de
Enterococcus sp. com multirresisténcia a antibidticos. Trabalhadores da saude sdo
considerados vetores dessas cepas multirresistentes, podendo induzir infec¢do cruzada
entre pacientes de um mesmo hospital. Entre as espécies mais comumente isoladas de
infecgdes hospitalares estdo E. faecalis (80-90%) e E. faecium (5-15%) (KRAWCZYK
et al., 2021). Nao sdo incomuns o coisolamento de E. faecalis com outras espécies
microbianas, caracterizando infec¢des polimicrobianas (HERMANN et al., 1999).

No contexto de periodontites periapicais persistentes, E. faecalis apresenta
caracteristicas fundamentais para sobrevivéncia no 4arido ambiente de canais
radiculares previamente tratados, além da capacidade de formar biofilmes e induzir
resposta imune do hospedeiro (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020). Mesmo apos
instrumenta¢do mecanica e irrigagdo endoddntica, a completa erradicagdo de E.
faecalis dos canais radiculares nem sempre ¢ alcancada (EDDY et al., 2005; VIANNA,

et al., 2004). A capacidade de sobrevivéncia de biofilmes de E. faecalis a baixa
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disponibilidade nutricional e alcalinidade dos canais radiculares ja foi descrita
anteriormente, sendo capaz de permanecer viavel em condigdes extremas
(RICHARDS; DAVIES; FIGDOR, 2010). Além disso, analises de expressao génica
avaliaram que E. faecalis ndao perde sua expressdo de genes viruléncia nessas
condi¢des, garantindo sua capacidade de continuar induzindo a patogénese das
periodontites periapicais (GAO et al., 2016; GUTIERREZ et al., 2022). Na forma de
biofilme, E. faecalis é capaz de modular o sistema imune e sintetizar a macromoléculas
de viruléncia que induzem dano aos tecidos periapicais (ALGHAMDI; SHAKIR,
2020).

A prevaléncia de E. faecalis nos casos de insucesso endodontico vem sido
discutido na literatura, variado de 89,6 % a 11,6 % (ENDO et al., 2013; PEREIRA et
al., 2017; SEDGLEY et al., 2006; SIQUEIRA; ROCAS, 2004). Essa discordancia
entre autores se deve principalmente a grande diversidade de técnicas de isolamento e
identificacdo laboratorial dos micro-organismos. No entanto, outras espécies t€m
sobressaido sua importancia nos casos de insucesso endodontico, como Parvimonas
micra, Fusobacterium nucleatum, Solobacterium moorei (ALGHAMDI; SHAKIR,
2020; SCHIRRMEISTER et al., 2009). No entanto, a maioria dos estudos envolvendo
biofilmes endodonticos ainda utiliza modelos de biofilme com FE. faecalis
monoespécie ou em associacdo com outras espécies de micro-organismos
(SWIMBERGHE et al., 2019).

Os mecanismos de resisténcia de E. faecalis contra o tratamento endodontico
tém sido investigados na literatura. E. faecalis € capaz de sobreviver na presenca de
medicagdo intracanal como hidroxido de célcio e outros irrigantes, o que possibilita
driblar as medidas de desinfec¢do do tratamento endodontico. E. faecalis também ¢
capaz de utilizar o fluido do ligamento periodontal como fonte nutricional e formar
biofilmes como protegdo contra agentes antimicrobianos e sistema imune do
hospedeiro (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020). Além disso, E. faecalis pode desenvolver
resisténcia contra antibioticos comumente utilizados na pratica odontoldgica clinica,
como azitromicina, e sdo capazes de penetrar nos tibulos dentinarios e se ligar ao
colageno dos canais radiculares (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019)

O tratamento contra infecgdes de Enterococcus sp. tradicionalmente tem
como base a associa¢do entre um aminoglicosideo e outros agentes antimicrobianos
com a¢do na parede celular. No entanto, o crescimento de cepas resistentes a

vancomicina (Vancomycin Resistant Enterococcus-VRE), vem se tornando cada vez
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mais frequentes na pratica clinica, sendo um desafio para a terapéutica antimicrobiana.
Esse aumento de resisténcia ¢ mediado pela troca de plasmideos entre essas bactérias
e at¢é mesmo pela interagdo com outras espécies de micro-organismos. O
desenvolvimento de novos antimicrobianos e de novas estratégias contra o

crescimento ¢ infeccdo de E. faecalis vem sendo frequentemente abordados na

literatura (BOUTSIOUKIS; ARIAS-MOLIZ, 2022).
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Figura 2. Identificacdo laboratorial de Enterococcus sp. (A) Cocos Gram-positivos
dispostos em cadeias curtas ou em diplococos; (B) Colonias ndo-hemoliticas em agar-
sangue. (C) Catalase negativos (-); (D) PYR positivas; (E) Bile-esculina positivos (+);
(F) Crescimento positivo em NaCl 6.5 % (+). Fonte: Wellinghausen et al. (2009);
Instituto de patologia tropical e bacteriologia humana da Universidade Federal de

Goias.
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2.3 Candida albicans

C. albicans ¢ a espécie fungica do género Candida mais frequentemente
associada com infec¢des oportunistas em humanos. O género Candida pertence ao
dominio Eukaryota, reino Fungi, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem
Saccharomycetales, familia Saccharomycetacea. A visualizagdo microscopica de C.
albicans inclui brotamentos ou gemulagdes, bem como estruturas tubulares como hifas
ou pseudo-hifas. A identificagdo laboratorial de C. albicans pode ser realizada através
do teste do tubo germinativo, o qual se apresenta como tubo germinativo positivas
(Figura 3A); prova do microcultivo, onde pode-se visualizar clamidoconideos e
blastoconideos em cacho (Figura 3B), teste de assimilacdo de carboidratos (Figura
3C), prova da urease, onde pode constatar-se hidrolise de uréia (Figura 3D); teste de
assimilacdo de nitrogénio; ensaios moleculares e automatizados. Sao frequentemente
isolados tanto da microbiota humana normal como patégenos, sendo o principal agente
associado a infeccdes fungicas em humanos (SELLAM; WHITEWAY, 2016). Tem
sido frequentemente relatados casos de C. albicans resistentes a antifungicos (FOX et
al., 2014). Sao extremamente adaptados para a colonizagdo do corpo humano, e seus
fatores de viruléncia incluem produgdo de adesinas (NAGLIK et al., 2017), formagao
de hifas (SELLAM; WHITEWAY, 2016), producdo de enzimas hidroliticas (YOO et
al., 2020) e formacao de biofilme (CHANDRA et al., 2001; GULATI; NOBILE, 2016;
RAMAGE et al., 2012).

Uma vez que o hospedeiro apresenta imunossupressdo, C. albicans
pertencentes a microbiota podem se tornam patogénicas, ocasionando de infec¢des na
pele e submucosa a infec¢des profundas invasivas. As espécies do género Candida sdo
classificadas como patogenos oportunistas, sendo geralmente relacionadas com
imunossupressao, uso de dispositivos médicos e infec¢cdes nosocomiais (FOX et al.,
2014). Suas manifestagdes clinicas incluem candidiases superficiais (cutaneo-
mucosas), com manifestacdes cutdneas, oro-faringeas e genitais, e candidiases
profundas (sistémicas) (WITHERDEN et al., 2017). As candidiases orais induzem
desconforto, dor, altera¢do do paladar, disfagia e se disseminadas para a faringe podem
provocar dor ao engolir. Em pacientes imunossuprimidos, podem se disseminar por
via hematogénica ou pelo trato gastrointestinal superior, resultando em infec¢do grave
com aumento da taxa de morbidade e mortalidade (FRASER et al., 1992; MORALES;

HOGAN, 2010). Entre as candidiases orais, as manifestacdes clinicas mais comuns
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incluem: candidiases pseudomembranosas, candidiases atroficas agudas, queilite
angular, candidiase hiperplasica cronica e queilite candidésica (SELLAM,;
WHITEWAY, 2016).

C. albicans ¢ a espécie fungica mais frequentemente detectada na cavidade
oral, porém outras espécies do género também podem ser isoladas, como C. glabrata,
C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. krusei, C. inconspicua, C. dubliniensis ¢ C.
tropicalis. A distribuicao de espécies do género na cavidade oral ¢ diversa, sendo o
sitio mais comum no dorso da lingua. Isolados de C. albicans ja foram detectados em
bolsas periodontais, canais radiculares e caries (KOO; ANDES; KRYSAN, 2018). Em
individuos saudaveis, o controle da colonizagdo de C. albicans na cavidade oral ocorre
por remo¢ao mecanica pela saliva e descamagdo natural das células epiteliais da
mucosa. Além disso, bactérias orais comensais inibem o desenvolvimento dos
biofilmes por C. albicans (WILLIAMS; LEWIS, 2011). Porém, em condi¢dao de
disbiose do microbioma oral, estudos tém sugerido que o fungo em questdo
desempenha um papel subsididrio, agindo em sinergismo com as bactérias patdgenas
classicas (PEREIRA, et al., 2018).

Existem fatores locais, sistémicos e medicamentosos que predispde a
colonizacdo fungica da cavidade oral. Os fatores locais sdo inerentes a caracteristicas
fisiologicas orais e habitos do hospedeiro, como hipossalivagao, pobre higiene oral,
higienizagao deficiente das préteses orais, caries dentais, tabagismo e microtraumas.
J& os fatores sistémicos sdo relacionados a condi¢des da saude geral do individuo, que
incluem radioterapia de cabega e pescogo, malignidades, virus HIV, diabetes, anemia
e deficiéncia de ferro, sindrome de Down, ma-nutri¢do, neutropenia e transplantes. O
uso de medicamentos também influi diretamente na colonizagao oral de C. albicans,
como nos casos de antibioticoterapia prolongada, uso de corticoides, quimioterapia e
uso de outras drogas imunossupressoras (PATEL, 2022). O mutualismo entre C.
albicans na formagao de biofilme na presenga de bactérias orais foi observado em
modelos in vitro e murino (BERTOLINI; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2019; XU et
al., 2014).

No contexto de periodontites periapicais, fungos sdo isolados de cercade 3 a
18% dos canais radiculares, (MERGONI et al., 2018; SIQUEIRA; SEN, 2004), com a
predominancia da espécie C. albicans que varia de 0,5% a 55 %. Essas leveduras sdo
capazes de aderir tanto a superficies abioticas, como o material obturador, quanto a

superficies biodticas, como estrutura dental e periodonto. S3o dentinofilicas,
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colonizando a dentina da cavidade oral e formando biofilmes compostos de
blastoconideos, hifas e pseudo-hifas embebidas em matriz extracelular, o que garante
a formagao de biofilmes solidos e estruturalmente resistentes (GULATI; NOBILE,
2016). A complexa parede celular de C. albicans apresenta adesinas, fatores de
agregacao, manana, quitina, glucanos, DNA, RNA e moléculas de quorum sensing que
sdo fundamentais para invasao tecidual e modulagdo do sistema imune envolvidas com
a patogénese das periodontites periapicais (YOO et al., 2020) Frequentemente sao
isoladas em associagdo com E. faecalis em periodontites periapicais persistentes
(POPTANI et al., 2013; SAKKO; TJADERHANE; RAUTEMAA-RICHARDSON,
2016). Assim como E. faecalis, C. albicans pode colonizar o trato gastrointestinal de
individuos saudaveis, pode apresentar resisténcia a ampla faixa de antimicrobianos,

apresenta associagdo com infec¢des nosocomiais, capacidade de formar biofilme e

demonstra capacidade de resisténcia a condigdes ambientais adversas (RICHARDS;

DAVIES; FIGDOR, 2010).

Figura 3. Identificagdo laboratorial de Candida albicans (A) Prova do tubo
germinativo positiva; (B) Prova do microcultivo, onde pode-se visualizar

clamidoconideos e blastoconideos; (C) Ensaio de assimilacao de carboidratos (-); (D)
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Ensaio de Urease positiva. Fonte: Instituto Adolfo Lutz (2010); Centro especializado

em Micologia Médica-UFC (2012).

2.4 Interacoes entre E. faecalis e C. albicans

A literatura vém investigando a natureza das interagdes entre fungos e
bactérias, que t€m sido descritas como uma relagdo de mutualismo, competicao ou
indiferenca (ELISE et al., 2016). A microbiota apresenta uma complexa diversidade
de intera¢des microbianas, envolvendo bactérias, fungos e virus ocupando nichos
especificos no corpo humano (MARSLAND; GOLLWITZER, 2014; NASH et al.,
2017; WITHERDEN et al., 2017). Existem evidéncias da existéncia de biofilmes
interkingdom tanto na microbiota do hospedeiro saudavel, como na indu¢do de doenga
infecciosa com descri¢do de suas implicagdes clinicas (MORALES; HOGAN, 2010).
A interagdo entre micro-organismos envolve a comunicagdo por micromoléculas e
proteinas, comunicagdo por quorum sensing, producdo de metabdlitos secundarios,
liberacdo de sinalizadores intracelulares, mudan¢as ambientais e formacao de
biofilmes multiespécie (KRUGER et al., 2019). Através dessas interacdes, bactérias e
fungos podem mutualmente favorecer seu crescimento, ou podem competir entre si,
levando a supressdo de uma espécie micro-organismo em detrimento do crescimento
da outra (NOGUEIRA et al., 2019).

Como descrito anteriormente, E. faecalis e C. albicans sio membros da
microbiota humana, ao mesmo tempo que podem ser patdogenos oportunistas (FOX et
al., 2014; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019; MERSEGUEL et al., 2015; SIEVERT
et al., 2013). Essas duas espécies de micro-organismos sdo frequentemente isoladas
como comensais nos mesmos nichos do corpo humano, como trato gastrointestinal
(GRAHAM et al., 2017), amostras clinicas de pacientes hospitalizados (HERMANN
et al., 1999; KLOTZ et al., 2007), ou no interior do canal radicular de dentes com
periodontite periapical persistente (KOVAC et al., 2013; SAKKO; TJADERHANE;
RAUTEMAA-RICHARDSON, 2016). A frequéncia com que as duas espécies sdo
isoladas em conjunto pode significar uma semelhanca em seu ciclo biologico e/ou uma
interacao que venha a ter significancia clinica (GARSIN; LORENZ, 2013). Ambos sao
aptos a produzir biofilmes orais, o que aumenta sua capacidade de resistir ao
tratamento antimicrobiano, & remoc¢ao mecanica e ao sistema imune do hospedeiro

(GAO et al., 2016).



35

Hermann et al. (1999) em um estudo clinico em UTIs, detectaram coinfecgao
de E. faecalis e fungos em 22 % dos pacientes, abrangendo uma grande variedade de
amostras clinicas. Juntamente com Staphylococcus aureus, E. faecalis ¢ a bactéria
mais coisolada de pacientes com candidemia (KLOTZ et al., 2007). Cruz et al. (2013)
utilizaram modelo animal invertebrado Caernorhabitidis elegans para avaliar a
variagdo de viruléncia de C. albicans e E. faecalis em mono infeccdo ou em
coinfec¢do. Os autores observaram reducao na morfogénese de hifas de C. albicans
quando em coinfec¢dao com E. faecalis, acompanhada de significante redu¢ao na taxa
de mortalidade do animal, sugerindo uma reducdo de viruléncia fungica. Esses
resultados foram atribuidos a liberagdo de compostos via sistema quorum sensing de
E. faecalis, sendo posteriormente identificados como bacteriocina EntV (GRAHAM
et al., 2017). Uma proteina ndo-hemolitica produzida por E. faecalis foi caracterizada
e foi constatada que a mesma ¢é capaz de inibir o crescimento de C. albicans (ACP),
inclusive de cepas multirresistentes (SHEKH; ROY, 2012).

Swidergall e Ernst (2013) descreveram uma proteina da membrana de C.
albicans capaz de se ligar a proteinas de antibiodticos e a peptideos do sistema imune,
o que pode conferir protecdo a E. faecalis em infecgdes a longo prazo. Gao et al. (2013)
demostraram que E. faecalis é mais resistente a restri¢do nutricional in coexisténcia
com C. albicans, formando biofilmes mais densos e espessos em canais radiculares na
presenca da levedura.

Estudos mais recentes avaliaram a expressao génica dos dois micro-
organismos em coinfeccdo. Dutton et al. (2016) verificaram que a adesdo de C.
albicans a Streptococcus sp. e Enterococcus sp. ¢ mediada por uma proteinase
associada a parede celular, aspartil-proteinase (Sap9), possuindo papel fundamental no
desenvolvimento do biofilme. Utilizando modelo de mucosa oral organotipica,
Krishnamoorth et al. (2020) demostraram que genes de C. albicans relacionados com
a viruléncia (adesdo, morfogénese de hifas, formagdo de biofilme) tiveram sua
expressdo aumentada na presenga de E. faecalis, enquanto genes bacterianos
envolvidos com quorum sensing, formagao de biofilme e invasdo celular tiveram sua
expressao reduzida. Comparando mono infec¢des e coinfeccdes em periodontites
periapicais provocadas em ratos, Du et al. (2021) concluiram que E. faecalis em
coexisténcia com C. albicans induziram uma maior producdo de citocinas
inflamatorias, como IL-6 ¢ TNF-a, pelo hospedeiro. Mais recentemente, a partir de

analise de expressao génica, Alshanta et al. (2022) demonstraram que E. faecalis
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induziu reducdo de expressdo de genes fungicos relacionados com morfogénese de
hifas e formacao de biofilme, através de seu impacto nos niveis de pH, biossintese de

aminoacidos e rotas metabolicas das leveduras (Figura 4).

T adesdo T formag&o de biofilme T
morfogénese de hifas N
Krishnamoorthy et al,, 2020

Protegdo contra antibidticos
Swidergall et al., 2013

T Viruléncia em periodontites
periapicais em ratos
Duetal, 2027 T Espessura dos biofilmes nos
canais
J T Resisténcia a baixa fonte
nutricional
Gao etal, 2016

. J

e B

Figura 4: Efeitos da interacdo de E. faecalis e C.albicans previamente descritos na

literatura.

