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Resumo

Nos ultimos anos o0 aumento na incidéncia da candidose superficial ou invasiva causada
por espécies emergentes e resistentes aos medicamentos tem sido atribuido a disseminacao do
uso de antibidticos e/ou agentes imunossupressores. A candidose é considerada uma doenca
oportunista de alta incidéncia em pacientes que utilizam medicamentos imunossupressores apos
transplante de Orgdos, antibidticos de amplo espectro, terapias antineoplésicas e nos que
possuem imunossupressdo relacionada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. A Terapia
Fotodindmica (Photodynamic Therapy ou PDT) utiliza a combinacdo de luz (visivel) e um
composto fotossensivel. A maior aplicacdo da PDT ocorre no tratamento de cancer, entretanto,
a técnica esta difundindo-se para o tratamento de outras doengas como infec¢Ges microbianas.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da PDT mediada pela Curcumina, na auséncia e
na presenca do surfactante brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), com uma fonte de luz do
tipo LED, sobre suspensdes plancténicas de isolados clinicos das espécies C. albicans e C.
glabrata fluconazol-resistentes, bem como de cepas ATCC. Apo6s a PDT, foram obtidas
dilui¢bes seriadas de cada amostra e aliquotas foram plaqueadas para a contagem das células
viaveis (ufc/mL). O metabolismo celular para todas as condi¢Ges experimentais também foi
avaliado por meio do ensaio de reducdo do 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]2H-
tetrazolium-carboxanilida (XTT). Também foi avaliada a capacidade de adesdo/formacao de
biofilme dessas cepas apds a PDT. Para isso, amostras obtidas da fase de adesdo e da fase
madura dos biofilmes foram monitoradas pela contagem de células viaveis (ufc/mL). Os
resultados permitem observar que a utilizagdo da PDT com curcumina em micelas de CTAB
em suspensdes planctonicas foi capaz de diminuir o metabolismo (XTT) das cepas de C.
albicans e C. glabrata susceptiveis e resistentes ao fluconazol; entretando, a reducdo da
contagem de células viaveis (ufc/mL) foi mais expressiva nas cepas resistentes ao fluconazol.
Em relacdo a diminuicdo da capacidade de adesdo/formacdo de biofilme, as cepas resistentes

apresentaram valores de log(ufc/mL) inferiores aqueles observados com as cepas ATCC.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, curcumina, surfactante, Candida.



Abstract

In recent years the increase in the incidence of superficial or invasive candidiasis caused
by species emerging drug-resistant and has been attributed to widespread use of antibiotics
and/or immunosuppressive agents. Candidiasis is considered an opportunistic disease of high
incidence in patients taking immunosuppressive drugs after organ transplantation, broad-
spectrum antibiotics, anticancer therapies and who has immunosuppression related to
acquired immunedeficiency syndrome. Photodynamic Therapy (PDT) uses a combination of
(visible) light and a photosensitive compound. The largest application of PDT occurs in the
treatment of cancer, however, the technique is diffusing in the treatment of other diseases such
microbial infections. The aim of this study was to evaluate the effect of PDT mediated by
Curcumin, in the absence and presence of surfactant cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) with a light source type LED on planktonic suspensions of clinical isolates of the
species C. albicans and C. glabrata Fluconazole-resistant strains as well as strains ATCC.
After PDT, serial dilutions were collected and aliquots of each sample were plated for viable
cell count (cfu/ml). Cellular metabolism for all experimental conditions was also assessed by
reduction assay of 2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]-2H-tetrazolium carboxanilide
(XTT). It was also evaluated the ability of adhesion/biofilm formation of these strains after
PDT. For this, samples of the accession and the mature phase biofilms were monitored by
viable cell count (cfu/mL). The results allow to observe that the use of PDT with curcumin in
CTAB micelles in planktonic suspensions was able to decrease metabolism (XTT) strains of C.
albicans and C. glabrata susceptible and resistant to fluconazole, however, the reduction in
viable cell count (cfu/mL) was more pronounced in strains resistant to fluconazole. Regarding
the decreased ability of adhesion/biofilm formation, resistant strains showed values of log

(cfu/mL) lower than those observed with the ATCC strains.

Keywords: Photodynamic Therapy, curcumin, surfactant, Candida.
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1.1. Justificativa

O numero de infecgbes nosocomiais causadas por leveduras do género Candida esta
aumentando de maneira consideravel nos ultimos anos. Freqiientemente, estes micro-
organismos oportunistas sao isolados de pacientes imunocomprometidos ou naqueles tratados
com terapia antimicrobiana de amplo espectro, estando a candidose associada as altas taxas de
mortalidade. Dentre as espécies encontradas, a Candida albicans € a com maior prevaléncia e
frequentemente é susceptivel aos agentes antifingicos do grupo azol. Entretanto, 0 nimero de
espécies mais tolerantes, como a Candida glabrata, Candida tropicalis e a Candida krusei tém
aumentado, provavelmente devido ao maior uso de itraconazol e fluconazol, atualmente os
medicamentos antifungicos mais utilizados para o tratamento da candidose; o que torna
necessario a exploracdo de novas terapias antimicrobianas.

A Terapia Fotodindmica (PDT) vem se mostrando eficaz para inativar ou reduzir micro-
organismos patogénicos, prevenindo e evitando doencas sistémicas e odontoldgicas, tornando-
se, assim, uma alternativa terapéutica para o tratamento antimicrobiano. Para a realizacdo da
PDT, os fotossensibilizadores (FS), de origem sintética ou natural, sdo administrados
concomitantes com a exposic¢do a luz. Como exemplo de FS de origem natural podemos citar as
porfirinas, que também sdo encontradas como componentes do sangue, e a curcumina (CUR),
um pigmento natural obtida da cdrcuma. Outros corantes, como o azul de metileno e o azul de
toluidina, sdo exemplos de FS de origem sintética que podem ser utilizados para a PDT.

A curcumina, de coloracdo amarela, é extraida dos rizomas da planta Curcuma longa
L., conhecida também como acafrdo-da-india. Nos ultimos anos, um numero crescente de
estudos tem confirmado o potencial terapéutico da curcumina, como seu efeito
antiinflamatério, antioxidante, antibacteriano, antifingico e antitumoral. Contudo, devido a
baixa solubilidade da curcumina em meio aquoso, vérias formas para a sua administragdo tém
sido investigadas.