2.5 Irrigantes endodonticos

Os irrigantes endodonticos mais comumente utilizados na pratica
endodontica sdo o hipoclorito de s6dio (NaClO) e o digluconato de clorexidina (CHX).
O principal irrigante quimico utilizado na pratica endodontica ¢ o hipoclorito de sodio
(NaClO), que ¢ um desinfetante classificado como composto halogenado que vem
sendo utilizado em concentragdes que variam de 0,5 % a 5,25 % (KANDASWAMY;
VENKATESHBABU, 2010). No estado de solucao aquosa, NaClO origina hidroxido
de sddio e acido hipocloroso, que pela liberacao de cloro ativo € responsavel pela acao
desinfetante do composto. O NaClO possui efeito antibacteriano e antifingico efetivo
contra patogenos endoddnticos, ainda que organizados em biofilmes, além de
apresentarem capacidade de dissolver componentes da matriz exopolimérica de
biofilmes e remanescentes de tecido necrotico (GHIVARI et al., 2017). No entanto,

NaClO apresenta alta toxicidade celular, causando danos aos tecidos periapicais por
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meio da oxidagdo, podendo retardar o processo de reparagdo (BOUTSIOUKIS;
ARIAS-MOLIZ, 2022). Além disso, o NaCIO possui outras desvantagens como a
incompleta erradicacdo bacteriana dos canais, alto potencial alergénico, odor
desagradéavel, potencial corrosivo e alteragdes nas propriedades mecanicas da dentina
(GU et al,, 2017, HAAPASALO et al., 2014; HARALUR et al., 2022). A acdo de
irrigantes como NaClO na superficie da dentina pode alterar sua composi¢do quimica
e estrutural. Essas alteragoes incluem diminui¢ao da resisténcia dentinaria ao estresse,
diminui¢do da adesdao de materiais obturadores as paredes do canal (BOUTSIOUKIS;
ARIAS-MOLIZ, 2022; PASCON et al., 2009).

Diante das desvantagens do NaClO, o digluconato de clorexidina (CHX) ¢
atualmente a principal alternativa ao NaClO como irrigante por apresentar baixa
toxicidade, boa ac¢do antimicrobiana, substantividade e nao interferir na matriz
organica coldgena da dentina (GOMES, et al., 2013). CHX ¢ uma bisbiguanida
cationica, com efeito antimicrobiano de amplo espectro que tem sido utilizada como
irrigante final ap6s o tratamento endoddntico ou como veiculo de medicagdo intracanal
(ZEHNDER, 2006). Os cations de CHX interagem com os fosfolipidios da membrana
microbiana, induzindo permeabilizagdo celular. Além disso, exercem efeito na parede
celular microbiana e induzem coagulagdo de nucleoproteinas (KRITHIKADATTA;
INDIRA; DOROTHYKALYANI, 2007).

Estudos anteriores concluiram que CHX apresenta agao antimicrobiana igual
ou superior a NaClO (SENA et al., 2006; VIANNA et al., 2004), porém esses estudos
se limitaram a uma avaliagdo apenas utilizando E. faecalis como espécie teste
(SWIMBERGHE et al., 2019). Estudos mais recentes utilizando modelos biofilmes
multiespécie  revelaram que CHX apresenta atividade antimicrobiana
significantemente inferior a NaClO e incapacidade de dissolver a matriz exopolimérica
(BUSANELLO et al., 2019; RUIZ-LINARES et al., 2017). No entanto, a CHX nao
possui capacidade de dissolucdo tecidual, o que preclude seu uso como irrigante
priméario (OKINO et al., 2004; TARTARI et al., 2016). A associagdo de NaClO e CHX
ja foi sugerida a fim de compensar as limitacdes de cada irrigante, potencializando
suas propriedades. Embora essa associagcdo seja vantajosa no aspecto antimicrobiano
(VIANNA; GOMES, 2009), sob ponto de vista quimico, o residuo das duas
substancias forma um precipitado marrom e seus subprodutos podem ser prejudiciais
ao tratamento endodontico (FERREIRA et al., 2008). Esse precipitado possui como

principais efeitos deletérios: obliteragdo dos tubulos dentindrios, formagao de smear
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layer, citotoxicidade e manchamento da estrutura dentinéria.

Diante das limitagdes dos irrigantes convencionais NaClO e CHX aqui
descritos, a literatura vem investigando a aplicacdo de novas estratégias para o
tratamento quimico endoddntico, como o desenvolvimento e aplicagdo de novos
irrigantes endodonticos(BOUTSIOUKIS; ARIAS-MOLIZ, 2022). Fenotiazinas sdo
um grupo de compostos organicos heterociclicos contendo nitrogénio e enxofre, sendo
relacionados com compostos de tiazinas e classificados como agonistas de receptores
de dopamina. A sintese da fenotiazina primaria ocorre pela reagdao de difenil amina
com enxofre, cujo produto € usado para a fabricagdo de diversos derivados (PADNYA;
KHADIEVA; STOIKOYV, 2022). Esse grupo apresenta varios efeitos bioldgicos, como
efeito anti-histaminico, neuroléptico, antitumoral, antipasmodico, anti-helminto,
antibacteriano, antiviral e atividade antioxidante. A fenotiazina Prometazina (PMZ) ¢
sintetizada pela alquila¢do da fenotiazina primaria com cloreto de 1-dimetilamino-2-
propilo. A reagdo de 3-cloro-n-fenilbenzamina com o enxofre da fenotiazina primaria
gera 2-cloro-10H-fenotiazina, cuja alquilagdo resulta na sintese de Clorpromazina
(CPZ) (PADNYA; KHADIEVA; STOIKOV, 2022).

Na prética clinica, as fenotiazinas sdo comumente utilizadas para o tratamento
da esquizofrenia, ndusea, metemoglobinemia, distarbio de ansiedade e porfiria
(POSSO et al., 2022). Recentemente, muitos estudos descreveram a potencial
atividade antimicrobiana dos derivados das fenotiazinas Prometazina e clorpromazina
contra células planctonicas e sésseis de ambos patdgenos bacterianos e fungicos.
(AGUILAR-VEGA et al., 2021; BRILHANTE et al., 2020; CORDEIRO et al., 2020;
DONNERT et al., 2020; SOARES et al., 2019). Rahbar et al. (2010) encontraram
atividade antimicrobiana de prometazina e clorpromazina contra crescimento
planctonico de Enterococcus sp. Além disso, Galgdczy et al. (2011) e Ells et al. (2013)
descreveram a atividade antimicrobiana de fenotiazinas contra células planctonicas e

biofilmes de C.albicans.
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HIPOTESES

e A formagao de biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans é dependente
de condicdes fisico-quimicas experimentais.

e Os biofilmes duo-espécie possuem caracteristicas morfologicas, fisiologicas,
bioquimicas e sensibilidade a antimicrobianos distintas dos biofilmes
monoespécie de ambos 0s micro-organismos estudados.

e As fenotiazinas prometazina e clorpromazina possuem propriedades
antimicrobianas comparaveis com os irrigantes endoddnticos convencionais
hipoclorito de sodio e clorexidina.

e As fenotiazinas prometazina e clorpromazina induzem aumento da capacidade
antimicrobiana da clorexidina.

e (. albicans altera significantemente a expressao de genes de E. faecalis.

e O efeito de C.albicans na viruléncia de E.faecalis pode ser detectado em

ensaios in vitro € in vivo.



40

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivos otimizar e caracterizar biofilmes
duo-espécie de E. faecalis e C. albicans, avaliar efeito antimicrobiano das fenotiazinas
prometazina e clorpromazina contra esses biofilmes e investigar as repercussoes que

essa interacdo interkingdom exerce sobre a expressao génica de E. faecalis.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar as melhores condigdes fisico-quimicas para o desenvolvimento in vitro
de biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans.

e Caracterizar os biofilmes duo-espécie quanto a aspectos morfologicos
ultraestruturais e composi¢ao bioquimica de carboidratos e proteinas.

e Investigar o impacto que anfotericina B e vancomicina exercem sobre a biomassa,
unidades formadoras de colonia de E. faecalis e C. albicans, morfologia
ultraestrutural e composi¢ao bioquimica dos biofilmes duo-espécie.

e Investigar a sensibilidade de biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans a
irrigantes endodonticos convencionais Hipoclorito de sddio e Digluconato de
clorexidina e as fenotiazinas Prometazina e Clorpromazina.

e Investigar o efeito da interacdo farmacolédgica entre Clorexidina e as fenotiazinas
Prometazina e Clorpromazina sobre seu efeito antimicrobiano.

e Investigar por meio de sequenciamento de RNA o efeito de C. albicans na
expressao génica de E. faecalis quando em biofilme duo-espécie.

e Com base nos resultados do sequenciamento de RNA, investigar o impacto que
C.albicans pode exercer sobre a viruléncia de E.faecalis através de ensaios in vitro

e in vivo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de estudo

A primeira e a segunda partes do presente estudo foram realizadas no Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM) e no Laboratério de Patdgenos
Emergentes e Reemergentes (LAPERE), pertencentes ao Departamento de Patologia
e Medicina Legal, Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).
As andlises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas na Central
Analitica da UFC, enquanto as andlises de composi¢ao bioquimica foram realizadas
no Nucleo de Pesquisa em Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da UFC. A
terceira do estudo foi realizada no Lemos-Abranches Lab, pertencentes ao Oral

Biology Department do College of Dentistry da University of Florida (UF).

5.2 Organograma experimental

Este trabalho foi organizado em trés etapas distintas. A primeira parte foi voltada para
o estabelecimento e caracterizagdo dos biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C.
albicans (Fig. 5). De acordo com esse modelo estabelecido, a segunda parte objetivou
avaliar a sensibilidade desses biofilmes a irrigantes endodonticos e as fenotiazinas
(Fig. 6). Por fim, a terceira parte realizou uma analise de sequenciamento de RNA
(RNA-seq) de E. faecalis nos biofilmes monoespécie e duo-espécie, e de acordo com
os resultados encontrados, confirmacdo experimental in vitro e in vivo dos principais

genes com expressao génica aumentada (Fig. 7).

5.3 Cepas e cultivo

Para a primeira e segunda parte do estudo, E. faecalis ATCC 29212 e C.
albicans ATCC 10231 foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC).
Os micro-organismos foram estocados a -20 °C em 5 % de glicerol. Depois de
descongeladas, as células microbianas foram transferidas para caldo Brain Heart
Infusion (BHI, KASVI, Brasil) e mantidas por 18 h a 37 °C, em aerobiose. Em seguida,

uma algada das culturas foi transferida para agar Mitis salivarius (Sigma-Aldrich,
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EUA) ou agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol (Kasvi, Brasil) para E.
faecalis e C. albicans, respectivamente. As placas foram entdo incubadas por 18 h a
37 °C, em aerobiose.

Para a terceira parte do estudo E. faecalis OGIRF (ATCC 47077) e C.
albicans SC5134 foram obtidas do ATCC. Os micro-organismos foram estocados a -
20 °C em 30 % glicerol. As células microbianas depois de descongeladas foram
transferidas para caldo BHI (Becton Dickson, EUA) e incubadas por 18 ha 37 °C, em
atmosfera aerdbica. Em seguida, uma algada das culturas foi transferida para dgar Mitis
salivarius (Becton Dickison, EUA) ou agar Sabouraud com cloranfenicol (Becton
Dickison, Nova Jérsei, EUA) para E. faecalis e C. albicans, respectivamente. As placas

foram entdo incubadas por 18 h a 37 °C, em aerobiose.

5.4 Preparo das cepas mutantes de E. faecalis OG1RF

As cepas mutantes por inser¢do de transposon no locus OGIRF 10019
(OGIRF Tn ::10019), OG1RF 10020 (OG1RF Tn::10020) e OGIRF 10021 (OG1RF
Tn::10021) foram cedidas pelo Dunnys lab (University of Alabama, EUA) estocadas a
-80 °C em 30 % glicerol. Depois de descongeladas, as células microbianas foram
transferidas para BHI 4gar (Becton Dickson, EUA) e incubadas por 18 h a 37 °C, em
atmosfera aerobica.

Para confirmar a inser¢ao do transposon, as cepas passaram por uma triagem
em duas etapas. Na primeira etapa, as colonias crescidas em agar BHI foram
simultaneamente semeadas em 4gar BHI suplementado 10 pug ml! de cloranfenicol
(Sigma-Aldrich, EUA) e dgar BHI suplementado com 25 pg ml' de eritromicina
(Sigma-Aldrich, EUA). As cepas com crescimento positivo em BHI com cloranfenicol
e crescimento negativo em BHI com eritromicina foram consideradas aptas para
prosseguirem para a segunda parte da triagem (CHEN, et al., 2021).

Na segunda parte, a insercdo do transposon foi confirmada por Reacdo de
Cadeia Polimerase (PCR) de colonia, utilizando o Gotag® Green Master Mix kit
(Promega, EUA). De forma geral, para cada reacdo de PCR foram utilizados os
seguintes materiais: o MasterMix (proveniente do kit), 2 primers (cujo design sera
descrito a seguir), dgua livre de nuclease e uma colonia da cepa mutante
correspondente. Para a confirmacgao da inser¢do do fransposon em cada cepa mutante,

foram utilizados 3 tipos de primers: primer forward, primer reverse € o primer
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transposon. Todos os primers foram desenhados utilizando o Oligoanalyzer tool
disponibilizado pela Integrated DNA Technologies (Coralville, EUA) e entdo
fabricados pela mesma empresa. Os primers forward e reverse foram desenhando de
150 a 200 bases da localizagdo inser¢ao do transposon dentro do gene alvo, com
temperatura de anelamento de aproximadamente 55 °C. Adicionalmente, um primer
especifico para sequéncia de nucleobases do transposon foi utilizado. A sequéncia de

nucletideos dos primers utilizados no estudo esta descrita na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de Nucleotideos para primers utilizados para a confirmacio da

inserc¢ao dos transposons na regido dos genes de interesse.

Locus alvo Sequéncia de nucleotideos Sequéncia de nucleotideos
Primer forward Primer reverse

OGI1RF_10019 5’-GTCAGAATCTGATTT 5 -GATTGCCCATTTGTCTTT
ATCTGATTTTTTTCA-3>  ATGATCTTC -3’

OGI1RF_10020 5’-CGCGTAACTCGC 5’-GAACAAACCTGCAAC
CAAATAC -3’ CGC-3

OGI1RF_10021 5’-GGCGTTCAACAT TTA 5 -CACCCATTGCTAAGG
TCCAAG G-3’ AAGCA-3’

Sequéncia primer 5 -CTTCTCCTTTACTCATATGTATATCTCCGG-3’
Transposon

Os primers liofilizados foram primeiramente diluidos para estoque conforme

suas instrugdes: os tubos foram centrifugados a 4000 g por 5 min e em seguida diluidos
em agua livre de nuclease para obtencdo de solugdes a 1 mM. Para serem utilizados
nas reagoes de PCR, solucdes de 20 mM de cada primer foram preparadas a partir do
estoque. Para cada mutante, foram realizadas quatro reacdes de PCR como descrito na
tabela 2.
As reagoes 1 e 2 validam a eficacia dos primers forward e reverse na cepa Wild-type e
mutante, enquanto uma das reagdes 2 e 3 confirma a presenca do fransposon na cepa
mutante. Em seguida, as reagdes foram conduzidas em termociclador t100™
Thermacycler (Bio Rad, Cingapura), seguindo as especificagdes descritas a seguir:
Desnaturacgdo inicial (98 °C, 3 min), Desnaturagdo (95 °C, 30 segundos), Anelamento
(55/55.7/56.9/58.8/61.1/63/64.3/65 °C, 30 segundos), extensdo (72 °C, 4 min), repetir
ciclos a partir da desnaturacao 34 vezes, Extensdo final (72°C, 10 min).

Os produtos amplificados da reacdo de PCR foram entdo revelados por
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eletroforese em gel 0,8% de agarose (Fisher, EUA) em solu¢do tampao Tris, acido
acético e EDTA (TAE, EUA) Ix acrescido de 0,01 % de SYBR™ Safe DNA gel stain
(Invitrogen, EUA) foi preparado e distribuido em cuba para eletroforese. 1,5 pl de cada
produto de PCR foram acrescidos no gel, juntamente com 1,5 ul marcador de peso
molecular de 0,5 pg pl™! (GeneRuler DNA-Ladder, EUA). Em seguida, os géis foram
submetidos a corrente elétrica de 100 V por 20 min. As imagens dos géis foram obtidas
e fotografadas em camera leitora de gel (DNA gel imagers, Analitik-Jena, Alemanha)
utilizando filtro UV, com luz azul para brometo de etidio). A presenga de bandas nos
géis para produtos de PCR que receberam primer forward mais transposon primer ou

primer reverse mais transposon primer confirmam a presenca do transposon.

Tabela 2. Reacdes de PCR para a confirmagao da inser¢ao do transposon

1
1 amostra (reacdo
de 25 ul)

2
1 amostra (reacdo
de 25ul)

3
1 amostra (reacdo
de 25ul)

4
1 amostra (reacdo
de 25ul)

-12,5 uL do PCR
Master Mix

-0,5 uL de Primer
forward (20 pM)
-0,5 uL de Primer
reverse (20 uM)
-11,5 pL de 4gua
livre de nucleases
-Colonia da Cepa
wild-type

-12,5 uL. do PCR
Master Mix

-0,5 uL de Primer
forward (20 uM)
-0,5 uL de Primer
reverse (20 uM)
-11,5 puL de agua
livre de nucleases
-Colonia da Cepa
mutante
correspondente

-12,5 uL. do PCR
Master Mix

-0,5 uL de Primer
forward (20 pM)
-0,5 puL de Primer
transposon (20
HM)

-11,5 pL de agua
livre de nucleases
-Colonia da Cepa
mutante
correspondente

-12,5 uL. do PCR
Master Mix

-0,5 uL de Primer
reverse (20 uM)
-0,5uL de Primer
transposon (20 uM)
-11,5 puL de agua
livre de nucleases
-Colonia da Cepa
mutante
correspondente
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Figura 5. Organograma Experimental da parte I do presente estudo.

5.5.1 Formacao dos biofilmes

Objetivando otimizar a formagao do biofilme duo-espécie, o crescimento dos
biofilmes foi avaliado em dois meios diferentes, BHI e RPMI 1640 (Merck,
Alemanha), a duas temperaturas diferentes, 35 °C e 37 °C, por 24 h, 48 h ou 72 h.
Colodnias de E. faecalis crescidas adgar Mitis Salivarius e colonias de C. albicans
crescidas em Sabouraud com cloranfenicol, foram transferidas para caldo BHI ou
caldo Yeast Nitrogen Base 5 % dextrose, respectivamente. As culturas foram mantidas
a37°C, por 18 h.

Depois disso, as células foram colhidas por centrifugacdo a 1591 g durante 5
min a 4 °C, e entdo lavadas duas vezes com solugdo tampao fosfato salino (PBS)
estéril. Neste momento, diferentes meios, temperaturas e periodos de formacao de
biofilmes foram testadas. Pellets foram suspensos em caldo BHI ou caldo RPMI para

cada micro-organismo, separadamente. Em seguida, as suspensdes foram ajustadas
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para turbidez de 0.5 da escala McFarland, equivalente a densidade celular de 1,5 x 108
células mlt e 1,0 x 10° células ml™! para E. faecalis e C. albicans, respectivamente
(DIOGO et al., 2017). Aliquotas de 100 pul de cada suspensdo microbiana (propor¢ao
1:1) foram transferidas paras placas de 96 pocos de fundo chato e incubadas tanto a
35°Cou 37 °C por 24 h, 48 h ou 72 h (PANARIELLO et al., 2016) em atmosfera de
microaerofilia, utilizando o método da jarra e vela. Os meios de cultura foram
renovados diariamente removendo cuidadosamente o meio antigo, sem danificar o
biofilme no fundo dos pocos, ¢ renovando-os com meio fresco. Condigdes fisico-
quimicas que permitiram uma maxima biomassa e contagem de unidades formadoras
de coldnias (UFC) para E. faecalis e C. albicans foram escolhidas para posterior
caracterizacao dos biofilmes. Seguindo o mesmo protocolo, biofilmes monoespécie de
E. faecalis e C. albicans também foram analisadas utilizando suas suspensdes
microbianas ajustadas e cultivadas separadamente.

A partir deste momento, as andlises foram realizadas apenas de biofilmes
formados em BHI por 48 h. Os biofilmes foram formados em propor¢ao 1:1 dos dois
inoéculos microbianos em BHI, e diferentes protocolos relacionados com adesdo
microbiana e agitacdo foram investigados. O primeiro grupo experimental (protocolo
1) recebeu ambas as suspensdes de E. faecalis e C. albicans simultaneamente nos
pogos. Apds 3 h de incubacdo, os pogos foram lavados com PBS para remover as
cé¢lulas ndo aderidas e entdo reabastecidas com caldo BHI. O segundo grupo
experimental (protocolo 2) primeiro recebeu a suspensao de C. albicans e, ap6s 3 h de
incubagdo, a suspensdo de E. faecalis foi adicionada. O terceiro grupo experimental
(protocolo 3) primeiro recebeu a suspensdo de C. albicans e, apds 3 h de incubagdo,
os pocos foram lavados com PBS para remover as células nao aderidas e a suspensao
de E. faecalis foi adicionada. As placas nos protocolos 1, 2 e 3 foram mantidas em
condi¢des estaticas. O quarto grupo experimental (protocolo 4) recebeu ambas as
suspensoes de E. faecalis e C. albicans simultaneamente nos pogos, sem lavagem pos-
adesao e incubadas sob agitacdo (9 g).

Todas as placas foram incubadas por 48 h em atmosfera de microaerofilia,
utilizando o método da jarra e vela a 35 °C. O caldo BHI foi renovado diariamente
removendo cuidadosamente o meio antigo, sem danificar o biofilme no fundo dos
pogos, e renovando-os com meio fresco. O grupo controle recebeu ambas as
suspensdes microbianas simultaneamente, sem lavagem pos-adesdo e incubada em

atmosfera de microaerofilia, sem agitacao a 35 °C. Apds 48 h, os biofilmes foram
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avaliados em sua biomassa e contagem de ufc em agar Mitis Salivarius ou agar

Sabouraud suplementado com cloranfenicol, como descrito a seguir.

5.5.2 Ensaio de cristal violeta para quantificagdo da Biomassa

A biomassa dos biofilmes foi quantificada através do ensaio de cristal violeta,
como descrito anteriormente (DE AGUIAR CORDEIRO et al., 2015). Os biofilmes
maduros formados em placas de 96 pocos de fundo chato foram fixados com 200 ul
de metanol 99 % (Sigma-Aldrich, EUA). Apds 5 min, o metanol foi removido, os
pogcos secos a temperatura ambiente, e entdo, 200 ul de cristal violeta 3 % (Sigma-
Aldrich, EUA) foram adicionadas aos pogos, seguidos por incuba¢do de 20 min. O
cristal violeta foi removido e os pogos lavados duas vezes com 200 pl 4gua destilada.
Por fim, 200 pl de acido acético 33 % (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados aos
pocos para solubilizar o cristal violeta. A absorbancia foi lida a 590 nm usando
espectrofotometro. Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com

trés replicatas técnicas.

5.5.3 Contagem de unidades formadoras de colonia

A viabilidade celular dos dois micro-organismos presentes no biofilme foi
analisada por contagem de unidades formadoras de colonia (ufc). Apos remover o meio
de cultura, os biofilmes maduros formados na placa de 96 pogos de fundo chato
receberam 200 pl de solugdo salina estéril e foram raspadas do fundo dos pogos usando
ponteiras de micro titulagdo. As suspensdes microbianas foram entdo transferidas para
tubos estéreis e dilui¢des seriadas foram realizadas em solug¢do salina estéril. A
contagem de coldnias foi realizada em agar Mitis salivarius e agar Sabouraud com
cloranfenicol para recuperagao de E. faecalis e C. albicans, respectivamente. Placas
foram cobertas ¢ seladas com Parafilm M® (Merck, Alemanha), e incubadas em
atmosfera de microaerofilia a 35 °C ou 37 °C, por 24 h, dependendo do protocolo
testado. Entdo, as colonias foram quantificadas e os numeros de ufc determinados.
Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com trés replicatas

técnicas (DE AGUIAR CORDEIRO et al., 2015)
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5.5.4 Morfologia ultraestrutural

Para Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Microscopia Confocal a
Laser de varredura (MCLYV), biofilmes foram formados sobre superficie de laminas
Thermanox (Thermo Fisher Scientific, EUA) colocadas em placas de 24 pogos, em
atmosfera de microaerofilia por 48 h. Apos isso, o meio de cultura foi removido e os
biofilmes foram lavados uma vez com solucao salina estéril.

Para andlise de MEV, os biofilmes foram fixados com glutaraldeido
(Dindmica, Brasil) a 2,5 % em tampao de cacodilato de sddio (Dinamica, Brasil) a 0,15
M contendo azul alciano a 0,1 % (Dindmica, Brasil) e incubados por 18 ha 4 °C. Em
seguida, os biofilmes foram lavados duas vezes com tampao cacodilato a 0,15 M por
5 min e entdo submetidos a desidratacao alcoolica em etanol 50, 70, 80, 95, ¢ 100 %
(duas vezes, 10 min cada). Em sequéncia, as laminas foram secas com
hexametildissilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 min e incubados por
18h em dessecador. As laminas foram entdo cobertas com 10 nm de ouro (Emitech
QI150T, Reino Unido) e observadas através de MEV (FEI Inspect S50, EUA) em modo
alta-vacuo a 15 Kv (DE AGUIAR CORDEIRO et al., 2015).

Para MCLV, os biofilmes formados foram corados com LIVE/DEAD
Bacterial Viability Kit (Invitrogen, EUA) contendo SYTO 9 e lodeto e propidio. As
imagens foram realizadas com séries de sec¢des Opticas com espessura de 0,8 pm com
intervalos de 0,31 um ao longo da profundida do biofilme em microscopio confocal
Nikon C2+ (Nikon, Japao), com magnificacdo de 600 x. Para analise das imagens,
imagens tridimensionais de sete pontos equidistantes e quantificacdo colorimétrica
foram executadas com Z-slices, utilizando software ImageJ 1.501 (COLLINS, 2007).
Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com trés replicatas

técnicas.

5.5.5 Composic¢do bioquimica dos biofilmes duo-espécie

A quantificacdo de carboidratos dos biofilmes foi realizada utilizando
CalcoFluor White (Sigma-Aldrich, EUA), como descrito por Clark et al. (2018),
Vermelho de Congo (Sigma-Aldrich, EUA), como descrito por Bazzini et al., (2011) e
Safranina, como descrito anteriormente (LEUCK; JOHNSON; DUNNY, 2014). A
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quantificagdo de proteinas foi realizada com SYPRO ® RURBY (Sigma-Aldrich, EUA),
baseado em analises anteriores (MOHAMMED et al., 2013), com modificagoes.
Apo6s a formagao dos biofilmes, os pogos foram lavados duas vezes com PBS
e entdo CalcoFluor White a 1 %, Vermelho de congo a 0,1 %, Safranina a 0,1 %, ou
SYPRO RUBY foram adicionados. Apos 10 min longe da luz, os pocos foram lavados
duas vezes com agua Mili-Q e entdo homogeneizadas. As leituras de CalcoFluor White
e SYPRO RUBY foram realizadas em dispositivo Cytation 3 (Biotek, EUA) a 430
nm/510 nm e 465 nm/630 nm, respectivamente. As leituras de Vermelho de Congo e
Safranina foram realizadas em espectrofotometro a 490 nm e 630 nm respectivamente.
Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com trés replicatas

técnicas.

5.5.6 Resisténcia antimicrobiana do biofilme duo-espécie

Foram avaliados o efeito inibitorio de anfotericina B (AMB, Sigma-Aldrich,
EUA) na concentragdo de 2 pg ml™ e 4 ug ml! baseado em Tobudic et al., (2009),
assim como também o efeito inibitério de vancomicina na concentragdo de 32 pg ml’!
e 64 png ml! baseado em Laplante e Mermel (2009) . Apds a formagio dos biofilmes
em placas de 96 pogos em BHI, por 48 h a 35 °C em atmosfera de microaerofilia sem
agitacdo, o meio foi cuidadosamente removido e os antimicrobianos adicionados nos
pocos. As placas foram incubadas por mais 24 h a 35 °C em atmosfera de
microaerofilia (CORDEIRO, et al., 2017) e em seguida submetidas aos ensaios de

cristal violeta de ufc como descrito anteriormente.
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5.6 Parte Experimental 11
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Figura 6. Organograma Experimental da parte 2 do presente estudo

5.6.1 Ensaio de sensibilidade antimicrobiana contra crescimento planctdnico

O ensaio de sensibilidade antimicrobiana contra células planctonicas de E.
faecalis e C. albicans foi realizado pelo método de microdiluigdo em caldo em placas
de 96-pogos de fundo em “U”, de acordo com o documento M07 (CLSI, 2022a) e
M27-A3 (CLSI, 2022b), respectivamente. Hipoclorito de Sédio (NaClO; Clororio,

Brasil), clorexidina aquosa (CHX; Farmacia Escola UFC, Brasil), cloridrato de
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prometazina injetavel (PMZ; Cristalia, Brasil) e cloridrato de clorpromazina injetavel
(CPZ; Cristalia, Brasil) foram diluidos em caldo Mueller Hinton (Sigma-Aldrich,
EUA) e caldo RPMI (Merck, Alemanha), para E. faecalis e C. albicans
respectivamente, como descrito a seguir: NaClO (19,5-10000 pg ml™!), CHX (0,0625-
32 ug ml!), PMZ (1-512 ug ml'"). VAN e AMB também foram testados contra E.
faecalis e C. albicans, respectivamente, como drogas-controle (CLSI, 2022a,b). Os
in6culos foram preparados de culturas previamente cultivadas em agar Mitis Salivarius
para E. faecalis e dgar Sabouraud Dextrose para C. albicans por 24 h a 37 °C.
Suspensdes microbianas foram preparadas em solugio salina estéril até atingir 5x10°
UFC ml! e 2,5x10° UFC ml! para E. faecalis e C. albicans respectivamente. A
concentra¢do inibitéria minima (CIM) foi definida como a mais baixa concentragdo
capaz de inibir 100 % do crescimento microbiano apos 24 h de incubacdo a 35-37 °C
(GALGOCZY et al., 2011; RAHBAR; MEHRGAN; HADIJI-NEJAD, 2010). Os
experimentos foram repetidos em dois momentos individuais, com duas replicatas

técnicas.

5.6.2 Ensaio de “Chequerboard” de clorexidina com as fenotiazinas prometazina e

clorpromazina

O ensaio de interagdo entre as substancias foi executado conforme Odds
(2003) a fim de avaliar a interacao entre CHX e as fenotiazinas. Diversas combinagdes
de concentra¢des de CHX (0,15625 — 8 pg ml!) e PMZ (1-512 pg ml") ou CPZ (0.25-
500 pg ml™!) diluidas em caldo Mueller Hinton ou caldo RPMI foram transferidas para
placas de 96 pogos com fundo em “U”, inoculadas com suspensdo microbiana de E.
faecalis (5x10° UFC ml') e C. albicans (2,5x10° UFC ml™), e incubadas a 35-37 °C
por 24 h. A inibi¢do de 100 % do crescimento microbiano foi utilizada como referéncia.
A interagio entre as drogas foi determinada com base do Indice de Concentragio
Inibitoria Fraciondria (ICIF), sendo classificada como sinergismo (ICIF < 0,5);
antagonismo (ICIF > 4) ou sem interacdo (ICIF=0,5-4). Os experimentos foram

repetidos em dois momentos individuais, com duas replicatas técnicas.

5.6.3 Formacdo de biofilme

A formagdo de biofilmes foi realizada baseado no protocolo otimizado na
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parte I do desenho experimental do presente estudo (DE MELLO FIALLOS et al.,
2022). Colonias de E. faecalis crescidas em agar Mitis Salivarius e colonias de C.
albicans crescidas em Sabouraud com cloranfenicol, foram transferidas para caldo
BHI ou caldo Yeast Nitrogen Base 5 % dextrose, para E. faecalis e C. albicans,
respectivamente. As culturas foram mantidas a 37 °C por 18 h e em seguida as células
foram coletadas por centrifugagdo a 1591 g durante 5 min a 4 °C; os precipitados foram
lavados duas vezes com PBS estéril e entdo resuspensos em caldo BHI. Em seguida,
as suspensoes foram ajustadas para turbidez de 0,5 da escala McFarland, equivalente
a densidade celular de 1,5 x 10® células ml™! para E. faecalis 1,0 x 10° células ml™! para
C. albicans, respectivamente (DIOGO et al., 2017). Aliquotas de 100 pl de cada
suspensao microbiana (propor¢ao 1:1) foram transferidas paras placas de 96 pocos de
fundo chato e incubadas tanto a 35 °C por 48 h em atmosfera de microaerofilia,
utilizando o método da jarra e vela. Os meios de cultura foram renovados diariamente
removendo cuidadosamente o meio antigo, sem danificar o biofilme no fundo dos

pocos, e renovando-os com meio fresco.

5.6.4 Ensaios antibiofilme

Os ensaios antibiofilme foram executados testando NaClO, CHX, PMZ, CPZ,
PMZ+CHX e CPZ+CHX contra os biofilmes duo-espécie. As concentragdes de 25 mg
ml! (2,5 %) de NaClO e 2 mg ml™! (2 %) de CHX foram escolhidos baseado na seu
documentado uso na pratica endodontica (DIOGUARDI; QUARTA; et al., 2020).
Concentra¢des de PMZ, CPZ, PMZ+CHX e CPZ+CHX foram baseadas em dez vezes
o valor de CIM para cada droga contra E. faecalis e C. albicans planctonicos (MAH,
2012), como descrito a seguir PMZ, 1,280 mg ml™'; CPZ, 0,5 mg ml™! ; PMZ + CHX,
0,080 mg ml'+0,020 mg ml™!'; CPZ +CHX, 0,125 mg ml ' +0,020 mg ml™' . Grupos
controle foram tratados com PBS estéril. Apds 48 h de formacao do biofilme, o meio
de cultura foi removido cuidadosamente, pocos lavados uma vez com PBS estéril, e
entdo 200 pl de cada substancia testada foi adicionada. Apds 10 min, objetivando
simular o tempo que irrigantes endoddnticas permanecem no interior do canal durante
o tratamento endodontico (BUKHARY; BALTO, 2017), as solugdes foram removidas
dos pogos. Os grupos tratados com NaClO receberam tratamento adicional com
tiossulfato de sddio a 10 % (Dinamica, Brasil) por 10 min e os outros grupos receberam

mais uma lavagem de PBS, objetivando pausar os efeitos antimicrobianos
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(BUKHARY; BALTO, 2017). O efeito antibiofilme de cada substincia testada foi

avaliada como descrito nos tdpicos 5.5.5, 5.5.6, 5.5.7 ¢ 5.5.8.

5.6.5 Ensaio de Contagem de Unidades Formadoras de Colonia

A viabilidade celular de E. faecalis e C. albicans em biofilmes duo-espécie
foi avaliada utilizada o ensaio de ufc. Depois do tratamento com as substancias testadas
como descrito anteriormente, os biofilmes formados em placas de 96 pogos de fundo
chato receberam 200 pl de solucdo salina e foram raspadas do fundo dos pogos usando
ponteiras de micro titulagdo. As suspensdes microbianas foram entdo transferidas para
tubos estéreis e dilui¢des seriadas foram realizadas em solucdo salina estéril. A
contagem de colonias foi realizada em agar Mitis salivarius e dgar Sabouraud com
cloranfenicol para recuperagdo de E. faecalis e C. albicans, respectivamente. Placas
foram cobertas e seladas com Parafilm M® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), e
incubadas em atmosfera de microaerofilia a 35 °C ou 37 °C, por 24 h, dependendo do
protocolo testado. Entdo, as colonias foram quantificadas e os numeros de ufc
determinados. Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com trés

replicatas técnicas.

5.6.6 Ensaio de cristal violeta

A biomassa dos biofilmes foi quantificada através do ensaio de cristal violeta,
como descrito anteriormente (AGUIAR CORDEIRO, et al., 2015). Depois do
tratamento com as substancias testadas como descrito anteriormente, os biofilmes
formados em placas de 96 pocos de fundo chato foram fixados com 200 pl de metanol
99 % (Sigma-Aldrich, Minnessota, EUA). Apds 5 min, o metanol foi removido, os
pocos secos a temperatura ambiente, e entdo, 200 ul de cristal violeta 3 % (Sigma-
Aldrich, Minnessota, EUA) foram adicionadas aos pogos, seguidos por incubagdo de
20 min. O cristal violeta foi entdo removido e os pocos lavados duas vezes com 200 pl
agua destilada. Por fim, de acido acético 33 % (Sigma-Aldrich, Minnessota, EUA)
foram adicionados aos pogos para solubilizar o cristal violeta. A absorbancia foi lida a
590 nm usando espectrofotdmetro. Experimentos foram repetidos em dois momentos

separados, com trés replicatas técnicas.
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5.6.7 Microscopia confocal a laser

Para MCLYV, biofilmes foram formadas sobre superficie de laminas
Thermanox (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque, EUA) colocadas em placas de 24
pogos, em atmosfera de microaerofilia por 48 h. Apds isso, os biofilmes foram tratados
com as substincias testadas como descrito anteriormente e entdo corados com
LIVE/DEAD Bacterial Viability Kit (Invitrogen, California, EUA) contendo SY70 9 ¢
Iodeto e propidio. Imagem fora realizadas com séries de secgdes Opticas com espessura
de 0,8 pm com intervalos de 0,31 um ao longo da profundida do biofilme em
microscopio confocal Nikon C2+ (Nikon, Toquio Japao), com magnificagdo de 600 x.
Para andlise das imagens, imagens tridimensionais de sete pontos equidistantes e
quantificagdo colorimétrica foram executadas com Z-slices, utilizando software
ImageJ 1.501 (COLLINS, 2007). Experimentos foram repetidos em dois momentos

separados, com trés replicatas técnicas.