Considerando os efeitos que os surfactantes podem apresentar quando em contato com
membranas celulares, como por exemplo, o aumento da sua permeabilidade, é plausivel a
proposta de que estes compostos, utilizados juntamente com um FS, poderiam melhorar a
eficiéncia da PDT, promovendo a permeacdo do FS para o meio intracelular e seu efeito
fotodindmico. Além disso, a possibilidade do aumento do tempo de vida do estado
eletronicamnete excitado do FS com a utilizacdo de surfactantes poderia também ter um papel

importante na eficacia da PDT.
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1.2. Revisado de Literatura

1.2.1. Caracteristicas da Candida e Candidose oral

A parede celular é responsavel pela morfologia final da célula. As espécies de Candida
podem reproduzir-se por gemulacdo, dando a célula uma forma oval (caracteristica das
leveduras), também chamada de blastéporo ou blastoconidea, ou podem crescer sob a forma
filamentosa através da producdo de tubos germinativos resultando na conversédo da forma de
levedura para um crescimento em forma de micélio, com producédo de hifas e pseudo-hifas. A
maior parte das espécies de Candida mostram uma predominancia da forma filamentosa em
meios com concentracdo baixa de glicose e elevada de CO,. Inversamente, a forma de levedura
prevalece quando estas espécies crescem em meios com elevada concentracdo de glicose e
baixa de CO, (CARDOSO, 2004).

As leveduras sdo organismos eucarioticos e a sua membrana plasmética é constituida
majoritariamente por lipidios (esteréis) e proteinas. A membrana plasméatica pode ser
representada pelo modelo denominado de mosaico-fluido (SINGER, et. al., 1972; SINGER,
1974). De acordo com este modelo, a membrana plasmatica consiste numa bicamada lipidica
intercalada por proteinas globulares, as proteinas globulares transmembrana, e por proteinas
globulares extrinsecas ou intrinsecas & membrana. Determinados grupos das proteinas
transmembrana localizados no exterior da membrana plasmatica ou das proteinas extrinsecas
podem ligar-se a polissacarideos e sdo, assim, tais proteinas chamadas de glicoproteinas. Estas
cadeias de polissacarideos estdo muitas vezes associadas a fendmenos fisiologicos das células
(ROBERTSON, et. al., 1981, SMITH, et al., 1984; SEELIG et al., 1980;
PAPAHADJOPOULOQS, et. al., 1979). Na membrana plasméatica das leveduras o esterol
predominante & o ergosterol, analogamente como o colesterol nas células dos mamiferos
(DUBE, et. al., 1973). Esta molécula contribui para diversas fungdes celulares, sendo
importante para a integridade e fluidez da membrana, permitindo que muitas das enzimas da
membrana possam exercer corretamente a sua fungéo, incluindo a sintese de quitina, importante
para a divisdo e crescimento celular (WHITE, et. al., 1998). A parede celular é fundamental e
essencial a quase todos os aspectos da biologia e patogenicidade celular das leveduras; age
como uma barreira de permeabilidade, e é a sua estrutura que mantém a forma oval de levedura
bem como desempenha um func¢des de mediador nas interacdes que se estabelecem entre o

micro-organismo e o ambiente que o envolve (CHAFFIN, et. al., 1998).
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No citoplasma, algumas organelas sdo delimitadas por membranas de constitui¢do
semelhante a membrana plasmatica celular, como o reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, vesiculas mitocondriais e os vacuolos. Ja os ribossomos e os tubulos sdo apenas
agregados de macromoléculas. O ndcleo é tipico de uma molécula eucarionte, menor, e com
menor quantidade de DNA; apresentando algumas histonas e a persisténcia de um envoltorio
nuclear e do nucléolo, durante a mitose. A quantidade de DNA ribossomal é muito importante
para alguns fungos. O DNA mitocondrial possui grande variedade de tamanho e organizacéo, e
a quantidade varia de acordo com a fase de crescimento da célula e 0 nimero de mitocondrias
presentes em cada fase. Comparando os niveis de RNA e o DNA, nota-se que 0 RNA ¢
absolutamente predominante sobre 0 DNA (SIDRIM; MOREIRA, 1999)

Na cavidade oral a Candida spp localiza-se, primeiramente, na parte posterior da lingua
e outros locais como a mucosa, enquanto o biofilme que cobre superficies dos dentes é
colonizado secundariamente (WEBB, et. al., 1998). Frequentemente, quando o sistema de
defesa do hospedeiro esta deficiente, o fungo altera sua morfologia do tipo blastosporo -
presente na mucosa bucal normal, para o tipo micelial (pseudohifas e hifas - formas invasivas
do micro-organismo), causando uma intensa reacdo imunologica e inflamatéria (HUNTER, et.
al., 1998). Nesses casos, a Candida spp pode tornar-se virulenta, ocasionando infec¢Ges, como
a candidose oral, manifestada por diferentes formas clinicas, envolvendo um ou mais pontos,
até afetar toda a cavidade oral, transformando-se em formas invasivas. A candidose quando
associada ao uso de protese total, também conhecida como estomatite protética, € um processo
inflamatério muito comum afetando cerca de 60% de pacientes que fazem uso deste tipo de
préotese (GEERTS, et al., 2008). Atualmente, sabe-se que a colocagdo de protese removivel na
cavidade bucal promove um desequilibrio nos processos homeostaticos locais (LAMFON, et.
al., 2005; SHULMAN, et. al., 2005), o que leva a alteragdes quantitativas e qualitativas da
microbiota bucal (GHAMRAWY, et. al., 1976). Além disso, 0 uso continuo da protese
associado a uma higienizagdo inadequada promovem condi¢Oes favoraveis para a proliferacdo
de diversos micro-organismos, principalmente espécies do género Candida (BUDTZ-
JORGENSEN, et.al.,1983; THEILADE, et al., 1988).

A Candida spp. ¢ um membro natural da microbiota humana (PERFECT, et al., 2006)
com a capacidade de colonizar a pele e as mucosas de pessoas saudaveis. E um comensal do
trato gastrointestinal, mucosa oral e vaginal, mas muitas vezes provoca infeccdes superficiais
(MAVOR, et. al., 2005), que podem disseminar e causar a candidose invasiva. O Sistema
Norte-americano de Vigilancia em Infecgdes Nosocomiais (US National Nosocomial Infections
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Surveillance System) classifica estes micro-organismos como a quarta causa mais comum de
infeccdes sistémicas, atras apenas de estafilococos coagulase-negativos, Staphylococcus aureus
e enterococos (COSTA, 2009). A incidéncia de infecgdes fungicas invasivas, particularmente
aqueles causados por espécies de Candida, tem aumentado em todo o mundo (PFALLER, et.
al. 2003). A C. albicans é a especie de maior prevaléncia (20-50%) (PEREZOUS, et. al.,
2005), e a nao-albicans mais comumente encontrada é a Candida glabrata (CARTLEDGE, €.
al., 1999; HUNTER, et. al., 1998; KAUR, et. al., 2005), com aproximadamente 15%
envolvidas em infeccBes orais (KAUR, et. al., 2005). Hoje a C. albicans é considerada o
principal patogeno fungico em seres humanos (KARKOWSKA-KULETA, et al., 2009) sendo
esta a espécie patogénica mais virulenta do género Candida (LERQY, et. al., 2009; PFALLER,
et. al. 1998).