5.6.8 Composicao bioquimica dos biofilmes

A quantificagdo de carboidratos dos biofilmes apods o tratamento antibiofilme com as
substancias testada foi realizada utilizando CalcoFluor-white, como descrito por Clark
et al. (2018), Vermelho de Congo, como descrito por Bazzini et al. (2011) e Safranina,
como descrito por Leuck, Johnson e Dunny (2014). A quantificagdo de proteinas foi
realizada com SYPRO ® RUBY, baseado em Mohammed et al.,, (2013) com
modificagdes. Apos a formagao dos biofilmes, os pogos foram lavados duas vezes com
PBS e entdo CalcoFluor White a 1 %, Vermelho de Congo a 0,1 %, Safranina a 0,1 %,
ou SYPRO RUBY foram adicionados. Ap6és 10 min longe da luz, os pogos foram
lavados duas vezes com agua Mili-Q e entdo homogeneizados. As leituras de
CalcoFluor White e SYPRO RUBY foram realizadas em dispositivo Cytation 3 (Biotek,
EUA) a 430 nm/510 nm e 465 nm/630 nm, respectivamente. As leituras de Vermelho
de Congo e Safranina foram realizadas em espectrofotdometro a 490 nm e 630 nm
respectivamente. Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com

trés replicatas técnicas.
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Figura 7. Organograma Experimental da parte 3 do presente estudo

5.7.1 Formagéo do biofilme

A formacdo de biofilmes foi realizada baseada no protocolo otimizado na
parte I do desenho experimental do presente estudo (FIALLOS, et al., 2022), com
algumas modifica¢des. Colonias de E. faecalis crescidas em agar Mitis Salivarius e
colonias de C. albicans crescidas em Sabouraud com cloranfenicol, foram transferidas
para caldo BHI ou caldo Yeast Peptone dextrose), para E. faecalis e C. albicans,
respectivamente. As culturas foram mantidas a 37 °C por 18 h. Depois disso, as c€lulas
foram colhidas por centrifugagdo a 1591 g durante 5 min a 4 °C, lavadas duas vezes
com PBS estéril e entdo os pellets foram suspensos em caldo BHI com 20 mM de
Glicose. Em seguida, as suspensdes foram ajustadas para densidade optica de 0,5 para
E. faecalis e 0,3 para C. albicans, equivalente a densidade celular de 3x 107 células
ml! para E. faecalis e 2,5% 10° células ml™! para C. albicans. Aliquotas de cada
suspensao microbiana (proporcao 1:1) foram transferidas paras placas de fundo chato
e incubadas a 35 °C por 48 h em estufa com atmosfera de 5 % CO,. Os meios de cultura

foram renovados diariamente removendo cuidadosamente o meio antigo, sem
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danificar o biofilme no fundo dos pogos, e renovando-os com meio fresco. Seguindo
0 mesmo protocolo, biofilmes monoespécie de E. faecalis e C. albicans também foram
formadas utilizando suas suspensdes microbianas ajustadas e cultivadas

separadamente.

5.7.2 Sequenciamento de RNA

5.7.2.1 Extracédo do RNA

O sequenciamento de RNA de E. faecalis foi realizado com o micro-
organismo em duas condi¢des de cultivo: em biofilme monoespécie e em biofilme duo
espécie com C. albicans, conforme os grupos experimentais abaixo, em triplicata:

e [E. faecalis em biofilme monoespécie

e [E. faecalis em biofilme duo-espécie

Biofilmes duo-espécie de E. faecalis OG1RF wild type e C. albicans SC5134
wild type e biofilmes monoespécie de E. faecalis OGIRF wild type foram cultivados
como descritos anteriormente, utilizando placas de 6 pocos de fundo chato, em
triplicata. Cada pogo do biofilme monoespécie recebeu de 5 ml de suspensdo
bacteriana, enquanto os pogos do biofilmes duo-espécie receberam 2,5 ml de
suspensao bacteriana mais 2,5 ml de suspensdo fungica. Cada triplicata técnica obteve
um total de 30 ml de suspensdo microbiana ao somar o volume de todos os seus pogos
correspondentes, ou seja, cada placa de 6 pocos com 5Sml de suspensdao em cada pocos
correspondeu a uma triplicata.

Apds a formagdo dos biofilmes, todo o meio de cultura foi gentilmente
removido dos pogos € 1 ml de RNA Protect® Bacterial Reagent (Qiagen, Alemanha)
foi adicionado em cada poco. Os biofilmes foram raspados do fundo dos pocos
utilizando raspador de células (Falcon, México), homogeneizados e incubados por 5
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 30 ml de suspensdo microbiana
correspondente a cada triplicata foram transferidos para tubos conicos de 50 ml e entdo
centrifugados a 1500 g, por 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados e 1ml
de RNA Protect® Bacterial Reagent foi adicionado aos pellets. Os pellets foram

agitados em vortex até¢ sua dissolucdo e entdo sua suspensdo foi transferida para
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microtubos de 1,5 ml. Os microtubos foram centrifugados a 6000 g, 5 min a 4 °C, seus
sobrenadantes resultantes descartados e os pellets foram em seguidas estocados a -
80 °C.

A lise celular foi realizada utilizando solu¢ao de Lisozima derivado ovo de
galinaceo (Sigma-Aldrich, EUA) na concentragdo de 10 mg ml' em RNA Protect®.
Iml da solugdo foi adicionado a cada pellet, as suspensdes foram agitadas por vortex
até dissolucao do pellet e obtencdo de suspensdo homogénea, e entdo incubadas a
37 °C por 30 min. A cada 10 min de incubagdo, as suspensdes receberam agitacao
adicional. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1200 g por 5 min 4 °C e o
sobrenadante resultante foi descartado. Para as etapas seguintes da extracdo de RNA,
foi utilizado o kit de extragdo de RNA por coluna RNA-Purelink kit (Thermo Fisher,
EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. O Lysis buffer foi preparado adicionando
10 pl de 2-mercaptoetanol a 99 % (Thermo Fisher, EUA) para cada 1 ml do buffer. 600
ul da solugdo foi entdo adicionada para cada amostra contendo o pellet que foram em
seguida agitados em vortex até sua dissolugdo e células aparentarem lise.

Para formacao do precipitado, 600 pl etanol a 70 % em agua livre de nuclease
foi adicionado a cada lisado que em seguida foram agitados em vortex vigorosamente
até dispersar qualquer precipitado que possa ser formado. Passando para a etapa de
ligagcdo de RNA, 700 pl da solugao foram transferidos para a coluna de ligagdo de RNA
adaptada a um tubo coletor e centrifugados a 1200 g por 15 segundos. A suspensdo
transferida para o tubo coletor foi descartada esse Ultimo reinserido na coluna. Os
passos para ligacdo do RNA a membrana da coluna foram repetidos até¢ todo o
processamento de cada amostra. Para eliminacdo de material de DNA das amostras,
foi utilizado o kit RNAase-free DNAase on column (Qiagen, Alemanha). Cada amostra
na coluna recebeu 10 pl de DNAase e 70 pl de RDD Buffer e incubada a temperatura
ambiente por 20 minutos.

Apos o tratamento com DNAse, as amostras na coluna foram lavadas com
Wash Buffer I e Wash Buffer Il seguindo as instru¢des do fabricante. Em seguida, para
secagem da membrana contendo o RNA, as amostras foram centrifugadas a 12000 g
por 2 minutos. O tubo coletor foi entdo substituido por um tubo de recuperagao, 50 ul
de 4gua livre de nuclease foi adicionada no centro da membrana e incubadas por 1
minuto. Por fim, as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 1200 g, as colunas

retiradas dos tubos de recuperacdo que agora contém as amostras de RNA.
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5.7.2.2 Quantificacdo e diluicdo das amostras de RNA para analise

A quantificagdo de RNA das amostras foi realizada utilizando dispositivo
NanoDrop One (Thermo Fisher, EUA). Para isso, foi utilizado agua livre de nuclease
como blank e 1,5 pl das amostras foi analisada. As amostras consideradas adequadas
possuiram o valor de Axeo/A2s0 superior a 2 ¢ Azeso/A230 proximo a 2. Em seguida,
seguindo as recomendacdes do centro de sequenciamento, todas as amostras foram
diluidas em 25 pl de 4gua livre de nuclease para a concentragio de 100 ng pl''de RNA

e estocadas a -80 °C.

5.7.2.3 Sequenciamento do RNA

As amostras de RNA foram analisadas pelo SeqCenter (Pittsburg, EUA).
Primeiramente, as amostras foram tratadas novamente com DNAase (Invitrogen,
EUA). A preparacgdo das bibliotecas foi realizada utilizando ///umina s Stranded Total
RNA Prep Ligation com Ribo-Zero Plus kit e 10bp IDT para os indices lllumina.
Adicionalmente, probes customizadas para ribodeplecdo de rRNA de E. faecalis e
rRNA de C. albicans foram preparadas e utilizadas em todas as amostras. Para as
amostras de E. faecalis em biofilme monoespécie 12 milhdes de leituras foram geradas
e para amostras de E. faecalis em biofilme duo espécie foram geradas 25 milhdes de
leituras. O sequenciamento foi realizado em NextSeq2000, fornecendo 2x50 leituras
de bases. Demultiplexagdo, controle de qualidade e lapidacdo foram realizadas

utilizando software bcl-convert (v 3.9.3).

5.7.2.4 Andlise dos dados do sequenciamento de RNA

O controle de qualidade e refino dos dados foi realizado com o sofiware
bcl2fastq. A leitura do mapeamento foi realizada com software HISAT2. A
quantificagdo das leituras foi realizada utilizando o software featureCounts,

funcionalmente. As contagens das leituras foram normalizadas utilizando o algoritmo
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edgeRs Trimmed Mean of M values. Os valores foram entdo convertidos para

contagens por milhdo.

As contagens por milhdo do transcriptoma das triplicatas de E. faecalis em
monoespécie e do transcriptoma das triplicadas de E. faecalis em duo-espécie foram
analisadas e comparado utilizando o software Degust-Interactive RNAseq analysis
(POWELL, 2022). Para analise, a expressao génica de E. faecalis em duo-espécie foi
comparado com E. faecalis em monoespécie utilizando metodologia Voom/Limma. Os
cut-offs para log2FC (log-fold change) foram =2.0 e para FDR (false-discovery-rate)
=0.05. As descrigdes dos genes identificados foram verificadas pelo banco de dados

Biocyc Database Collection.

5.7.3 Ensaio de monitoramento de crescimento com restricio de carboidratos

Com base nos resultados de RNAseq, foi detectado aumento de expressao
génica de éperon OGIRF 10018, OGIRF 10019, OGIRF 10020 e OGIRF 10021
relacionados com transportadores PTS. Para a avaliacdo da capacidade desses genes
em influenciar a captacdo de carboidratos por E. faecalis, foi avaliado o crescimento
bacteriano utilizando um unico tipo de carboidrato em meio minimo. Os seguintes
acucares foram utilizados: glicose (Fisher Bioreagents, EUA), manose (Fisher
Bioreagents, EUA) e frutose (Fisher Bioreagents, EUA). Esses acucares foram
diluidos a 2.5 % em meio CDM (chemically-defined-medium), preparado conforme
descrito anteriormente por Chang et al. (2011).

Para o preparo do indculo, coldnias de E. faecalis OGIRF wild-type,
Tn::10019, Tn::10020 e Tn::10021 crescidas agar Mitis Salivarius foram transferidas
para caldo BHI e incubadas a 37 °C, por 18 h. Depois disso, as células foram colhidas
por centrifugacdo a 1591 g durante 5 min a 4 °C, lavadas duas vezes com Solucdo
tampao fosfato (PBS) estéril e entdo os pellets foram suspensos em CDM. Em seguida,
as suspensdes foram ajustadas para densidade optica (OD) de 0,2. Placas Bioscreen
(Thermo Labsystems, EUA) receberam 250 pl de CDM com 2,5 % de glicose, manose
ou frutose. 2,5 pl dos inoculos bacterianos foram entdo adicionados aos pocos
correspondentes. Finalmente, as placas foram incubadas a 37 °C em dispositivo
Bioscreen C (Thermo Labsystems, EUA), onde sua densidade 6ptica a 600nm foi

monitorada a cada 30 min por 24 h, com agitagdo de 5 segundos antes de cada leitura.
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Os experimentos foram realizados utilizados 3 replicatas técnicas e repetidos duas

VECZCES.

5.7.4 Ensaio de influéncia de glicose e manose na formacgao dos biofilmes

A influéncia de manose e glicose na formagdo dos biofilmes foi investigada
através da quantificacdo de sua biomassa e unidades formadoras de colonia dos
biofilmes quando cultivados em meio CDM contendo como tnica fonte de carboidrato
Glicose, manose ou ambos. Para isso, biofilmes monoespécie de E. faecalis OG1RF
wild-type e C. albicans SC5134 wild type e biofilmes duo-espécie dos dois micro-
organismos foram cultivados como descritos anteriormente, em meio BHI+20 mM
Glicose, meio CDM+20 mM glicose, meio CDM+20 mM manose ou meio CDM+10
mM glicose+10 mM manose utilizando placas de 96 pogos de fundo chato, em
triplicata. Os biofilmes monoespécie foram cultivados utilizando 200 pl da suspensao
microbiana correspondente, enquanto os biofilmes duo-espécie foram cultivados
utilizando 100 ul de suspensao bacteriana e 100 pl de suspensdo fungica. Para analise
dos biofilmes formados, foram realizados os ensaios de cristal violeta e contagem das
unidades formadoras de colonia. Para o ensaio de cristal violeta, apos o periodo de
formagdo dos biofilmes, os meios foram gentilmente removidos dos pogos e lavados
duas vezes com 200 pl de PBS. Em seguida, 100 pl de cristal violeta a 0.1 % e
incubados por 15 min. Os pogos foram lavados duas vezes com PBS e entdo diluidos
e homogeneizados em 200 pl de 4cido acético a 0,33 %. A leitura das placas foi
realizada em leitor de placa Synergy HI(Biotek, EUA) com 575 nm de absorbancia.
Os experimentos foram realizados utilizados 3 replicatas técnicas e repetidos duas
vezes.

Para o ensaio de contagem de unidades formadoras de colonia, os biofilmes
formados em placas de 96 pogos de fundo chato receberam 200 pl de solucdo salina e
foram raspadas do fundo dos poc¢os usando ponteiras de micro titulagdo. As suspensdes
microbianas foram entdo transferidas para placas de 96 pocos e diluicoes seriadas
foram realizadas em solu¢do PBS. A contagem de colonias foi realizada em agar Mitis
salivarius e dgar Sabouraud com cloranfenicol para recuperacdo de E. faecalis e C.
albicans, respectivamente. As placas foram incubadas em atmosfera de 5 % de CO; a

37 °C, por 24 h. Entdo, as colonias foram quantificadas e os nimeros de ufc
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determinados. Experimentos foram repetidos em dois momentos separados, com trés

replicatas técnicas.

5.7.5 Ensaio de atividade dos transportadores PTS manose/frutose

A influéncia de C. albicans na atividade dos transportadores PTS manose
frutose de E. faecalis foi investigada. Para isso, foi realizado o ensaio de atividade de
transportadores PTS como descrito anteriormente(LEBLANC et al., 1979). Biofilmes
duo-espécie de E. faecalis OGIRF wil-type ou OGIRF Tn::10019 com C. albicans
SC5134 wild type e biofilmes monoespécie de E. faecalis OG1RF wild type, E. faecalis
OGIRF Tn::10019 e C. albicans SC5134 wild type foram cultivados como descritos
anteriormente, utilizando placas de 24 pogos de fundo chato, em triplicata. Cada pogo
do biofilme monoespécie recebeu de 1 ml de suspensao bacteriana, enquanto os pogos
do biofilmes duo-espécie receberam 500 ul de suspensao bacteriana mais 500 pl de
suspensdo fungica.

Apods a formagdo dos biofilmes, todo o meio de cultura foi gentilmente
removido e os biofilmes foram raspados do fundo dos pogos utilizando raspador de
células e homogeneizados por vortex. 1 ml das suspensdes foram transferidas para
microtubos de 1,5 ml e centrifugados a 4000 g por 10 min a 4 °C, seus sobrenadantes
resultantes descartados e os pellets foram congelados com gelo seco em seguidas
estocados a -80 °C. Os pellets foram lavados duas vezes com tampao fosfato sédio
potéssio a 0.1 M (Fisher Bioreagents, EUA) e contendo SmM de cloreto de magnésio
(Fisher Bioreagents, EUA) e em seguida suspensos em 100 pl do mesmo tampao. A
permeabilizacdo das células foi realizada através da adicdo de 50 pl de solucao
tolueno-acetona (1:9) e agitadas em vortex por dois ciclos de 2 minutos.

Para normalizacdo dos dados da atividade dos transportadores PTS, um
ensaio de quantificacdo proteica de 4cido binciconinico (BCA, Sigma-Aldrich, EUA)
das células permeabilizadas foi realizado para cada grupo experimental conforme as
instrucdes do fabricante. Os componentes de cada reagao incluiram 50 pl das células
permeabilizadas, 100 pM de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, EUA), 10
mM de Fluoreto de sodio (Fisher Bioreagents, EUA) e, 10 mM de Manose ou Frutose,
10 mM L-LDL (L- Desidrogenase, Sigma-Aldrich, EUA), 0,1M de tampao fosfato

sodio potassio € 5 mM de PEP (Sal monopotassico de acido fosfoenolpiruvico, Sigma-
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Aldrich, EUA). As reag¢des foram incubadas a 37 °C e as taxas de oxida¢ao de NADH
foram monitoradas em espectrofotdometro ao longo do tempo (densidade optica de 340
nm, leituras a cada 10 segundos, por 2 min e 30 segundos).

A atividade dos transportadores PTS foi calculada da taxa de oxidacdo de
NADH dependente de PEP (A340/min) e normalizada para a concentracdo proteica
determinada pelo ensaio de &cido bicinconinico (BCA). A oxidagdo de NADH
dependente de PEP de biofilmes monoespécie de C. albicans foi calculada e subtraida

da atividade dos transportadores PTS no biofilme duo-espécie.