Infecgdes por espécies de Candida podem ter uma alta taxa de mortalidade, mesmo apés
tratamento antifingico intenso, em funcdo do estado imunoldgico do paciente, do momento
tardio do diagnéstico da infeccdo e/ou da resisténcia do agente etiolégico aos anti-microbianos
(KARKOWSKA-KULETA, et al., 2009). O tratamento da candidose envolve medidas estritas
de higiene bucal e a utilizacdo de agentes antifangicos. Os medicamentos de uso topico, como a
nistatina e 0 miconazol, sdo normalmente aplicados nos primeiros episodios de candidose e se
mostram efetivos para aliviar os sinais e sintomas clinicos da infec¢do associada a Candida
spp. (BANTING et. al., 2001; IACOPINO, et. al., 1992). A escolha de um tratamento ou a
associacdo de mais de um deles deve ser definida em virtude do grau de infeccdo decorrente da
candidose, das condicBes de saude geral e bucal, da idade e do género do paciente (WILSON,
et al., 1998). No entanto, esses medicamentos ainda mostram resultados efémeros, pois nao
eliminam completamente esses micro-organismos (KONSBERG, et. al., 1994; OLSEN, €t. al.,
1975; BUDTZ-JORGENSEN, et. al., 1974). Essa deficiéncia da acdo farmacoldgica na
cavidade bucal, por exemplo, ocorre associada a diminui¢do da concentragcdo do agente topico
nos sitios infectados, causada pelos efeitos diluentes da saliva e pelos movimentos da lingua
(BANTING et. al., 2001; SAMARANAYAKE, et. al., 1990; MACFARLANE, et. al.,1989).
Assim, 0s micro-organismos ndo sdo expostos de forma apropriada ao antimicéticos, pois a
concentracdo é variavel para diferentes locais da boca.

Antifungicos sistémicos, tais como 0s compostos azdélicos, também sdo utilizados
(MIMA, €t. al., 2011). No entanto, farmacos como itraconazol estdo associados com interacGes
medicamentosas e requerem um monitoramento cuidadoso dos pacientes (KOKS, et. al., 2002)
e 0 aumento do uso de azdis, aliado ao fato de que eles tém apenas a atividade fungistética,
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resultou no desenvolvimento de resisténcia a esses farmacos. Além disso, espécies como a C.
glabrata e a C. krusel sdo intrinsicamente resistentes aos medicamentos antifingicos e vém
sendo fregiientemente isoladas de infeccdes (COLOMBO & GUIMARAES, 2007). Também
tem sido relatado que as espécies de Candida possuem a capacidade de desenvolver
mecanismos de resisténcia aos farmacos por meio de mutacbes genéticas nestas celulas
(WHITE, et. al., 1998). O desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol por espécies de
Candida tem surgido em determinadas populages, especialmente em pacientes portadores do
HIV (WHITE, et. al., 1998; JOHNSON, et. al., 1995).

A capacidade da levedura em aderir, infectar e causar doenga, em conjunto € definida
como potencial de viruléncia ou patogenicidade. Os fatores de viruléncia sdo determinados
geneticamente, e expressos pelos micro-organismos quando submetidos a certas condicGes
ambientais favoraveis, tais como teor nutricional, niveis de oxigénio na atmosfera e
temperatura apropriada (TAMURA et al., 2007; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007). Essas condicbes sdo especificas para cada micro-organismo e podem variar de
hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro
(ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). Todavia, se as defesas do hospedeiro
forem adequadas, o micro-organismo pode ser eliminado ou conviver em aparente harmonia e
sem sintomatologia, por prolongado periodo de tempo. Em caso contrario, 0 processo
infeccioso leva a alteracGes nocivas, estabelecendo-se uma relagao de parasitismo (MENDES-
GIANNINI et al., 1997).

Neste sentido, a patogenicidade da Candida spp. esta relacionada a uma combinacéao
de fatores que contribuem para a sua viruléncia, como variabilidade fenotipica, aderéncia aos
tecidos do hospedeiro, producdo de hifas, toxinas (KOMIYAMA et al., 2007) e, destaca-se
como um dos principais mecanismos de viruléncia, a produgéo de enzimas extracelulares, como
proteinases e fosfolipases (CANDIDO; AZEVEDO; KOMESU, 2000). Essas enzimas séo
responsaveis pela propagacdo do fungo no hospedeiro, facilitando a invasdo, através da
degradacdo das membranas celulares pela atividade hidrolitica (SILVEIRA et al., 2006;
MENEZES et al., 2005; THIELE, 2005).

As fosfolipases tém um papel ativo na invasdo do tecido do hospedeiro em lesdes por
Candida spp., rompendo a membrana das células epiteliais e permitindo a penetracdo das hifas
no citoplasma (THIELE, 2005). Enzimas proteoliticas fazem parte do sistema metabdlico de
um grande nimero de organismos vivos, podendo ser isoladas de animal, vegetal ou de micro-
organismos e sdo classificadas como proteinases e peptidases (SILVEIRA et al.,2006). A
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proteinase é produzida principalmente pelas espécies mais patogénicas de Candida spp., como
C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis (KOMIYAMA et al., 2007).
Sendo assim, a producdo de proteinases é indicada como um dos fatores possivelmente
relacionados a instalacdo e posterior disseminacdo do fungo infectante no hospedeiro. Postula-
se que as proteinases extracelulares de tais fungos podem ser importantes na aderéncia e
persisténcia do patdgeno nas superficies de mucosas, na invasao dos tecidos do hospedeiro e na
digestdo de imunoglobulinas (MENDES-GIANNINI et al., 1997). A aspartil-protease
aumenta a capacidade do fungo de colonizar e penetrar nos tecidos degradando um numero
importante de proteinas do hospedeiro para prover o nitrogénio a suas proprias células. O
mecanismo de patogenicidade dessa enzima € a digestao das estruturas de superficie das celulas
do hospedeiro bem como das proteinas de matriz extracelular. Além disso, a aspartil-protease
também promove a destruicdo das células do sistema imunoldgico do hospedeiro (THIELE,
2005).

1.2.2. Biofilme

Os micro-organismos estdo presentes nos mais diversos habitats e sdo capazes de
desenvolver comportamentos bem complexos. Sado encontrados nos ambientes agquosos
naturais, tanto na forma plancténica como na forma séssil (COSTERTON et al., 1987;
TRULEAR & CHARACKLIS, 1982). Na forma planctonica os micro-organismos encontram-
se em suspensdo e dispersos no meio aquoso, enquanto que, na forma séssil encontram-se
aderidos a superficies solidas sob a forma de biofilmes. O biofilme é uma comunidade
estruturada de micro-col6nias de células microbianas envolvida por uma matriz extracelular de
polissacarideos, aderida a um substrato sélido imido, ou a uma superficie sélida em contato
com um meio liquido, de onde podem retirar seus nutrientes (COSTERTON et al.,1999).

A formacéo e acumulacdo de biofilmes é resultado de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, que compreendem o transporte de micro-organismos livres em meio liquido para
uma superficie e sua posterior fixacdo, o crescimento e multiplicacdo de células fixas obtendo
nutrientes do meio, juntamente com a producdo e secrecdo de extra-polissacarideos (EPS),
havendo, também, fixacéo de outras células e particulas, contribuindo assim para a producgéo do
biofilme. Esse processo pode ser melhor visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Etapas da formag&o de um biofilme (Adaptado de Xavier, et. al., 2003)

A matriz de EPS tem importante funcdo também em armazenar nutrientes e &gua, 0s
quais interagem com 0s grupos neutros e com carga desses polissacarideos, além disso também
protegem 0Ss micro-organismos da resposta imune e dos agentes antimicrobianos
(COSTERTON, et. al.,, 1995; O’TOOLE, etal., 2000; MAH, et. al., 2001). Estudo
experimental in vitro revelou que células bacterianas em biofilmes sdo mais resistentes a
antibidticos do que células da mesma espécie no estado planctonico (CERI et al. 2001).

Em estudo desenvolvido por Davies, et al., 1998 com Pseudomonas aeruginosa em
biofilme cultivado em fluxo laminar, o autores observaram ser 0 quorum sensing importante
para a formacdo da estrutura em biofilmes. O Quorum sensing é postulado como um
mecanismo para regulacdo de determinadas atividades celulares, como a producdo de
metabolitos secundarios de modo dependente da densidade celular, observado em culturas
planctdnicas (SALMOND et al. 1995), ou seja, uma forma de “comunica¢do” intercelular.

O farnesol, um sesquiterpendide, foi identificado como uma molécula produzida por
Candida albicans, na transicdo do tipo leveduriforme para o tipo micelial em altas
concentracdes e na formacéo do biofilme (HORNBY, €t. al., 2001; RAMAGE, €. al., 2002). O
estudo desenvolvido por Navarathna, et. al., 2007, mostrou que o farnesol aumenta a viruléncia
da C. albicans em modelo de infeccdo em ratos. Em outros estudos, ha indicios de que o

farnesol é empregado pelas espécies de Candida para reduzir a competicdo com outros micro-
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organismos, uma vez que este composto intervém na apoptose em fungos filamentosos, como o
Aspergillus nidulans (SEMIGHINI, et. al. 2006), e inibe a formacdo de biofilme em outras
espécies de Candida (JABRA-RIZK, et. al., 2006; ROSSIGNOL, et. al., 2007).

O mecanismo de transferéncia de plasmidios, conhecido como conjugacao, ocorre numa
velocidade maior entre as células residentes em biofilmes em relagdo as células livres
(EHLERS & BOUWER, 1999; HAUSNER & WUERTZ, 1999; ROBERTS et al. 1999), e
micro-organismos de relevancia clinica contendo determinados plasmidios demonstram uma
maior tendéncia para a formacao de biofilmes (GHINGO, 2001).

Na cavidade bucal dos seres humanos, atualmente ja foram detectadas cerca de 1000
diferentes espécies de micro-organismos e maior parte delas encontra-se organizada na forma
de biofilmes (WILSON, 2004).

A importancia clinica e acessibilidade para pesquisas in vivo fazem da placa dentaria
uma das comunidades em biofilme mais estudadas e melhor compreendidas. Pesquisas tém
mostrado que o desenvolvimento destas comunidades microbianas € um processo que envolve a
cooperacdo e/ou competicdo em uma populacdo extremamente diversificada de micro-
organismos (KOLENBRANDER, et. al., 2002).

1.2.3. Terapia Fotodinamica (PDT)

Diante das dificuldades impostas pelo surgimento da resisténcia microbiana, muitos
estudos vém sendo conduzidos explorando terapias alternativas para o tratamento de infeccdes
como a candidose. Uma modalidade terapéutica promissora para a inativacdo de micro-
organismos patogénicos € a Terapia Fotodindmica (Photodynamic Therapy ou PDT) (BURNS,
et. al., 1994; DESIMONE, et. al., 1999; DOBSON, et. al., 1992; OKAMOTO, et. al.,1992;
WILSON et. al., 1994; WILSON et. al., 1993). Essa técnica vem sendo desenvolvida para o
tratamento de lesGes cancerosas e aplicada com sucesso na oncologia com a promogéo de danos
irreversiveis as células neoplasicas (MACHADO, et. al., 2000). Recentemente, estudos tém
demonstrado o potencial da PDT na inativacdo microbiana, incluindo alguns tipos de virus,
bactérias e fungos (MACHADO, e€t. al., 2000, DOVIGO et. al., 2011a; DOVIGO et. al.,
2011b)

Essa terapia tem seu mecanismo fundamentado na fotoquimica e necessita da presenca
de um composto fotoativo, denominado de fotossensibilizador (FS), e uma fonte de luz na

regido visivel do espectro eletromagnético, onde ocorre a sua absorcdo pelo FS utilizado
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(ALEXIADES-ARMENAKAS, et. al., 2006; COLUSSI, et. al., 1996; MACHADO, et. al.,
2000). Este, por sua vez, ao absorver energia radiativa, torna-se eletronicamente excitado
(Figura 2), e assim pode gerar fotoproduto(s) e/ou na presenca de oxigénio, gerar espécies
reativas de oxigénio (ERO) (MACHADO, et. al., 2000), como o oxigénio singlete (*O.), anion
radical superdxido e outras ERO, os quais promovem a morte celular (COLUSSI, et. al., 1996).
Essas espécies eletronicamente excitadas e/ou ERO sdo altamente reativas as biomoléculas,
incluindo o colesterol, acilas insaturadas das camadas lipidicas das membranas, residuos de
aminoacidos tais como a cisteina, histidina e triptofano das proteinas, bem como bases de
acidos nucléicos do DNA (BAGNATO, 2008), e podem promover a oxidacao irreversivel dos
componentes celulares como a oxida¢do de membranas e inativagdo de proteinas (BONNETT,
1995; HENDERSON & DOUGHERTY, et. al., 1992). Algumas dessas reac6es envolvendo o