5.7.6 Quantificacéo de glicose e mensuracgédo de pH dos biofilmes

A fim de caracterizar o comportamento metabolico dos micro-organismos,
biofilmes duo-espécie de E. faecalis OGIRF wil-type e C. albicans SC5134 wild type
e biofilmes monoespécie de E. faecalis OG1RF wild type e C. albicans SC5134 wild
type foram cultivados como descritos anteriormente, utilizando placas de 24 pogos de
fundo chato, em triplicata. Cada poco do biofilme monoespécie recebeu de 1 ml de
suspensdo bacteriana, enquanto os pocos do biofilmes duo-espécie receberam 500 pl
de suspensdo bacteriana mais 500 pl de suspensdo fungica. Apds sua formacdo,
biofilmes foram raspados do fundo dos pocgos utilizando raspador de células e
homogeneizados. 1 ml das suspensdes foram transferidas para microtubos de 1,5 e
centrifugados a 4000 g por 10 min a 4°C, seus sobrenadantes resultantes foram
filtrados utilizando filtro 0,2um (Cole-Palmer, EUA) e estocados a -80 °C.

A quantificagdo da glicose dos sobrenadantes foi realizada utilizando o
Glucose -HK-assay kit (Sigma-Aldrich, EUA), segundo as instrugdes do fabricante.
Iml do reagente foi adicionado a 200 pl das amostras que foram entdo incubadas a
37 °C por 15 min. Uma curva padrdao de concentracdo de glicose versus absorbancia
foi preparada simultaneamente. Apds a incubagao, 100 pl produto das reacdes foram
transferidos para placas de 96 pogos e lidos a 340 nm. Os valores de absorbancia foram
correlacionados com os valores da curva de padrao de glicose para determinacao da

concentragdo de glicose das amostras.

5.7.7 Ensaio de infec¢do in vivo em invertebrado Galleria mellonella
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Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia de Galleria mellonella apds infec¢io por
E. faecalis, C. albicans e pelos dois micro-organismos em coinfec¢do, utilizando os
seguintes grupos experimentais:
e Mono infeccdo por E. faecalis
e Mono infecgdo por C. albicans
e Coinfeccdo por E. faecalis e C. albicans

e [E. faecalis mortos por ebuli¢do

C. albicans mortos por ebuli¢ao

Larvas de G. mellonella foram obtidas do Snackworms (Saint Marys, EUA),
com temperaturas acima de 30 °C. As larvas entregues com peso entre 0,2 ge 0,3 g
foram selecionadas para o ensaio, separadas em cinco grupos contendo 60 larvas cada
(n=60) e estocadas a 4 °C até seu uso.

Para o preparo do indculo, colonias de E. faecalis crescidas em agar Mitis
Salivarius e colonias de C. albicans crescidas em Sabouraud com cloranfenicol, foram
transferidas para caldo BHI ou caldo Yeast Peptone Dextrose para E. faecalis e C.
albicans, respectivamente. As culturas foram mantidas a 37 °C por 18 h. Depois disso,
as células foram colhidas por centrifuga¢do a 1591 g durante 5 min a 4 °C, lavadas
duas vezes com Solucdo PBS estéril e entdo os pellets foram suspensos em caldo BHI
com 20 mM de glicose. Em seguida, as suspensdes foram ajustadas para densidade
optica de 0,5 para E. faecalis e 0,5 para C. albicans, equivalente a densidade celular
de 3x 10° células ml"! para E. faecalis e 2.5% 10° células ml™! para C. albicans. As
suspensoes de E. faecalis foram diluidas em Solu¢do Salina 0,9% em propor¢ao 1:100
para obten¢dio de concentragdo 3x 107 células ml! enquanto as suspensdes de C.
albicans foram concentradas em Solucdo Salina 0,9 % em proporcdo 10x para
obtengdo de concentracdo 2.5% 107 células ml'. Para obtencdo das suspensdes E.
faecalis e C. albicans mortas por ebuli¢do, os indculos bacteriano e fingico foram
preparados como descrito anteriormente e fervidos por 45 min. Para a infec¢do das
larvas, essas foram incubadas a 4 °C por 5 min e depois receberam inje¢ao de 5 pl em
suas patas traseiras esquerdas e incubadas a 37 °C em placas de petri contendo raspas
de madeira. A probabilidade de sobrevivéncia das larvas foi monitorada a cada 24 h

por 72 h.
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5.8 Analise Estatistica

Dados paramétricos foram analisados utilizando one-way analysis of
variance (ANOVA) seguido por Turkeys post-hoc test. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software Graphpad prism 7.0 (GraphPad Software, EUA). A anélise
estatistica dos ensaios in vivo foi realizada utilizando long-rank test em GraphPad

Prism 7.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Parte Experimental |

6.1.1 Formagcao do biofilme

Biofilmes formados em caldo BHI apresentaram maior biomassa do que os
formados em caldo RPMI (Figuras 8A-8F). De uma forma geral, biofilmes duo-
espécies formados em caldo BHI apresentaram maior biomassa do que os formados
em caldo RPMI, independentemente da temperatura de cultivo (Figuras 8A, 8D).
Biofilmes monoespécie demonstraram maior biomassa do que biofilmes duo-espécie,
independentemente do meio de cultivo ou temperatura, portanto a relacdo de
mutualismo ndo foi detectada entre E. faecalis e C. albicans (Figuras 8B, 8C, 8E,8F).
Biofilmes formados em BHI, a 35 °C por 48 h ou 72 h mostraram os maiores niveis
de biomassa entre os protocolos testados. A contagem de unidades de colonia revelou
que em biofilme duo-espécie E. faecalis cresceu melhor em caldo BHI a 35 °C ou
37 °C (Figuras 9A, 9E), enquanto C. albicans cresceu melhor em caldo RPMI a 37 °C
(Figuras 9G). Biofilmes monoespécie de E. faecalis cresceram melhor em caldo BHI
do que em caldo RPMI (Figuras 9B, 9F). No entanto, biofilmes monoespécie de C.
albicans mostraram crescimento abundante em BHI e RPMI (Figuras 9D, 9H).

Majoritariamente, nenhuma relacdo de mutualismo foi detectada quando
comparado ufc de biofilmes monoespécie e duo-espécie. Porém, o cultivo em caldo
BHI apds 48 h, em qualquer temperatura, resultou em maior contagem de unidades
formadoras de E. faecalis em biofilmes duo-espécie do que em biofilmes monoespécie
(Figuras 9B, 9F). Por outro lado, o crescimento de C. albicans em biofilmes duo-
espécie levou a uma menor contagem ufc do que em biofilme monoespécie (Figuras
9D, 9H). Porém, biofilmes duo-espécie cultivados em caldo RPMI a 35 °C por 72 h,
resultados em contagem de ufc de C. albicans maior do que em biofilmes monoespécie
(Figura 9D), onde nenhum crescimento de E. faecalis foi detectado (Figura 9B).

O efeito da adesdo microbiana e agitagdo na formacgdo dos biofilmes foram
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avaliadas em biofilmes duo-espécie formados em caldo BHI, a 35 °C por 48 h em
atmosfera de microaerofilia, uma vez que essas condigdes permitiram maiores niveis
de biomassa e ufc de E. faecalis e C. albicans, simultaneamente. A quantificacdo de
biomassa foi similar entre os grupos testados (Figura 10A). A cerca de E. faecalis, uma
maior contagem de ufc foi observada em biofilmes duo-espécie formados como
descrito no protocolo 2, isto €, quando o indculo de C. albicans era incubado por 3 h
antes do acréscimo do inéculo de E. faecalis (Figura 10B). De uma forma geral,
nenhum protocolo testado melhorou a contagem de ufc de C. albicans. Quando
comecando o in6culo de biofilmes duo-espécie, as maiores contagem de ufc de C.
albicans foram obtidas apds o acréscimo simultineo com E. faecalis, como o
executado nos protocolos 1 e 4 e no grupo controle (Figura 10C). Protocolos com o
intervalo de 3 h antes da adi¢do de suspensdo fungica ou bacteriana, realizada nos
protocolos 2 e 3, reduziram a contagem de ufc de C. albicans. Nenhum beneficio foi
obtido em niveis de biomassa ou contagem de ufc dos biofilmes duo-espécie incubados

sob agitagdo.
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Figura 8: Biomassa do biofilme duo-espécie e dos biofilmes monoespécie crescidos em sobre diferentes condigdes: meio de
cultura, temperatura e periodo de incubagdo. Os biofilmes duo-espécie foram formados em proporgdo 1:1 dos dois indculos
em meio BHI (barras brancas) ou RPMI (barras pretas) sob atmosfera de microaerofilia a 35 °C (A-C) ou 37 °C (D-F) e
avaliados por 24 h, 48 h e 72 h. Os biofilmes monoespécie foram formados com E. faecalis (barras com pontilhados) e C.
albicans (barras estriadas) em meio BHI (barras brancas) ou meio RPMI (barras pretas) como descrito acima. (*) indica
diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre biofilmes duo-espécie formados em BHI e RPMI. (*) indica diferenga
estatisticamente significativa (p<0.05) entre biofilmes monoespécie comparados com o respectivo biofilme duo-espécie.
Dados expressos em média + desvio padrdo de absorbancia de cristal violeta.
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Figura 9: Avaliagdo das unidades formadoras de coldnia (ufc) dos biofilmes duo-espécie e monoespécie. Os biofilmes duo-espécie foram
formados em proporg¢éo 1:1 dos dois indculos em meio BHI (barras brancas) ou RPMI (barras pretas) sob atmosfera de microaerofilia a 35 °C
(A-D) ou 37 °C (E-F) e avaliados por 24 h, 48 h e 72 h. Os biofilmes monoespécie foram formados com E. faecalis (barras com pontilhados)
e C. albicans (barras estriadas) em meio BHI (barras brancas) ou meio RPMI (barras pretas) como descrito acima. Ensaios de ufc foram
realizados em meio agar Mitis salivarius para E. faecalis (A, B, E, F) e meio agar Sabouraud complementado com cloranfenicol para C.
albicans (C, D, G, H). (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre biofilmes duo-espécie formados em BHI e RPMI. (¥)
indica diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre biofilmes comparados com o respectivo biofilme duo-espécie. Dados expressos
em média + desvio padrao de contagem de ufc.
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Figura 10. Biofilme duo-espécie de E. faecalis e C. albicans formandos sob diferentes protocolos.
Biofilmes foram formados em propor¢ao 1:1 dos dois indculos microbianos em meio BHI em atmosfera
de microaerofilia a 35 °C, por 48 h, e entdo avaliados em sua biomassa (A), e unidades formadoras de
coldnia (ufc) em agar Mitis Salivarius (B) ou agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol (C). O
eixo X sdo os diferentes protocolos utilizados para o crescimento do biofilme. O Protocolo 1 consiste
na adi¢cdo simultanea dos indculos dos dois micro-organismos, seguida de incubag¢do por 3 h para
permitir a adesdo das células, lavagem pds-adesdo e incubagdo em meio BHI por mais 48 h. Em outros
grupos experimentais, o indculo de C. albicans foi adicionado primeiramente e apos 3h de adesdo, a
suspensdo de E. faecalis foi adicionada, sem lavagem pds-adesdo (protocolo 2) ou com lavagem pos-
adesdo com PBS (Protocolo 3). O quarto grupo experimental (Protocolo 4) incluiu a adi¢do de ambos
0s micro-organismos ao mesmo tempo sem lavagem pos-adesdo, sob agitacdo. As letras acima das
barras representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
Dados expressos em média + desvio padrdo de absorbancia e contagem de ufc.
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6.1.2 Resisténcia antimicrobiana e composi¢do bioquimica do biofilme duo-

espécie

A sensibilidade antimicrobiana dos biofilmes duo-espécie cultivados em
caldo BHI em atmosfera de microaerofilia sem agitacao por 48 h a 35 °C foi avaliada
(Figura 11). AMB nao induziu efeito sobre a biomassa do biofilme duo-espécie (Figura
11A), e permitiu um aumento na contagem de ufc de E. faecalis (Figura 11B). No
entanto, AMB erradicou C. albicans dos biofilmes duo-espécie (Figura 11C). VAN
induziu aumento na biomassa do biofilme duo-espécie (Figura 11A), no entanto inibiu
o crescimento de E. faecalis (Figura 11B) e C. albicans (Figura 11C).

A composi¢do bioquimica dos biofilmes duo-espécie foi investigada no que
se refere a quantificacdo de carboidratos e proteinas. Biofilmes tratados com VAN a
64 pg ml! mostraram aumento significativo na quantificacio de quitina quando
comparada com biofilmes controle (Figura 12). Nenhuma diferenca estatistica foi
observada na quantificacdo de carboidratos por Safranina e Vermelho de Congo, assim
como também a quantificacdo de proteinas entre os grupos controle e os grupos que

receberam tratamento (Apéndice A).



71

3-
-
E b2
= T T
=
el a
= I d a
S = —_
=
o3
<1
=]
o
=
<
0 T T T T T -
Controle 2 g mi” 4 ug mI™ 32 ug mi" 64 g mi’!
B AMB VAN
151 b
s sl
o
£ 107 a
-
E.faecalis > 4 L
T
Y5
.
-
¢ C
0 T T T N T T
Controle 2 ygmlI" 4 pgml”’ 32 ug mI" 64 pg ml'!
AMB VAN
C .
- 41
C.albicans ,_E 31
2 a
o/
-:- — C
14 —_ I
b b I__'__l
0

T T T T 1
Controle 2 ugml’ 4 ug mI' 32 ug mi' 64 yg mi’!

AMB VAN

Figura 11. Avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana do biofilme duo-espécie a anfotericina B (AMB)
e vancomicina (VAN). Biofilmes foram formados em proporcao 1:1 dos dois indculos microbianos em
meio BHI em atmosfera de microaerofilia a 35 °C, por 48 h, sem agitagdo. Depois desse periodo,
biofilmes foram tratados com AMB ou VAN e entdo avaliados em sua biomassa (A), e unidades
formadoras de coldnia (ufc) em agar Mitis Salivarius (B) ou agar Sabouraud suplementado com
cloranfenicol (C). As letras acima das barras representam diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos experimentais (p<0,05). Dados expressos em média = desvio padrdo de absorbancia e
contagem de ufc.
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Figura 12. Contetdo normalizado de quitina pelo controle do biofilme duo-espécie apos tratamento
com anfotericina B (AMB) e vancomicina (VAN). Biofilmes duo-espécie foram formados em proporgédo
1:1 dos dois indculos microbianos em meio BHI em atmosfera de microaerofilia a 35 °C, por 48 h, sem
agitacdo. Depois desse periodo, biofilmes foram tratados com AMB ou VAN e entdo avaliados em seu
contetdo de quitina (*) indica diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) com o controle. Dados
expressos em média + desvio padrdo de contetido de quitina.

6.1.3 Morfologia ultraestrutural

A analise estrutural revelou que biofilmes duo-espécie foram formados com
ambos 0s micro-organismos aderidos a um substrato, validando no protocolo proposto
para formagdo do biofilme (Figura 13A, 14A). Foi observada prevaléncia de células
viaveis sobre células mortas de cocos e leveduras nos grupos controle (Figura 14A).
O tratamento com AMB permitiu uma proliferacdo de cocos e morte de leveduras
(Figuras 13B, 14B). VAN permitiu a proliferagcdo de leveduras, o aumento a matriz do
biofilme e a primeira deteccao de formacao de hifas (Figuras 13C, 13D, 14C). Ambos
AMB e VAN induziram estatisticamente significante redu¢do no biovolume e

espessura dos biofilmes quando comparadas com controle (Figuras 14D, 14E).
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Figura 13. Imagens de Microscopia eletronica de varredura (MEV). Biofilmes duo-espécie foram formados em proporgao 1:1 dos dois inoculos
microbianos em meio BHI em atmosfera de microaerofilia a 35 °C, por 48 h, sem agitagdo. Depois desse periodo, biofilmes foram tratados com
AMB (B) ou VAN (C). Imagens mostram enterococos (flechas cinzentas) e leveduras (flechas brancas). Uma hifa de Candida albicans (H) foi
visualizada ap6s tratamento com VAN (D). Magnificagdo: 5000x (A-C) e 15000 x (D); Barra: 20 um (A-C) e 5 pm (D)
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Figura 14. Imagens de microscopia confocal a laser de varredura (MCLV) dos biofilmes duo-espécie.
Biofilmes foram formados em proporg¢do 1:1 dos dois indculos microbianos em meio BHI em atmosfera de
microaerofilia a 35 °C, por 48 h, sem agitacdo (A). Depois desse periodo, biofilmes foram tratados com
AMB (B) ou VAN (C). Células viaveis estdo coradas em verde, e as células mortas ou lesadas estdo coradas
em vermelho. Biovolume (D) e area de espessura (E) de cada biofilme foi quantificada. Magnificagdo:
600x. Barra: 50 um. (*) representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais
e grupo controle (p<0,05). Dados expressos em média = desvio padrdo de biovolume e espessura.
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6.2 Parte 11

6.2.1 Efeito das fenotiazinas contra células planctonicas de E. faecalis e C. albicans

Os valores de CIM das solugdes testadas frente a E. faecalis e C. albicans no
presente estudo estdo sumarizadas na Tabela 3. NaClO apresentou valores de CIM
maiores para E. faecalis maior do para C. albicans (quatro vezes maior). CHX
apresentaram os mesmos valores de CIM para ambas as espécies (4 pg ml™!). PMZ e CPZ
apresentaram maiores valores de CIM para C. albicans (3, 2 e 5 vezes maiores,
respectivamente) do que para E. faecalis. O sinergismo entre CHX e as fenotiazinas
contra E. faecalis e C. albicans ndo foi detectado (ICFI=0,5-4,0). Porém, quando
associado a PMZ ou CPZ, ocorreu uma reducao do CIM de CHX entre 4 e 2 vezes. Além
disso, os valores de CIM de PMZ e CPZ foram reduzidos de 8 a 128 vezes,

respectivamente.

Tabela 3. Valores de concentracdo inibitéria minima e indice de concentracio

.....

PMZ + CHX CPZ + CHX

Espécie NaClO CHX PMZ CPZ CIM FICI CIM ICFI
E. faecalis 2500 4 64 32 8+1 0,562 0,25+1 0.507
ATCC 29212

C. albicans 625 4 128 50 8+2 0,531 12,5+2 1
ATCC 10231

NaClO: hipoclorito de soédio, CHX: clorexidina; PMZ: prometazina; CPZ: clorpromazina. ICFI:
Indice de Concentragéo Inibitoria Fracionaria.