10, e biomoléculas sdo mostradas na Figura 3.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski representa possiveis processos fotofisicos no FS, onde Sy =
estado eletrénico fundamental, S;, S, e S; = estados eletronicamente excitados singlete, Ty,
T, = estados eletronicamente excitados tripletos, A = absor¢do, F = fluorescéncia, Ph =
fosforescéncia, IC = conversdo interna, ISC = cruzamento intersistemas.
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Figura 3. Reagdes do oxigénio singlete com biomoléculas (Adaptado de Bonnett, 1995).
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Entre as vantagens da PDT estdo, teoricamente, sua efetividade em todos os tipos de
cancer, dispensando a necessidade de especificidade dos agentes quimioterapéuticos e a
utilizacdo de radiacdo ionizante. Comparada com outras terapias citotoxicas, a PDT pode ter a
vantagem de dupla seletividade: o FS pode ser direcionado para as células ou tecido alvo via
processos imunoquimicos, e a luz visivel pode ser também precisamente focalizada no local da
lesio (HAMBLIN, et al., 2004; DEMIDOVA, et al., 2004; BAGNATO, 2008). O
procedimento pode ser repetido varias vezes, se necessario, uma vez que ndo ha efeitos toxicos
cumulativos e usualmente ndo é invasivo (PERUSSI, et. al., 2007).

Ha mais de 100 anos, Raab (1900) publicou o primeiro artigo sobre efeitos
fotodinamicos com eosina e o alaranjado de acridina sobre micro-organismos. A aplicabilidade
dessa técnica foi demonstrada em bactérias, virus e protozoarios bem antes da Segunda Guerra
Mundial, mas foi abandonada, devido a populariza¢do das sulfonamidas e da penicilina. O
retorno da aplicagdo para terapia antimicrobiana utilizando PDT nos Gltimos tempos é resultado
do crescente aumento de infecgdes, entre elas, as hospitalares, devido a resisténcia bacteriana
aos farmacos.

Estudos realizados nos anos de 1990 por Wilson, Dobson e Harvey et al. mostravam
que um grande numero de bactérias bucais, incluindo-se as periodontopatogénicas e as
cariogénicas eram susceptiveis a essa terapia. Dessa forma, a PDT foi adaptada, e passou a ser
utilizada para tratamentos clinicos bucais. Espécies como Saphylococcus mutans,
Saphylococcus sobrinus (WILSON, DOBSON, SARKAR, 1993; SOUKOS, WILSON,
BURNS et al., 1996; USACHEVA, TEICHERT, BIEL, 2001; BEVILACQUA, NICOLAU,
KHOURI et al. 2007; BURNS, WILSON, PEARSON, 1995), Saphylococcu salivarius,
Saphylococcu. faecalis, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (DAHL, MIDDEN,
NECKERS, 1988) e duas cepas de C. albicans e C. glabrata (DOVIGO et al., 2007) foram
inativados eficientemente através da PDT.

Dovigo et al. em 2009, avaliaram a efetividade da PDT na inativagcdo de suspensoes
celulares e biofilmes de C. albicans e C. glabrata ATCC e resistentes ao fluconazol, por meio
da utilizacdo do Photogem® como FS e da iluminagdo com LED de comprimento de onda azul
(455 nm). Neste estudo, as suspensdes plancténicas de cepas de Candida resistentes a
fluconazol foram totalmente inativadas p6s-PDT. Em estudo posterior, Dovigo, et. al., 2011,
utilizaram a curcumina e PDT para C. albicans. A solucdo estoque de curcumina foi preparada
em dimetilsulféxido (DMSO) e diluida em solucéo fisiolégica em diferentes concentracdes de
curcumina e expostas a diferentes doses de luz. As propriedades fotofisicas da curcumina foram
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investigadas em funcdo da dose de iluminacdo e esse ensaio mostrou que a habilidade da
curcumina em absorver luz diminuiu progressivamente com o aumento do tempo de
iluminacdo, indicando um efeito de fotodegradacdo. As melhores respostas do tratamento
foram selecionadas para avaliar o tempo de “pré-incubacdo” (PIT) a exposi¢do a luz, um
parametro que pode indicar a eficacia da interacdo entre a curcumina e as células de C.
albicans; a PDT mediada pela curcumina também foi avaliada em biofilmes microbianos. Além
dos ensaios fotofisicos e microbioldgicos, protocolos semelhantes foram testados numa
linhagem celular de macréfagos e o efeito desses perotocolos foi avaliado via ensaios com
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e SEM analise. Houve uma
significativa redugdo na viabilidade de C. albicans ap6s a PDT e os valores de ufc/mL foi
dependente da concentracdo do FS. Nos ensaios em solucdo plancténica, as maiores
concentracdes de curcumina foram as mais efetivas na acdo fotodinamica e a morte completa
desses micro-organismos foi encontrada com 20puM de curcumina e dose de luz de 37,5J/cm?; o
PIT de 20 minutos promoveu uma melhor eficacia da PDT. Em biofilmes também foi
encontrado uma reducdo da viabilidade em todas as concentracdes do FS utilizadas. A relacéo

direta entre a concentracao de curcumina e a viabilidade do biofilme também foi observada.

1.2.4. Curcumina

Nas Ultimas décadas, tem sido observado um grande interesse pelo potencial terapéutico
das plantas medicinais (YUNES, et al., 2001). Tal fato é comprovado pela evidéncia de que
hoje, cerca de 30% dos medicamentos prescritos no mundo sdo obtidas direta ou indiretamente
de plantas. Além disso, cerca de 50% dos farmacos desenvolvidos entre 1981 e 2002 foram
obtidos a partir de produtos naturais, como 0s analogos semi-sintéticos ou ainda compostos
sintéticos baseados em produtos naturais (KOEHN & CARTER, 2005).

A curcuma € uma planta herbacea e perene da familia Zingiberaceae, tendo como
origem o sul da india, e cultivada na China, Kuwait, India, Indonésia, Sri Lanka, Filipinas,
Caribe, Norte da Australia e América do Sul. De cultivo facil, apresenta a vantagem de nao
exigir tratos de cultivo especiais, podendo desenvolver-se em condi¢Ges tropicais, em altitudes
que variam do nivel do mar a 1500 m, e temperaturas de 20 a 30 °C, sob regime pluvial de 150
cm® ou mais por ano ou sob irrigacdo, preferencialmente sob solo argiloso ou aluvial, fértil e
rico em matéria organica (GOVINDARAJAN, 1980; MILAN, 1992; SCARTEZZINI &
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SPERONI, 2000). Seu uso foi introduzido pelos mercadores arabes, na ldade Média, quando a
curcuma era conhecida como “agafrdo indiano” (RICHARD & LOO, 1992).

O género Curcuma € constituido por centenas de espécies de plantas
(GOVINDARAJAN, 1980). No Brasil a Curcuma longa L. é conhecida como circuma,
batatinha amarela, gengibre dourado, mangarataia, acafrido da terra ou acafrdo da india. Na
india é denominada haldi, nas Filipinas dilau, na Alemanha gelbwurzel e gurgemei, na Franca
safran des Indes e souchet des Indes e em paises de lingua inglesa turmeric e yellow root
(CORREA, 1975; GOVINDARAJAN, 1980; MARTINS & RUSIG, 1992; MILAN, 1992). O
componente presente em maior teor (25 a 50%) é o amido, seguido de proteina (4 a 10%),
fibras e cinzas (2 a 7%), pigmentos curcuminoides e os 6leos essenciais (GONVINDARAJAN,
1980). Os pigmentos curcumindides majoritarios encontrados na clrcuma sdo: a curcumina
(CUR), a dimetoxicurcumina (DMC) e a bisdimetoxicurcumina (BDMC); suas concentracdes
variam de 4 a 6 mg/100 g, 3 a 4 mg/100 g e 2 a 3 mg/100 g, respectivamente (MARTINS &
RUSIG, 1992).

A curcumina é comumente usada como condimento na culinaria asiatica tradicional, na
medicina chinesa, bem como, ja estdo descritas diversas propriedades farmacologicas, tais
como acdo antiinflamatéria, antitumoral, antifungica, antibacteriana e anticarcinogénica
(MARTINS, €t. al., 2009; PRIYADARSINI, €t. al., 2009; SHARMA, et. al., 2005).

Cort (1974), avaliando atividade antioxidante de varias espéecies de plantas, observou
ser a curcuma uma das mais potentes; alem disso, Ramaswamy & Banerjee (1948) propuseram
ser o grupamento fenolico da curcumina, o responsavel por tais propriedades. Estudos “in
vitro” também mostraram outros efeitos da curcumina, como o antiparasitario (ARAUJO,
2001), como promotor da desintoxicacdo hepatica pela inibicdo da glutationa S-transferase
(HAYESHI, 2007; KISO, 1983) e propriedades anti HIV, pela inibicdo da HIV-integrase
(MELDO, et. al., 2005; MAZUMDER, 1995). Ensaios em laboratorio ainda demonstraram ser a
clrcuma antimutagénica, pois ajuda a evitar novos focos potenciais de cancer, causados por
quimioterapia ou radioterapia, além de inibir a metastase em cancer de pele (MEHTA, 1997;
MENON, 1999), reduz inflamacbes devido a diminuicdo de niveis de histamina e
possivelmente pelo aumento da produgdo natural de cortisona pelas glandulas adrenais
(AMMOM, et. al, 1993).

Com relacéo a estabilidade da curcumina, Tonnensen & Karlsen, 1985 verificaram que
a curcumina é instavel em pH maior que 7,0. Resultados semelhantes foram observados por
Rusig & Martins, 1992 os quais constataram a faixa de pH entre 4 e 7 como a que proporcionou
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maior estabilidade a molécula curcumina e que em pH superior a 7, a velocidade de degradacao
foi significativamente maior. Como outras atividades bioldgicas, a curcumina age como
antiinflamatdrio e antioxidante. A angiogénese, processo associado ao crescimento do tumor, é
inibida pela curcumina. Essa substancia afeta ainda as proteinas relacionadas a adeséo célula-
célula e inibe a producdo de citocinas relevantes ao crescimento tumoral (BAE, et. al., 2006).

Algumas dessas propriedades tém sido ampliadas com a exposicdo a luz (KOON, et. al.,
2006; TONNESEN, €t. al. 1987; DOVIGO, et al.,2011a ). Para a curcumina, a luz azul é uma
opcao interessante para sua fotoativacdo (ANDRADE, et. al., 2011). A faixa azul do espectro
de luz (440-485 nm) é capaz de promover sua excitacdo eletronica (ALEXIADES-
ARMENAKAS, et. al., 2006), sendo que a absor¢do maxima ocorre por volta dos 420 nm. Esta
faixa espectral é comumente utilizada nos consultérios odontoldgicos para fotopolimerizacdo
das resinas, por meio do uso de aparelhos do tipo LED (diodo emissor de luz) ou de luz
halégena (ANDRADE, et. al., 2011).

1.2.5. Surfactantes

A curcumina é muito pouco solivel em meio aquoso, sendo assim, torna-se necessario a
utilizacdo de adjuvantes para aumentar sua solubilidade, como solventes aproticos (DMSO) ou
surfactantes, entre outros.

Os surfactantes sdo produtos muito utilizados nas industrias quimicas, aparecendo em
uma série de segmentos, tais como processos de refino de petréleo, em produtos farmacéuticos
e domisanitarios (PEREIRA, et. al, 2009). Estdo presentes em amaciantes de tecidos e como
inibidor de corrosdo (BINKS, 2011; SINGH, 2009), sdo ingredientes de xampus e
condicionadores de cabelo (BOETHLING, 1984; LEVINSON, 1999; CROSS, 1994), agem
como fungicidas, pesticidas e inseticidas (ZIELINSKI, 2005), revelam atividades
antibacterianas e antifungicas, sendo usados como agentes antimicrobianos (BELALIA, et. al.,
2008; RABEA, et. al., 2003; MCDONNELL, et. al, 1999). Na area ambiental, os surfactantes
sdo usados na preparacdo de argila organofilica que tem diversas aplicacdes, inclusive na
sintese de nanomateriais (SARKAR, €t. al., 2010(a), 2010(b), 2011).