6.2.2 Efeito das fenotiazinas contra o biofilme duo-espécie

6..2.2.1 Ensaios de Contagem de Unidades Formadoras de colonia e Cristal Violeta

Quando comparado com o grupo controle, NaClO reduziu de forma significativa
a contagem de ufc de E. faecalis, e também erradicou C. albicans, sendo a solucao testada
mais efetiva. CHX reduziu significantemente a contagem de ufc de C. albicans, mas nao
apresentou efeito na contagem de ufc de E. faecalis. PMZ reduziu significantemente a
contagem de ufc de E. faecalis e erradicou C. albicans. CPZ erradicou C. albicans, mas

ndo apresentou efeito na contagem de ufc de E. faecalis. PMZ+CHX reduziu o ufc de
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ambos 0s micro-organismos, enquanto CPZ+CHX s6 foi contra C. albicans (Figuras 15A,
15B). Todas as solugdes testadas reduziram significantemente a biomassa do biofilme

duo-espécie quando comparados com o controle.
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Figura 15. Contagem de unidades formadoras de colonia (ufc) de E. faecalis (A), C. albicans (B) e
biomassa (C) do biofilme duo-espécie. Biofilmes duo-espécie maduros foram tratados por 10 minutos com
PBS como controle (¢) ou com solugdes teste, como descrito a seguir: NaCIO (25 mg ml™!); CHX (20 mg
ml™); PMZ (1,28 mg ml™"); CPZ (0,5 mg ml™D; PMZ+CHX (0,08 mg ml™' + 0,02 mg ml™"); CPZ (0,5 mg
ml™') CPZ+CHX (0,125 mg ml™! + 0,02 mg ml™!). UFC foi realizada em &gar Mitis Salivarius ou agar
sabouraud suplementado com cloranfenicol para E. faecalis e C. albicans, respectivamente. Asterisco acima
das barras representa diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o controle: (*)
representa p<0,05, (**) representa p<0,01, (***) p <0,005 e (****) representa p<0.001. Dados expressos
em média + desvio padrao de absorbancia e ufc.
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6..2.2.2 Microscopia Confocal a Laser de Varredura

O grupo controle apresentou formacdo de biofilme denso, com predominancia de
células viaveis, consistindo em cocos e leveduras (Figura 16A). Depois do tratamento com
NaClO, houve reduc¢ao na densidade dos biofilmes e apenas células nao-viaveis foram
detectadas (Figura 16B). O tratamento com CHX resultou em algumas leveduras e cocos nao-
vidveis, mas nao tdo significativa como apds o tratamento com NaClO (Figura 16C). O
tratamento com PMZ e CPZ resultou tanto em morte de cocos como de leveduras (Figuras 16D,
16F), enquanto sua associacdo com CHX reduziu seu efeito antibiofilme (Figuras 16G, 16H).
Todas as solucdes testadas reduziram significantemente o biovolume dos biofilmes duo-espécie
(Figura 16H). A espessura dos biofilmes foi significantemente reduzida apos tratamento com

NaClO, CHX, PMZ e CPZ, mas ndo por PMZ+CHX e CPZ+CHX (Figura 16I).
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Figura 16. Imagens de Microscopia confocal a laser de varredura (MCLV) do biofilme duo-espécies biofilme apds
o tratamento por 10 minutos com Salina (A); 25 mg ml-1 NaClO (B); 20 mg ml™' CHX (C); 1,28 mg ml™! PMZ
(D); PMZ+ CHX, 0,08 mg mI"! + 0,02 mg ml™! (E); 0,5 mg ml"! CPZ (F); CPZ + CHX, 0,125 mg ml '+ 0,02 mg
ml ™! (G). Magnificagdo 60x, barra 100 um Células vidveis estdo coradas em verde, e as células mortas ou lesadas
estdo coradas em vermelho. Biovolume (H) e area de espessura (I) de cada biofilme foi quantificada. Magnificacao:
600x. Barra: 50 pm. Asterisco acima das barras representa diferenca estatisticamente significativa quando
comparado com o controle: (¥) representa p<0,05 (**) representa p<0,01 e (****) p <0,001. Dados expressos em
média + desvio padrio.
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6.2.2.3 Composic¢ao bioquimica

O contetido de quitina, proteinas e carboidratos dos biofilmes duo-espécie estdo
ilustrados na Figura 17. Todos as solugdes testadas, exceto CHX e CPZ+CHX,
significantemente reduziram o conteido de quitina dos biofilmes, sendo a maior reducdo
induzida pelo tratamento com PMZ ¢ PMZ+CHX (Figura 17A). Todas as substancias testadas
reduziram significantemente o contetido geral de carboidratos, com a maior reducdo encontrada
apos o tratamento com NaClO e PMZ (Figura 17B). O conteido de proteinas foi
significantemente reduzido somente ap6s o tratamento com NaClO e PMZ, sendo a reducao

mais significativa induzida pelo primeiro (Figura 17C).
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Figura 17. Contetudo normalizado de Quitina (A), carboidratos (B) e proteinas (C) dos biofilmes duo-espécie apds
tratamento de 10 minutos com solugdo salina (Controle), 25 mg ml~! NaClO; 20 mg ml™! CHX; 1,28 mg ml™!
PMZ; PMZ+ CHX, 0,08 mg ml"! + 0,02 mg ml™!; 0.5 mg ml"! CPZ; CPZ + CHX, 0,125 mg mI"! + 0,02 mg ml..
Asterisco acima das barras representa diferenga estatisticamente significativa quando comparado com o controle:
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(*) representa p<0,05 (**) representa p<0,01 e (****) p <0,001. Dados expressos em média + desvio padrdo.

6.3  Parte Experimental 111

6.3.1 RNAseq

As analises de transcriptoma revelaram que E. faecalis em biofilme duo-espécie
apresentaram um total de 149 genes com expressdo significantemente diferente quando
comparado com transcriptoma de E. faecalis em biofilme monoespécie (FDR=0.05, logFC=2).
Esses genes diferentemente expressos puderam ser caracterizados de acordo com sua funcao,
nas seguintes categorias: transportadores da familia do sistema fosfoenolpiruvato (PTS),
superfamilia de transportadores ABC de ligacdo de ATP, viruléncia, metabolismo, biossintese,
componentes de DNA e metabolismo de nucleotideos, outros transportadores e proteinas
hipotéticas (Figura 18A). O heat-map ilustra o log-fold change de expressdo génica E. feacalis
em biofilme duo-espécie comparado com biofilme monoespécie (figura 18B). Dentre os genes
com aumento de expressdo génica, destaca-se os genes relacionados aos transportadores PTS
(sistema transportador fosfoenolpiruvato) listados na Tabela 4, em especial o Operon

OGIRF 10018, OGIRF 10019, OGIRF 10020 e OG1RF 10021 transportadores PTS.
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Figura 18. Analise de RNAseq de genes diferentemente expressos por E. faecalis OG1RF wild-type em biofilme
duo-espécie em relacéo ao biofilme monoespécie formados por 48h. (A) O Grafico MA fornece uma visdo geral
da expressdo diferencial versus os niveis médios normalizados de expressdo de genes. (B) Heat-map dos genes
diferentes expressos identificados pela log-fold change. Cutoffs : FDR=0.05 e log;FC=2 para cada replicata
experimental.
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Tabela 4. Listas de genes relacionados com transportadores PTS que apresentaram expressao

aumentada em E. faecalis OGIRF wild-type em biofilme duo-espécie em relacdo ao biofilme

monoespécie.
Loécus Gene Descricio Valor Log,FC Linear FDR
P FC

OGIRF manX  Familia de transportador PTS  2.01E- 2,3554296 5.117465 3,09E-07

10018 componente [1B 08 96
manose/frutose/sorbose

OGIRF manX2 Familia de transportador PTS  1.58E- 3,49223314 11.25296 1,32E-08

10019 componente IIAB manose 11 39

OGIRF manY  Familia de transportador PTS  1.16E- 2,81298565 7.027373  2,02E-08

_10020 componente IIC 10 83
manose/frutose/sorbose

OGIRF Familia de transportador PTS ~ 1.01E- 3,2082623 9.242366  2,12E-08

_10021 componente [ID 10 51
manose/frutose/sorbose

OGIRF lacR Repressor de Familia de 8.34E- 2,17261695 4.508404 5,47E-07

10456 transportador PTS lactose 08 47

OGIRF celA2 Familia de transportador 2.31E- 6,87675891 117.5197 2,02E-08

10745 PTS, enzima I 10 09

OGIRF Familia de transportador PTS ~ 2.32E- 2,46229838 5.510939 1,81E-05

_10746 componente [IC 06 83
lactose/celobiose

OGIRF celA3 Familia de transportador 2.35E- 6,1178346 69.44671 3,24E-08

~ 10750 PTS, enzima I 09 77

OGIRF lacF Familia de transportador PTS ~ 4.65E- 5,51165013 45.62175 3,29E-08

10751 componente ITA 10 79

OGIRF Familia de transportador PTS ~ 1.45E- 5,99729863 63.88027 1,42E-09

10752 componente [IC 12 54
lactose/cellobiose (lac)

OGIRF Glicerona quinase Familia de  8.34E- 2,58942948 6.018606 1,47E-07

_11147 transportador PTS 09 44
componente ITA

OGIRF fosfotransferase de sistema 6.76E- 3,19098877 9.132366  2,34E-07

_11551 PTS, manose-componente 08 57
1IB

OGIRF Familia de transportador 2.58E- 2,38891538 5.237634 1,52E-06

_11552 PTS, componente IIA 07 46
manose/frutose

OGIRF Familia de transportador 6.01E- 2,35001565 5.098297  5,20E-07

11981 PTS, componente IIA 08 8
glucitol/sorbitol

OGIRF Familia de transportador 2.81E- 3,62327377 12.32293  2,48E-07

_12476 PTS, componente IIA, 08 3
frutose/manitol (fru)

OGI1RF Familia de transportador 2.25E- 4,9977056 31.94914 3,90E-08

12477 PTS, componente IIB, 09 91
ascorbato

OGI1RF Familia de transportador 6.08E- 3,03718683 8.208888  3,00E-07

12478 PTS, componente IIC, 08 14
frutose/manitol

OGIRF Familia de transportador PTS ~ 7.63E- 2,51542753 5.717670  1,69E-06

12479 componente II 07 68

Log>FC (Log-fold change); FDR= False Discovery rate; Linear FC (Linear-fold change)
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6.3.2 Ensaios de monitoramento de crescimento com restri¢cdo de carboidratos

A influéncia dos genes relacionados com a familia de transportadores PTS no consumo
de glicose, manose e frutose foi investigada (Figura 19). Quando comparadas com a curva de
crescimento de cepa wild-type, a cepa mutante OG1RF Tn::10019 apresentou redugdo em sua
curva de crescimento quando cultivadas em meio CDM+ 2,5 % glicose (Figura 19A) e
CDM+2,5 % manose (Fig. 19B), enquanto as cepas OGI1RF Tn::10020 ¢ OG1RF Tn::10021
apresentaram redu¢do de crescimento apenas quando cultivadas em meio CDM+2,5 % manose
(Fig. 19B). Quando cultivadas em meio CDM+ 2,5% frutose, a cepa wild-type ¢ as duas cepas
mutantes apresentaram curva de crescimento semelhante (Fig. 19C). A auséncia de uma fonte

de carboidrato no meio CDM restringiu o crescimento de todas as cepas testadas (Fig. 19D).
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Figura 19. Curvas de crescimento da cepas wild type (WT), Tn::10019, Tn::10020 e Tn::10021 de E. faecalis
OGI1REF crescidas em meio CDM contendo como unica fonte de carboidrato glicose (A), manose(B) ou frutose (C)
incubadas em Bioscreen C a 37°C por 18h. Para fins de controle experimental, o crescimento em CDM sem fonte
de carboidrato também foi investigado (D). Pontos representam as médias de 3 replicatas experimentais. Barras
de desvio representam o desvio padrao das médias. Valores expressos em absorbancia (OD=600 nm).
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6.3.3 Quantificacéo de glicose e mensuracgédo de pH dos biofilmes

O sobrenadante dos biofilmes duo-espécie apresentou significantemente menor
concentragdo de glicose do que os dos biofilmes monoespécie de E. faecalis e C.albicans
(p<0.05) (Figura 20A). O sobrenadante dos biofilmes monoespécie de E. faecalis apresentaram
pH mais acido, enquanto os dos biofilmes monoespécie de C. albicans apresentaram pH mais
alto. Os valores de pH do sobrenadante dos biofilmes duo-espécie foram intermediarios em

relag@o aos biofilmes monoespécie (Figura 20B).
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Figura 20. Concentragdo de glicose (A) e valores de pH (B) dos sobrenadantes dos biofilmes monoespécie e duo-
espécie. Os biofilmes monoespécie foram formados com E. faecalis OG1RF wild-type (WT) e C. albicans SC5134
(C.a) em meio BHI + 20 mM glicose, em atmosfera de 5% CO, a 35 °C por 48 h. Os biofilmes duo-espécie
(WT+C.a) foram formados em proporgéo 1:1 dos dois indculos em meio BHI + 20 mM glicose em atmosfera de
5 % COz a 35 °C por 48 h. (*) representa p<0,05. Valores de concentragio de glicose expresso em mg ml! apds
normalizacdo com curva de glicose versus absorbancia.

6.3.4 Influéncia de glicose e manose na formacdo dos biofilmes

Biofilmes monoespécie de E. faecalis OG1RF wild-type cultivados em CDM+ 20mM
manose, CDM + 10 mM glicose + 10 mM manose e BHI + 20 mM glicose apresentaram maior
biomassa e maior nimero de ufc que quando cultivados em CDM + 20 mM glicose (Figuras
21A, 21B) (p<0.05). Nao foi detectada diferenca estatisticamente significativa na biomassa e

contagem de ufc do biofilme monoespécie cultivado em BHI + 20 mM e os mesmos cultivados
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em CDM + 20 mM manose e CDM + 10mM glicose + 10mM manose. Por outro lado, biofilmes
monoespécie de C. albicans apresentaram maiores biomassa e valores de ufc em BHI + glicose
(p<0,05), sem diferenca estatisticamente significativa na contagem de ufc entre os grupos
cultivados em meio CDM (Figuras 21E, 21F). Nos biofilmes duo-espécie, as contagens de ufc
de E. faecalis foram estatisticamente maiores quando cultivados em meio CDM + 20 mM
manose do que em meio BHI + 20 mM glicose (Figura 21C), enquanto as contagens de ufc de
C. albicans em BHI + 20 mM foram estatisticamente maiores do que todos os outros grupos
(Figura 21F). Os biofilmes duo-espécie apresentaram maior biomassa quando cultivados em

meio CDM + 20 mM manose e meio CDM + 10mM glicose + 10 mM manose (Figura 21D).
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Figura 21. Contagem de unidades formadoras de colonia (ufc) de E. faecalis (B, C) C. albicans (F,G) e biomassa
(A,D,E) dos biofilmes monoespécie e duo-espécie. Os biofilmes mono- espécie foram formados com E. faecalis
OGIRF wild-type (A, B) e C. albicans SC5134 (E, F) em meio BHI + 20 mM glicose, CDM + 20 mM glicose,
CDM + 20 mM manose, CDM + 10 mM glicose + 10 mM manose sob atmosfera de 5% CO; a 35°C por 48h. Os
biofilmes duo-espécie (C, D, G) foram formados em propor¢do 1:1 dos dois indculos em meio BHI + 20 mM
glicose, CDM + 20 mM glicose, CDM + 20 mM manose, CDM + 10 mM glicose + 10 mM manose em atmosfera
de 5% CO; a 35 °C por 48 h. Ensaios de ufc foram realizados em meio agar Mitis salivarius para E. faecalis (B,
C, D) e meio agar Sabouraud complementado com cloranfenicol para C. albicans (F, G). (*) representa p<0,05;
(**) representa p<0,01; (***) representa p<0,005 e (****) p <0,001. Dados expressos em média + desvio padrao
de absorbancia e ufc.
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6.3.5 Influéncia de C. albicans na atividade dos transportadores PTS de E. faecalis

Utilizando cepa E. faecalis OG1RF wild-type, a atividade de transportadores PTS para
manose foi significantemente maior em biofilmes duo-espécie do que em biofilmes
monoespécie (p<0,05). Ja utilizando a cepa mutante OGIRF Tn::10019, ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significante na atividade de PTS para transporte manose em
biofilmes mono e duo-espécie. Em biofilme monoespécie, E. faecalis OG1RF wild-type ¢ E.
faecalis OGIRF Tn::10019 apresentaram atividade de PTS para transporte de manose
semelhante, enquanto em biofilme duo-espécie, E. faecalis OG1RF wild-type apresentou maior
atividade (p<0,05) (Fig. 22A). Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre
a atividade de transportadores PTS para frutose de E. faecalis OG1RF wild-type em biofilmes
monoespécie e duo espécie. Ja a atividade dos transportadores PTS para frutose de E. faecalis
OGIRF Tn::10019 foi estatisticamente maior em biofilme duo-espécie do que em biofilme duo-
espécie (Fig. 22B). Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre a atividade

de transportadores PTS para glicose entre todos os grupos.
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Figura 22. Atividade de transportadores PTS dependente de fosfoenolpiruvato para Manose (A) e Frutose (B) de
biofilmes monoespécie e duo-espécie. Os biofilmes monoespécie foram formados com E. faecalis OG1RF Wild-
type (WT), OGIRF Tn::10019 (Tn::10019) e C. albicans SC5134 (C.a) em meio BHI + 20 mM glicose em
atmosfera de 5 % CO; a 35 °C por 48 h. Os biofilmes duo-espécie (WT+C.a, Tn::10019+C.a) foram formados em
proporg¢do 1:1 dos dois indculos em meio BHI + 20 mM glicose em atmosfera de 5 % CO; a 35°C por 48 h. (ns)
representa p>0.05; (*) representa p<0,05; (**) representa p<0,01; (***) representa p<0.005 e (****) p <0.001.
Dados expressos em média + desvio padrao da taxa de oxidagdo de NADH dependente de PEP normalizada para
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a concentragdo proteica determinada pelo ensaio de BCA. A oxidagdo de NADH dependente de PEP de biofilmes
monoespécie de C. albicans foi calculada e subtraida da atividade dos transportadores PTS no biofilme duo-
espécie.