A palavra surfactante deriva da expressdo ‘“surface active agent” e € um composto
organico que contém na mesma molécula dois grupos estruturais diferentes, um sollvel em
agua (grupo polar ou hidrofilico) e o outro insolivel em &gua (grupo apolar ou hidrofébico). Os

surfactantes sdo classificados em anidnicos, catidnicos e ndo idnicos, de acordo com a
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ionizacdo ou ndo do seu grupo polar (CROSS, 1997). Sdo muito utilizados em produtos
industriais com aplicacdes farmacéuticas e na protecdo ambiental (STWPHENSON, 2006).

Quando dissolvidas em é&gua, as moléculas do surfactante se auto-associam em
agregados micelares, com suas caudas hidrofobicas protegidas da agua no interior dos
agregados, e a sua cabeca hidrofilica expostas a agua na superficie desses agregados. Esta auto-
associacdo é impulsionada principalmente pelas interacfes hidrofobicas, embora interacdes de
van der Waals, pontes de hidrogénio, também desempenhem um papel importante na
micelizacdo (ISRAELACHVILI, 1991). A concentracdo inicial da auto-associagdo é
denominada concentragcdo micelar critica (CMC). Em geral a CMC é muito bem definida e se
torna menor quanto mais longa for a cadeia alquilica do surfactante, sendo os primeiros
agregados formados sdo geralmente de forma esférica, com raio da ordem do comprimento das
caudas do surfactante (JONSSON et al, 1998).

Embora a toxicidade de determinados surfactantes como os compostos quaternarios de
amonio (QAS) para bactérias, protistas e animais ja tenham sido relatadas (SARKAR, et. al.,
2010c; GARCIA, €t. al., 1999; GARCIA, et. al., 2001; NAL ECZ-JAWECKI, €t. al., 2003), a
maioria destes compostos foram considerados como ndo-toxicos ou de baixa toxicidade
(SINGH, et. al., 2009; THORSTEINSSON, et. al., 2003, COLOMER, et. al., 2011; BOOJI, et.
al., 2000); portanto, sdo seguros para uso em humanos (DMOCHOWSKA, et. al., 2011).

Os grupos hidrofilicos em surfactantes catiénicos tornam-se carregados positivamente
em solucdo aquosa como acontece com a cetrimida (CTAB) ou brometo de cetiltrimetilamonio
(PEREIRA, 2009). Este surfactante é um QAS e estudos de 1950/60 desenvolvidos por
Kutscher, et. al., 1954, Kutscher, et. al., 1956 e Amato, et. al., 1968 ja demonstraram que 0
CTAB inibe o crescimento de linhagens patogénicas de Candida albicans. Segundo Armstrong,
1957, a acdo toxica inicial de diferentes compostos cationicos em leveduras, € a desorganizacao
da membrana celular, seguida da inativagcdo de enzimas intracelulares. Além disso, acima de
uma determinada concentragdo, o surfactante pode acarretar um aumento na permeabilidade da
membrana (LICHTENBERG, et. al., 1979) sem, entretanto, causar qualquer dano na sua
estrutura geral (UENO, 1992). Em estudo desenvolvido por Howe et al, 1998, foi observado
que o tempo de vida do estado excitado para o FS fitalocianina de zinco tetrasulfonato
(ZnPcS4) aumenta com a concentracdo do CTAB. Isto sugere que o equilibrio na solucéo
aquosa entre as formas polimérica/mondémero do FS é deslocada para a forma monomeérica.
Estudos desenvolvidos anteriormente, foi visto também um aumento na prevaléncia de
monomeros do ZnPcS4 em micelas de CTAB e, consequentemente, um aumento no rendimento
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quantico na geracdo de oxigénio singlete durante a irradiacdo (SPIKES, & BOMMER, 1986).
Esses resultados sugerem que a presenca de CTAB aumenta a troca de energia entre os estados
triplete-singlete de oxigénio. Assim, a utilizagdo de sistemas micelares com surfactantes, como
carregadores para direcionar o principio ativo a regido alvo, de maneira eficiente e rapida tem
sido constantemente explorada. Estes sistemas apresentam assim maior solubilizacéo,
prevencdo da agregacdo de mondmeros do FS e manutencdo das propriedades fotofisicas dos
compostos hidrofobicos (MALMSTEN, 2002).

Mandy et. al., 2008 avaliaram a encapsula¢édo da curcumina como um método efetivo
para suprimir sua hidrélise alcalina Eles utilizaram como sistemas micelares os surfactantes
cationicos CTAB e brometo dodecil trimetilam6nio (DTAB) e um surfactante aniénico, o
dodecil surfato de sodio (SDS). As concentracdes micelares utilizadas foram para o0 DTAB
30,6mM, para o SDS 16,2mM e para o CTAB 1,84mM, preparados em agua pura. Uma
solucdo de curcumina em metanol foi usado como estoque e aliquotas foram adicionadas na
solucdo micelar, obtendo duas concentragdes finais de curcumina. Dentre os resultados obtidos
pelos autores, verificou-se que a taxa de degradacdo da curcumina desprotonada (Cur®) foi
significativamente menor em micelas catiénicas do que quando em solu¢cdo aquosa. Em micelas
de CTAB e em DTAB, as taxas de degradagdo foram 101+71,8 e 93,6+85,6nM/h,
respectivamente. A relacdo entre a taxa de degradacdo em solucdo aquosa e em micelas de
CTAB indica que a degradacgdo é aproximadamente 8 vezes menor em micelas de CTAB. Em
outras palavras, a presenca de micelas de CTAB suprime a degradacdo da Cur® com
rendimento de supresséo de 87,4+16,4%; enquanto que micelas de CTAB ou DTAB suprimem
a degradacdo da Cur®, as micelas compostas por surfactantes aniénicos, como o SDS, nao
foram efetivas. Os autores postulam que este efeito é devido & eficiente encapsulacio da Cur®
em micelas catidnicas e que a rapida degradagdo de Cur® em micelas de SDS indica que a Cur®
é dissociada de micela para a fase aquosa. As intensidades fluorométricas da Cur® em micelas
de DTAB e em CTAB sdo de 1 ordem maior de magnitude do que em solugéo aquosa, e estes
dados est@o de acordo com as propriedades fluorescentes da curcumina em pH natural.