6.3.6 Ensaio de infec¢do in vivo em invertebrado Galleria mellonella

A probabilidade de sobrevivéncia das larvas sob mono infec¢do de E. faecalis e C.
albicans ap6s 72 h foi 60 % e 55 % respectivamente. Ja em coinfec¢do, a probabilidade de
sobrevivéncia reduziu para 46,6 %. Os grupos E. faecalis mortos por ebulicdo e C. albicans
mortos por ebulicdo (HK) apresentaram probabilidade de sobrevivéncia de 85 % (Figura 23).
As larvas foram consideradas mortas apos constatacdo de auséncia de resposta a estimulo

externo ¢ extensa melanizagao (LI et al., 2013).
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Figura 23. Ensaio de Infeccdo em G. mellonella. Probabilidade de sobrevivéncia das larvas apds infec¢do com E.
faecalis OG1RF wild-type. C. albicans SC5134 wild-type, E. faecalis OGIRF wild-type + C. albicans SC5134
wild-type. (**p<0,01, log rank test)
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7 DISCUSSAO

Periodontites periapicais persistentes pos-tratamento sdo doengas associadas com
canais radiculares tratados, sendo primariamente causadas por infec¢des do sistema de canais
radiculares que resistiram ao tratamento endodéntico (SIQUEIRA; ROCAS, 2022). De forma
geral, o fracasso do tratamento estd relacionado com fatores do hospedeiro, como
complexidades anatdomicas do canal radicular, e fatores microbianos (DELBONI et al., 2017).
Biofilmes microbianos sdo comumente encontrados aderidos nas paredes dos canais
radiculares, e algumas espécies sdo capazes de colonizar o interior dos tubulos dentinarios em
diferentes profundidades, limitando a eficidcia da desinfec¢do pela preparagdo mecanica
endodontica convencional (WONG et al, 2021). Portanto, abordagens avancadas sdo
necessarias para erradicar esses biofilmes de forma eficaz.

Pesquisas cultura-dependente e cultura-independente encontraram uma diversidade
microbiana menor em canais radiculares submetidos ao tratamento endodontico quando
comparados com infec¢des primarias. E. faecalis foi detectado regularmente em diversos
estudos em periodontites periapicais persistentes, porém infec¢des polimicrobianas também
foram (GOMES et al., 2021; MACHADO et al., 2020). Nesse cenario, muitos estudos
demonstraram o papel de C. albicans como um importante agente em doencas orais, tendendo
a influenciar a fisiopatologia de infec¢des periapicais (PERSOON; OZOK, 2017; YOO et al.,
2020). Ambos E. faecalis e C. albicans sdo capazes de resistir a condi¢des ambientais
desfavoraveis apos o tratamento endodontico, sendo capazes de colonizar os tibulos dentinarios
(YOO et al., 2020).

Os resultados sugerem que E. faecalis e C. albicans exercem um efeito negativo na
viruléncia um do outro, como observado na dindmica dos ensaios de contagem de ufc em
biofilmes duo-espécie. Estudos anteriores t€ém mostrado resultados contraditorios no que se
refere a interagdo de E. faecalis e C. albicans. Usando modelo nematddeo, Cruz et al. (2013)
demonstraram que E. faecalis ¢ capaz de reduzir a viruléncia de C. albicans através da inibi¢ao
da morfogénese de hifas. No entanto, Swidergall et al. (2013) descreveram uma proteina de
membrana de C. albicans capaz de inibir a ligacdo de antibiodticos e peptideos de defesa do
hospedeiro, podendo possivelmente proteger E. faecalis, levando a infecgdes duradouras.

Estudos experimentais demonstraram que E. faecalis ¢ mais resistente a condi¢des
ambientais desfavoraveis quando em coexisténcia com C. albicans, formando um biofilme mais
espesso e denso em canais radiculares na presenca das leveduras (GAO et al., 2016). Ensaios

realizados em modelo organo-tipico de mucosa oral mostraram que genes associados a
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viruléncia de C. albicans, como adesdo, morfogénese e formagao de biofilme, tiveram sua
expressao aumentada na presenga de E. faecalis, enquanto genes bacterianos relacionados com
quorum sensing, formagao de biofilme, viruléncia e invasao celular tiveram expressao reduzida
(KRISHNAMOORTHY et al., 2020). Recentemente, estudos in vivo demonstraram que E.
faecalis em coexisténcia com C. albicans em periodontites periapicais persistentes em ratos
aumentou a producdo de citocinas inflamatérias como IL-6 e TNF-a, quando comparado com
mono infecgdes (DU et al., 2021). Porém, utilizando uma abordagem de RNA-seq, autores
encontraram uma expressao de genes de viruléncia de C. albicans na presenca de E. faecalis
simultaneamente aumentadas e reduzidas (ALSHANTA et al., 2022) A grande variedade de
condi¢des experimentais desses estudos posteriores pode ser responsavel por essa
inconsisténcia na literatura. De forma geral, no presente estudo, os biofilmes duo-espécie
apresentaram menor biomassa quando comparadas com biofilmes monoespécie, o que sugere
auséncia de mutualismo ou comensalismo. A biomassa remanescente detectada apds tratamento
com VAN e AMB sugere dificuldade na erradicacdo do biofilme duo-espécie em contexto
clinico.

Para o cultivo de biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans, diferentes
protocolos experimentais ja foram descritos. Embora os meios BHI (DU et al., 2021; JACOB
et al., 2020; MADLA-CRUZ et al., 2020; SANGALLI et al., 2018) ¢ RPMI (ALSHANTA et
al., 2022; DIOGO et al., 2017) tém sido os mais frequentemente utilizados para formagao dos
biofilmes, o presente estudo detectou um reduzido crescimento de E. faecalis quando os
biofilmes duo-espécie foram cultivados em RPMI. Tanto E. faecalis como C. albicans
cresceram satisfatoriamente em BHI, em acordo com Sangalli et al. (2018), Jacob et al. (2020)
e Du et al. (2021). Estudos anteriores com biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans
os cultivaram a 37 °C (DIOGO et al., 2017; DU et al., 2021; JACOB et al., 2020; SANGALLI
et al., 2018). No entanto, no presente estudo, o cultivo dos biofilmes foi otimizado a 35 °C,
especialmente no que se refere a contagem de ufc de C. albicans.

Biofilmes de E. faecalis e C. albicans t€ém sido estudados utilizando diferentes
indculos iniciais. Autores t€ém escolhido trabalhar com as duas suspensdes microbianas em
proporcao 1:1 em mesma concentragdo (DIOGO et al., 2017; FU et al., 2021) ou diferentes
concentracoes (ALSHANTA et al., 2022; DU et al., 2021; JACOB et al., 2020). Os biofilmes
duo-espécie também tém sido cultivados utilizando a inoculagdo microbiana em duas etapas,
inoculando primeiro C. albicans no oitavo dia ap6s a inoculacdo de E. faecalis (SANGALLI et
al., 2018). Uma vez que E. faecalis ¢ mais prevalente em periodontites periapicais persistentes

do que C. albicans, é possivel especular que um modelo in vitro deveria ser executado com um
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indculo bacteriano mais concentrado. A biomassa do biofilme duo-espécie ndo foi favorecida
com diferentes protocolos de lavagem pos-adesdo ou de agitacdo, e o periodo de 48 h
demonstrou ser apropriado para a maturagdo do biofilme, como demonstrado anteriormente
(DIOGO et al., 2017; JACOB et al., 2020; SANGALLI et al., 2018). O modelo desenvolvido
neste trabalho padronizou a formagao de biofilme duo-espécie em atmosfera de microaerofilia
a fim de reproduzir o ambiente oral, como previamente descrito (ALSHANTA et al., 2022; DU
etal., 2021; JACOB et al., 2020; SANGALLI et al., 2018).

No presente estudo, a aplicabilidade do modelo de biofilme duo-espécie proposto para
avaliar a atividade antimicrobiano também foi investigada. O principal propdsito da abordagem
foi investigar o comportamento de cada patogeno frente a eficaz inibicdo do outro pelo
tratamento antimicrobiano. Apesar de amoxicilina, metronidazol e/ou tetraciclina serem
comumente utilizados na pratica endododntica, eles apresentam algumas limitacdes: E. faecalis
¢ intrinsicamente resistente a B-lactamicos como a amoxicilina (ROSSELLI DEL TURCO et
al., 2021), enquanto metronidazol e tetraciclina levam mais de cinco dias para serem efetivos
contra biofilmes de E. faecalis (GHABRAEI et al., 2018). Além disso, amoxicilina ja foi
descrita como sendo capaz de aumentar a viruléncia de C. albicans (DE AGUIAR CORDEIRO
et al., 2019). De acordo com as diretrizes do CLSI e EUCAST, VAN e¢ AMB sio
antimicrobianos adequados contra E. faecalis e C. albicans, respectivamente. Apesar de VAN
e AMB reduzirem a carga de E. faecalis e C. albicans respectivamente, o primeiro demonstrou
efeito estimulante em C. albicans.

Este trabalho revelou que VAN induziu aumento na biomassa do biofilme duo-espécie
e permitiu crescimento de C. albicans. Biofilmes tratados com VAN apresentaram um aumento
do conteudo de quitina quando comparado com os controles. Estudos prévios demonstraram
que VAN apresenta efeito estimulante em propriedades de C. albicans (AGUIAR CORDEIRO
et al., 2018; DE AGUIAR CORDEIRO et al., 2021). Esses resultados sugerem que VAN pode
exercer impacto em biofilmes duo-espécie bacterianos e fungicos. Adicionalmente, AMB
também induziu aumento na contagem de ufc de E. faecalis. E. faecalis pode ter se beneficiado
da auséncia de competicdo com C. albicans e também células mortas de leveduras podem ter
servido como fonte nutricional para a bactéria. Baseado nos resultados aqui presentes, €
possivel especular que a terapia antimicrobiana na infec¢do endodontica deve incluir
componentes com propriedades tanto antibacterianas como antifiingicas, uma vez que essas
doencgas poli microbianas ocorrem em um complexo ambiente microbiano. O tratamento de
periodontite periapical persistente com uso prolongado e indiscriminado de antimicrobiano

pode resultar em disbiose indesejada, resisténcia antimicrobiana e complicagdes durante o



91

tratamento. Diante disso, a terapia antimicrobiana contra infec¢des endodonticas deve incluir
drogas eficazes contra bactérias e fungos simultaneamente.

Analise ultraestrutural dos biofilmes duo-espécie mostraram predominancia de
leveduras de C. albicans em vez de hifas, e a interacdo fisica entre bactéria e fungos como
mostrado anteriormente (FU et al., 2021; JACOB et al., 2020; LOHSE et al., 2018). A reducao
da contagem de ufc de E. faecalis provocada pela VAN permitiu a observagdao de uma hifa de
C. albicans. De acordo com (Abusrewill et al. (2020), € possivel sugerir que essas estruturas
podem facilitar o acesso de bactérias remanescentes nos tibulos dentindrios.

Analises de MCLV confirmaram a formacdo do biofilme proposto € mostrou que,
independentemente da redugdo significativa da espessura e biovolume do biofilme apos
tratamento com os antimicrobianos, a completa e simultdnea eliminacao de ambos bactérias e
fungos ndo foi alcancada. Isso pode possivelmente ser similar ao cenario clinico que ocorre em
periodontites periapicais persistentes (DELBONI et al., 2017)

Finalmente, a influéncia da temperatura do crescimento do biofilme duo-espécie deve
ser enfatizada. Apesar de varios estudos terem sido realizados a 37 °C (ALSHANTA et al.,
2022; DIOGO et al., 2017; DU et al., 2021; FU et al., 2021; JACOB et al., 2020; SANGALLI
et al.,, 2018), o presente estudo revelou uma significante diferenga no que se refere a
sensibilidade antimicrobiana, composi¢ao bioquimica e morfologia ultraestrutural entre os
biofilmes duo-espécies cultivados a 35 °C e 37 °C (dados nao publicados, apéndice B). De
forma geral, biofilmes duo-espécie de biofilmes cultivados a 37°C apresentaram aumento de
tolerancia a AMB e VAN e menor biovolume e espessura quando comparados aos crescidos em
35 °C.

A emergente necessidade de novas abordagens para o tratamento endodontico
incentiva a busca por novos irrigantes. Os principais objetivos do tratamento endodontico sdo
modelar e desinfectar os canais radiculares dos dentes, o que ¢ alcangado pelo tratamento
quimico-mecanico (ZEHNDER, 2006). Apesar dos avangos tecnoldgicos no que se refere aos
dispositivos para tratamento mecanico, a irrigagdo continua uma ferramenta indispensavel,
alcangando zonas dos canais radiculares ndo acessiveis para instrumentos endododnticos
(DIOGUARDI et al., 2018). O irrigante endodontico ideal deve ter potencial de dissolver
matéria organica e inorganica, apresentar amplo espectro de agdo antimicrobiana sem
apresentar citotoxicidade, e também ser capaz de preservar a microestrutura dental
(KANDASWAMY; VENKATESHBABU, 2010; ZEHNDER, 2006).

NaClO ¢ o principal irrigante utilizado na pratica endodontica (DUTNER; MINES;
ANDERSON, 2012). No entanto, NaClO possui uma citotoxicidade que pode interferir no
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processo de reparacdo dos tecidos periapicais, € a inadvertida extrusdo pode provocar o
“acidente com NaClO” (BOUTSIOUKIS, C; PSIMMA; VAN DER SLUIS, 2013). Além disso,
NaClO pode alterar a elasticidade, forga flexural € microdureza da matriz de dentina (PASCON
et al., 2009). NaClO ¢ utilizado na pratica clinica numa ampla faixa de concentragdes, variando
de 0,5 % a 8,25 % (CULLEN et al., 2015) e essa falta de consenso na literatura pode explicar a
grande variabilidade no que se refere ao seu efeito antibiofilme. O aumento da concentragdo de
NaClO aumenta sua atividade antimicrobiana, mas também seus efeitos indesejaveis
(BOUTSIOUKIS; ARIAS-MOLIZ, 2022). Pesquisas atuais recomendam NaClO a 2.5 % como
a concentragdo que melhor atende a proposta de atividade antimicrobiana sem causar toxicidade
(SIQUEIRA et al., 2020).

A CHX tem sido utilizada em endodontia como um irrigante final ou substituto a
NaClO (GOMES et al., 2013). Comparada com NaClO, a CHX, estudos tém sugerido que CHX
possui algumas vantagens, como substantividade e menor toxicidade (GOMES et al., 2013).
Pesquisas recentes utilizando modelos de biofilme multiespécie demonstraram que CHX
apresenta menor efeito antimicrobiano do que NaClO, sendo incapaz de romper a matriz
extracelular (BUSANELLO et al., 2019). Além disso, CHX nao dissolveu a matriz orginica e
inorganica, portanto, seu uso como unica solugdo irrigadora ndo é recomendado (HAAPASALO
et al.,, 2014). PMZ e CPZ j& foram descritos como promissores agentes antibacterianos e
antifiingicos, sendo capazes de inibir as bombas de efluxo de protons em biofilmes monoespécie
(BAUGH et al., 2014), gerar espécies radicais de oxigénio e danificar a membrana celular
bacteriana (AGUILAR-VEGA et al., 2021). Estudos anteriores demonstraram que as
fenotiazinas sdo capazes de aumentar a atividade de antimicrobiana de antibidticos contra
células planctonicas e biofilmes bacterianos e fungicos (MARTINS et al., 2004; RAHBAR;
MEHRGAN; HADJI-NEJAD, 2010; SIDRIM et al., 2017).

Seguindo as instru¢cdes do CLSI, a CIM de NaClO contra E. faecalis e C.albicans
encontradas no presente estudo foi de 2500 pg ml! (Diluigdo 1:4) e 625 pg ml™! (Diluigio 1:16),
respectivamente. Esses achados se aproximam ao de Arslan et al. (2011), com apenas uma
dilui¢do de diferencga. Ainda nos ensaios planctonicos, a CIM de ambas as fenotiazinas para C.
albicans foi maior do que a CIM para E. faecalis. Porém, os ensaios antibiofilme, C. albicans
foi erradicada dos biofilmes duo-espécie. Essas inconsisténcias nos resultados dos ensaios
podem ser explicadas pelos seguintes motivos: (1) No ensaio antibiofilme, as concentragdes
utilizadas foram 10x a CIM da PMZ e da CPZ (1280 pg ml! e 500 ug ml!); A presenca de E.
faecalis no biofilme duo-espécie pode estar modulando a susceptibilidade de C. albicans aos

antimicrobianos, uma vez que uma interagcao de antagonismo ja foi sugerida por esses patégenos
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pelos resultados encontrados na primeira parte do presente estudo.

PMZ e CPZ ja foram descritos como potenciais agentes antibacterianos e antifiingicos,
sendo capazes de inibir bombas de efluxo em biofilmes monoespécie (BAUGH et al., 2014),
gerar radicais livres e induzir dano a membrana celular bacteriana (AGUILAR-VEGA et al.,
2021). Uma vez que o efeito antimicrobiano de CHX ¢ devido a sua eficacia contra membrana
celular (HAAPASALO et al., 2014), pode-se especular que isso pode ser aprimorado pelo efeito
que as fenotiazinas exercem nas bombas de efluxo presentes na membrana.

Estudos anteriores demonstraram que as fenotiazinas aumentam a atividade de
antibioticos contra células planctonicas de patdgenos bacterianos e espécies de Candida
(GALGOCZY et al., 2011; HENDRICKS et al., 2005; MARTINS et al., 2004; RAHBAR;
MEHRGAN; HADIJI-NEJAD, 2010). Rahbar et al. (2010) e Hendricks et al. (2005)
encontraram um aumento da atividade antimicrobiana dos antibidticos Vancomicina e
Ampicilina contra Enterococcus sp. quando esses foram associados a fenotiazinas. Galgbdczy et
al. (2013) descreveram o aumento da susceptibilidade de espécies de Candida a Anfotericina B
apos a associacao com fenotiazinas. A respeito da susceptibilidade de células planctonicas, o
presente estudo concorda com outros estudos avaliado a CIM de PMZ e CPZ contra E. faecalis
e C. albicans (GALGOCZY et al., 2011; RAHBAR; MEHRGAN; HADJI-NEJAD, 2010).

PMZ e CPZ também mostraram efeito inibitério contra biofilmes monoespécie de
ambos patogenos bacterianos e fungicos. Avaliando o efeito de fenotiazinas contra fungos, Ells
etal. (2013) descreveram a capacidade das fenotiazinas de reduzir significantemente a biomassa
de biofilmes de C. albicans quando comparado com o controle. O presente estudo encontrou
que PMZ e CPZ afetaram a viabilidade de C. albicans e, portanto, € possivel especular que o
efeito antibiofilme de ambas as fenotiazinas contra o biofilme duo-espécie pode estar
relacionado ao seu efeito contra C. albicans. A cerca do efeito das fenotiazinas contra bactérias,
Aguilar-Vega et al. (2021) descreveram que ambos PMZ e CPZ reduziram biofilmes de A.
baumannii e CPZ foi capaz de induzir dano na membrana celular bacteriana. No presente
estudo, ambas as fenotiazinas reduziram a biomassa dos biofilmes, no entanto somente PMZ
foi capaz de reduzir significantemente o ufc de E. faecalis. Isso pode ser devido a diferenca na
arquitetura da parede celular ou em fatores de viruléncias das espécies bacterianas que resultam
em diferenca de sensibilidade.

A andlise de composicao bioquimica apos o tratamento pode traduzir o efeito das
substancias testadas nas células e matriz extracelular dos biofilmes. O contetdo de quitina dos
biofilmes duo-espécie foi significantemente reduzido apo6s o tratamento com NaClO, PMZ,

CPZ e PMZ+CHX, o que concordo com o efeito dessas substancias no ufc de C. albicans. O
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conteudo proteico dos biofilmes s6 foi significantemente reduzido apos tratamentos com
NaClO e PMZ, sendo NaClO o mais eficaz. O contetido geral de carboidratos dos biofilmes foi
reduzido significantemente ap6s todos os tratamentos, especialmente apds exposi¢ao a NaClO
e PMZ. Os carboidratos presentes na parede celular microbiana e nos biofilmes exercem um
papel fundamental na resposta do sistema imune do hospedeiro contra a infeccdo (GARCIA-
RUBIO et al., 2020; HANCOCK; MURRAY; SILLANPAA, 2014). A maioria dos sintomas
clinicos das periodontites periapicais sao devidas a resposta imune periodontal ao biofilmes
colonizando o sistema de canais radiculares (SIQUEIRA; ROCAS, 2022). Portanto, ¢ valido
especular que ap6s o tratamento com as substancias testadas, os patégenos devem induzir uma
responsa inflamatoria reduzidas aos tecidos periodontais. A capacidade de NaClO de reagir e
romper aminoacidos e carboidratos j4 foi descrita previamente (DIOGUARDI et al., 2020), o
que pode ser associado com sua capacidade de formar 4acido hipocloroso. Brilhante et al. (2017)
encontraram que a associacdo de azélicos com PMZ reduziu o efluxo de rodamina G, induziu
a diminui¢do do tamanho celular e granularidade, provocou danos a membrana celular e
despolarizagao da membrana mitocondrial. CHX nao apresentou efeito no conteudo de quitina,
no entanto, a habilidade de CHX de reduzir o contetido geral de carboidratos ja foi previamente
descrito, o que concorda com o presente estudo (BISWAS; TIWARI; TIWARI, 2019).

O presente estudo nao encontrou sinergismos entre a atividade antimicrobiana de CHX
e as fenotiazinas PMZ e CPZ. Além disso, as anélises de MCLV e composicao bioquimica
revelaram que o efeito de redugdo da espessura dos biofilmes e do contetido de carboidratos e
proteinas induzido pelas fenotiazinas foi menor apds a associagdo com CHX. De forma
subjetiva, pode-se inferir pelas imagens de MCLV que as fenotiazinas apresentaram efeito
antibiofilme menor do que NaClO, porém maior do que CHX, PMZ+CHX e CPZ+CHX. Isso
pode ser devido a competi¢dao pelo alvo de agdo. Como o efeito antimicrobiano de CHX ¢
devido sua efetividade contra membrana celular microbiana, isso pode estar prevenindo a agao
de inibi¢do das bombas de efluxo pelas fenotiazinas. Recentemente, estudos ja descreveram
interacdes de sinergismo (BAYKULOVA, 2022; OZDEMIR et al.,, 2022) e indiferenca
(SCELZA et al., 2022) entre CHX e outros antimicrobianos. Surpreendentemente, uma indugao
de multirresisténcia a antimicrobianas de E. faecalis ap6s a exposi¢do a doses subletais e CHX
ja foi descrita anteriormente (KAMPF, 2019).

Apesar do potencial efeito antibiofilme de PMZ e CPZ descrito no presente estudo,
diversos aspectos devem ser levados em consideracdo antes de recomendar essas substancias
como irrigantes endodonticos, como biocompatibilidade, efeito na matriz dentinaria e

capacidade de dissolu¢do de matéria organica. Mesmo que essas drogas ja tenham sido
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utilizadas na clinica com varios propdsitos, a sua abordagem para pratica odontoldgica ainda ¢
pouco investigada. Em termos de pesquisa endodontica, Batini¢ et al. (2018) utilizou derivados
de fenotiazinas como corantes para a terapia fotodindmica contra biofilmes monoespécie de E.
faecalis, porém o efeito antimicrobiano individual das fenotiazinas nao foi investigado.
Também ¢ importante enfatizar que o amplo uso das fenotiazinas na pratica clinica ¢ restrito as
doengas sistémicas, logo seu efeito em forma de administragao local pode apresentar diferentes
resultados. Além disso, € possivel especular que a concentragao nas fenotiazinas utilizadas no
presente estudo deva ser ajustada baseada nas condi¢cdes ambientais adversas da cavidade oral,
que incluem varia¢des de pH, osmolaridade e presenga de substancias organicas que podem
afetar sua atividade antimicrobiana.

Dentro das limitagdes do presente estudo, as diferencas de citotoxicidade entre as
solugdes testadas nao foram investigadas. E bem descrito que o aumento da concentragio das
drogas pode levam ao aumento da atividade antimicrobiana, porém isso também eleva sua
citotoxicidade as células do hospedeiro (WONG et al., 2021). Apesar da relativa menor
citotoxicidade de CHX quando comparada com NaClO, essa bisbinaguida catidnica em
concentragdes elevadas pode apresentar efeitos adversos contra as células do hospedeiro
(BOUTSIOUKIS; ARIAS-MOLIZ, 2022). Por isso, tentar otimizar a atividade antimicrobiana
de CHX sem elevar sua concentragdo parece ser uma estratégia razoavel. Essa abordagem pode
ser alcangada através da combinacao de CHX com outras substancias antimicrobianas. Porém,
¢ importante lembrar que PMZ e CPZ possuem a capacidade de induzir dano celular e liberagao
de radicais de espécies de oxigénio, o que pode contribuir com a citotoxicidade(AGUILAR-
VEGA et al., 2021; BRILHANTE et al.,, 2017). Portanto, os autores sugerem que a
citotoxicidade de PMZ e CPZ contra células periodontais (como fibroblastos) deve ser
investigada em estudos futuros.

Estudos recentes tém demonstrado crescente interesse em interagdes interkigdom entre
espécies de interesse clinico e sua repercussao no estabelecimento de doencas. C. albicans ¢ a
espécie fungica de maior relevancia em clinica médica e odontoldgica, por isso, seu impacto no
comportamento de patdgenos bacterianos vem sendo descrito. Na literatura, podemos encontrar
diversos estudos in vitro, in vivo e clinicos abordando repercussodes da coinfeccao interkingdom
de bactérias e fungos na resposta a terapia antimicrobiana (BOWEN et al., 2018; CRUZ et al.,
2013; KRUGER et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019). No contexto de infec¢des orais, existe
significativa evidéncia da importancia da interagcdo C. albicans com espécies bacterianas no
desenvolvimento de diversas patologias, como céries, periodontites e infeccdes endodonticas

(DELANEY et al., 2018; PERSOON; CRIELAARD; OZOK, 2017; YOUNG et al., 2021).
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A interagdo E. faecalis e C. albicans na cavidade oral ja foi previamente descrita na
literatura, sendo E. faecalis uma das espécies bacterianas mais frequentemente coisoladas de
amostras clinicas com C. albicans, incluindo de canais radiculares (HERMANN et al., 1999;
KOVAC et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2019; PECIULIENE et al., 2001). A respeito da
natureza da interagdo E. faecalis e C. albicans, existe discordancia na literatura, sendo ja
sugerido uma relagdo de mutualismo (DIOGO et al., 2017; DONNERT et al., 2020; DU et al.,
2021; GAO et al., 2016) ou competigdio (CRUZ et al., 2013; GRAHAM et al., 2017;
KRISHNAMOORTHY et al., 2020). Utilizando a ferramenta de analise por RNAseq, Alshanta
et al. (2022) descreveram o impacto que E. faecalis exerce no transcriptoma de C. albicans,
enfatizando que os metabolitos do primeiro sdo de suma importancia para inibir a filamentagao
do fungo através da diminuicdo de pH. No entanto, para melhor elucidacdo dos mecanismos
envolvidos nessa bactéria-fungo, uma investigagdo acerca do transcriptoma de E. faecalis
também ¢ necessaria.

As andlises de RNAseq no presente estudo revelaram que a presenca de C. albicans
induziu em E. faecalis um aumento na expressdo génica significante de transportadores de
acucares, denominados transportadores de fosfoenolpiruvato (PTS). Esses transportadores
bacterianos utilizam uma molécula de fosfoenolpiruvato para adequar a absorgao e fosforilagao
de agucares em resposta a disponibilidade de agucares e a sinais ambientais, tendo influéncia
no sistema repressor de catabolismo de carboidratos (CCR), no metabolismo (niveis de carbono
e nitrogénio, sintese de glicogénio), na quimiotaxia e viruléncia bacterianas (JECKELMANN;
ERNI, 2020). Os transportadores PTS consistem em duas proteinas fosfotransferases
citoplasmaticas, denominadas EI e Hpr, € uma proteina transmembrana EII que se divide em
subunidades (A, B, C, D). Essa ultima apresenta especificidade para cada tipo de aglucar
(HASSAN et al., 2014). Ao analisar a lista de genes relacionados com os transportadores PTS,
O opéron OGIRF 10018, OGIRF 10019, OGIRF 10020 e OGIRF 10021 (manX, manX2 e
manY) chama a aten¢do devido sua homologia acima de 60 % com outros transportadores PTS
para manose descritos anteriormente (SUNDAR et al., 2017) e também pelo fato da parede
celular fingica de C. albicans apresentar polimeros de manose que podem estar modulando a
atividade desses transportadores (GARCIA-RUBIO et al., 2021).

Os ensaios de monitoramento de crescimento com Bioscreen das cepas OGI1RF wild
type e mutantes revelaram uma redu¢do no crescimento das cepas mutantes por inser¢ao nos
locus OG1RF 10019, OGIRF 10020 e OG1RF 10021 quando a tnica fonte de carboidrato
era manose. Esses resultados sugerem que esses genes possuem uma influéncia na absor¢do de

manose por E. faecalis. Porém, devido ao carater promiscuo e ambiguo de transportadores PTS,
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outros transportadores podem estar compensando essa delecdo, evitando a total inibigdo do
crescimento ¢ mantendo uma curva reduzida de crescimento (SUNDAR et al., 2017). Embora
0 operon de interesse também esteja anotado para transporte de frutose, nao foi detectada
redugdo de crescimento das cepas mutantes quando cultivadas em meio contendo esse agucar
como Unica fonte de carboidrato.

De acordo com os achados de RNAseq, o ensaio de atividade de transportador PTS
revelou que a atividade desses transportadores para manose de E. faecalis OG1RF wild-type foi
estimulada na presenca de C. albicans. Isso reforca a hipdtese de que a manana na parede celular
fingica pode estar estimulando a absor¢ao de manose. No entanto, esse quadro também pode
sugerir uma mudanca no CCR de E. faecalis devido a escassez nutricional induzida pela
competicao com C. albicans, que podem estar induzindo a bactéria a buscar fontes alternativas
de carboidratos. Essa segunda hipdtese ¢ reforgada pela detecgdo de uma redugdo significativa
na concentracao de glicose nos sobrenadantes do biofilmes duo-espécie quando comparado com
os biofilmes monoespécie de E. faecalis. Além disso, a elevagdo do pH dos sobrenadantes dos
biofilmes duo-espécie em relacdo ao biofilme monoespécie de E. faecalis sugere a ocorréncia
de mudangas significativas no metabolismo bacteriano e fingico quando em cocultura. Essa
mudanc¢a de rota metabdlica pode estar sendo conduzida através de modificagdes no CCR
bacteriano. O CCR ¢ um mecanismo regulador global bacteriano responsavel por inibir a
expressao e fungdo para o uso de fontes alternativas de carboidrato quando uma fonte de
carbono preferida esta presente, como a glicose. Essa modulagdo de absor¢ao de carboidratos
tem impacto direto da viruléncia e adaptabilidade bacteriana (GORKE; STULKE, 2008). O
aumento da expressao de transportadores PTS para manose, frutose e outros agucares além da
glicose acucares na presenca de C. albicans sugere que o fungo em questdo pode estar
suprimindo o CCR de E. faecalis tanto através da presenca de manose em sua parede como pela
competicao nutricional.

E razoavel teorizar que a mudanga metabdlica de E. faecalis induzida pela presenca C.
albicans pode estar afetando a viruléncia bacteriana. No presente estudo, ao comparar a
formacao de biofilmes utilizando glicose ou manose como tnica fonte de carbono, E. faecalis
tanto em biofilme monoespécie como duo espécie demonstrou ser capaz de formar biofilmes
com maiores contagens de ufc e biomassa na presenga de manose. Os ensaios in vivo em
invertebrado G. mellonella sugeriram um aumento de viruléncia da coinfec¢do quando
comparada com a monoinfec¢do por E. faecalis ¢ a monoinfeccdo por C. albicans. Esses
resultados discordam com Cruz et al. (2013), que utilizando modelo invertebrado de

Caenorhabditis elegans, identificaram atenuacdo da viruléncia de C. albicans na presenga de
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E. faecalis através da inibi¢do da filamentagdo fungica. E necessario enfatizar que a
interpretagdo dos ensaios de analise de viruléncia pode depender do da técnica experimental
utilizada e do contexto clinico investigado. No caso de periodontites periapicais persistentes,
onde a disponibilidade nutricional ¢ limitada, um incentivo a variabilidade metabdlica pode

beneficiar a sobrevivéncia de E. faecalis no interior dos canais radiculares.
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8 CONCLUSOES

Variagdes fisico-quimicas interferem diretamente nas interagdes entre FE.faecalis e
C.albicans, levando a alteracdes significantes em biofilmes duo-espécie in vitro. Entre as
abordagens descritas neste estudo, o uso de caldo BHI, a 35 °C, por 48 h em atmosfera de
microaerofilia otimizou o crescimento dos biofilmes duo-espécie de E. faecalis e C. albicans,
sendo estabelecida como um modelo para pesquisa endodontica. Estudos posteriores
objetivando o aprimoramento da simulacdo da cavidade oral, como flutuagdes de pH, substratos
orgénicos e inorganicos, e particularidades nutricionais, devem ser realizados para avaliar o
modelo de biofilme duo-espécie. Em acordo com pesquisas anteriores, a caracterizagao do
modelo sugerido revelou que E. faecalis e C. albicans possuem uma direta influéncia sobre o
comportamento de cada um, causando impacto e consequéncias no tratamento antimicrobiano.

Nas condi¢des experimentais tratadas, entre as duas fenotiazinas testadas, PMZ foi a
mais eficaz contra biofilme duo-espécie de E. faecalis e C. albicans. NaClO e PMZ foram
capazes de reduzir a biomassa, a contagem de unidades de col6nia de ambos os micro-
organismos, biovolume, espessura e conteiido de carboidratos e proteinas dos biofilmes. A
associacdo de CHX com PMZ e CPZ ndo se mostrou vantajosa para atividade antimicrobiana
contra micro-organismos planctonicos e em biofilmes.

A presenca de C. albicans em biofilmes de E. faecalis induziu aumento de expressao
génica e atividade de transportadores PTS de manose. Constatou-se que a absor¢do de manose
beneficia a formagdo de biofilmes monoespécie de E. faecalis e biofilmes duo espécie de E.
faecalis e C. albicans. Em modelo in vivo, a taxa de sobrevivéncia da coinfec¢do foi menor que
a mono infeccdo por E. faecalis ou C.albicans.

Como conclusdo, ¢ possivel sugerir que E.faecalis e C.albicans apresentam mutuo
impacto em aspectos de sua viruléncia, principalmente os relacionados com a formacao de
biofilmes. Abordar os efeitos dessa intera¢do ¢ fundamental para compreender ndo apenas a
dindmica do desenvolvimento de doengas endoddnticas, mas também prever possiveis

complicagdes que uma abordagem exclusivamente antibacteriana ou antifungica pode resultar.
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APENDICE A

Quantificacdo do conteudo de carboidratos por Safranina e Vermelho de Congo e
quantificacdo de proteinas por SYPRO RUBY.
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Figura Apéndice A. Contetido normalizado de carboidratos (A, safranina; B, vermelho congo) e proteinas (C)
pelo controle do biofilme duo-espécie apds tratamento com anfotericina B (AMB) e vancomicina (VAN).
Biofilmes duo-espécie foram formados em propor¢do 1:1 dos dois indculos microbianos em meio BHI em
atmosfera de microaerofilia a 35 °C, por 48 h, sem agita¢do. Depois desse periodo, biofilmes foram tratados com
AMB ou VAN e entdo avaliados em seu conteido de carboidratos e proteinas. (*) indica diferencga estatisticamente
significativa (p<0,05) com o controle. Dados expressos em média + desvio padrdo de conteudo de quitina.
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APENDICE B
Imagens de Microscopia Eletronica de varredura e Microscopia confocal a laser de
biofilmes duo-espécie formados em caldo BHI, por 48 h, a 37 °C, em microaerofilia

100 pm

Figura Apéndice B. (A) Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV). Biofilmes duo-espécie foram
formados em proporgéo 1:1 dos dois indculos microbianos em meio BHI em atmosfera de microaerofilia a 37 °C,
por 48 h, sem agitacdo. Magnificacdo: 5000x; Barra: 20 pm. (B). Imagens de microscopia confocal a laser de
varredura (MCLV) dos biofilmes duo-espécie. Biofilmes foram formados em proporgdo 1:1 dos dois indculos
microbianos em meio BHI em atmosfera de microaerofilia a 37 °C, por 48 h, sem agitagdo. Células viaveis estdo
coradas em verde, e as células mortas ou lesadas estdo coradas em vermelho. Magnificacdo: 300x. Barra: 100 pm.



APENDICE C

Artigo publicado no periodico Biofouling, em junho de 2022.
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Artigo publicado no periddico Antibiotics, em novembro de 2022
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The Potential of Phenothiazines against Endodontic Pathogens:
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APENDICE E
Artigo em preparo para submissao

The effect of Candida albicans on Enterococcus faecalis’ gene expression: a switch on
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