Lyin, et. al. 2010 avaliaram o efeito dos surfactantes cloreto de cetiltrimetilamonio
(CTACQ), SDS, N-hexadecil-N-N -dimetil-3-amonio-propano-sulfonato (HPS) e
octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100) na viabilidade, capacidade de adesdo e producédo de
exoenzimas por espécies de Candida. Foram utilizadas cepas de referéncia: C. albicans ATCC
18804, C. glabrata ATCC 2001, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019 e C.
krusei ATCC 20298. Além dessas cepas, dez amostras de C. albicans, dez de C. glabrata, oito
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de C. tropicalis, cinco de C. parapsilosis e trés de C. krusel obtidas da cavidade oral de
pacientes com estomatite protética foram também avaliadas. As solu¢des de surfactantes foram
preparadas em 4agua e diluidas em Sabouraud Dextrose Broth (SDB) em diferentes
concentragdes. Solugdes padronizadas dos micro-organismos foram assim expostas a diferentes
concentracfes de surfactantes. Dessa forma, a concentracdo minima inibitoria (MIC) dos
surfactantes foi determinada e verificou-se efeito de inibicdo de crescimento ou morte celular,
através da contagem de colbnias. Para a avaliacdo da capacidade de adesdo, foram utilizadas
células epiteliais da mucosa bucal (BEC) de adultos saudaveis. Em meio tamponado com
solucdo fisioldgica foram ajustadas as concentracGes da suspensdo de levedura e das BEC e
incubadas sob agitacdo a 37°C/1h. Foi investigado também as atividades de proteinases e
fosfolipases. Entre todos os surfactantes testados, o CTAC e o HPS foram os que inibiram
completamente o crescimento de 90% dos isolados de espécie de Candida com um MIC menor;
a MIC do CTAC de 0,78ug/mL foi observada para todas a espécies testadas, e para o HPS, foi
observado 3,12 pg/mL para C. albicans, C. glabrata e C. Krusel e 1,56ug/mL para C.
parapsilosis e C. tropicalis. Para capacidade de aderéncia, todos os surfactantes utilizados
causaram uma diminuicdo no numero de células aderidas as BEC, entretanto, uma reducéo
significativa foi obtida por CTAC e HPS em todas as concentragdes testadas. As C. albicans
ensaiadas ndo demonstraram alteracdo na atividade da fosfolipase ap0s sua exposi¢do ao
tratamento com surfactantes, em qualquer concentracdo. A atividade da proteinase em CTAC
foi inibida com C. albicans, tanto nas cepas de referéncia quanto aqueles de isolados clinicos.
Enquanto os halos formados nos testes controles foram de 2 e 3mm de didmetro, apds o
tratamento, esses halos ndo estavam presentes. A atividade da proteinase para as cepas de C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis foi inibida apos a exposi¢cdo ao CTAC em todas as
concentracdes utilizadas. Similarmente ao ocorrido com C. albicans, a exposi¢cdo a outros
surfactantes néo alterou a atividade da proteinase.

Armstrong em 1956 explorou a acdo de detergentes catibnicos no metabolismo, nos
efeitos citoliticos e na producdo de CO, em leveduras de Beker. Para isso, seis surfactantes
foram utilizados: CTAB, cloreto de citilpiridinium, cloreto de cetildimetilbenzilaménio e
Bradosol; surfactantes aniénicos também foram utilizados afim de comparagdo. Como
resultado, o autor verificou que concentragSes de detergente maiores do que 2x10°M, foram
capazes de inibir o metabolismo por completo em todos os casos. A diminuicdo da
porcentagem de células viaveis pode ser observada quando a concentragdo de surfactante
utilizada foi de 1,6x10>M. Na producdo de CO, por essa levedura, verificou-se que esta
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diminui com o aumento da concentracdo do surfactante. A inibicdo mais efetiva encontrada foi
com o cloreto de cetildimetilbenzilamonio e o bradosol, com o CTAB e o cloreto de

cetilpiridinio ocupando posicéo intermediéria.
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2.1. Gerais

Avaliar o efeito da PDT mediada pela Curcumina, utilizando o CTAB como surfactante,
com uma fonte de luz do tipo LED, sobre suspensdes plantdnicas de isolados clinicos das
espécies C. albicans e C. glabrata fluconazol-resistentes, bem como em cepas ATCC. Também
foi avaliada a capacidade de adesdo/formacdo de biofilme apdés a PDT com curcumina e

surfactante.

2.1.1. Especificos

i) Awvaliar a viabilidade celular através da contagem de unidades formadoras de coldnias
(ufc/mL) nas suspensdes planctonicas, na auséncia e presenca de CTAB.

i) Avaliar a atividade metabdlica nas suspensdes planctonicas via o ensaio com XTT na
auséncia e presenca de CTAB.

iii) Avaliar a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme apdés a PDT quando o
fotossensibilizador estiver em micelas de CTAB, através da contagem de unidades
formadoras de col6nias (ufc/mL).
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3.1. Material

Para a realizacdo da PDT, foi utilizado a Curcumina (Fluka/Sigma) na auséncia e
presenca de micelas de CTAB. A iluminagéo foi realizada com aparelho de luz tipo LED de
22mW/cm?, no comprimento de onda de 440+30nm. O aparelho LED utilizado nos estudos foi
desenvolvido pelo Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato, do Instituto de Fisica da Universidade
de S&o Paulo (USP) de Séo Carlos, colaborador deste trabalho.

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram: cultura de Candida albicans
proveniente da empresa American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA Numero
(ATCC 90028); cultura de Candida glabrata proveniente da empresa American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, EUA Numero (ATCC 2001); duas culturas de isolados clinicos
de Candida albicans, com resisténcia a fluconazol, identificacdes: 15R e 10R e duas culturas de
isolados clinicos de Candida glabrata, com resisténcia a fluconazol, identificacdes: 50R, 63R.
Todas as cepas resistentes sdo provenientes do Laboratério Especial de Micologia da
Universidade Federal de Séo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo, Brasil. A confirmacdo da
resisténcia ou susceptibilidade das cepas testadas ao fluconazol foi feita através do Eteste AB
BIODISK (Solna, Suécia), seguindo as normas do fabricante.

As caracteristicas fotofisicas da solugcdo de curcumina em micelas e na auséncia de
CTAB foram investigadas em funcdo da dose de luz utilizada (ou tempo de iluminagdo). Uma
solu¢do de curcumina 40uM foi iluminada ¢ a capacidade de absor¢do de luz da solugédo foi

aferida antes e apds a iluminacdo nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 10, 20 e 29 minutos, que

2
correspondem a 1,32; 2,64; 3,96; 5,28; 6,60; 13,20; 26,4 e 37,5J/cm , respectivamente. O
espectro de absorcdo foi obtido com a utilizagho do equipamento UV-Visible

Spectrophotometer (Cary 50 Bio, Varian).

3.2.  Preparo da Curcumina

Uma solucéo estoque de curcumina (200uM) foi preparada em DMSO e entdo diluida
em solucdo de NaCl (0,85%) para obtencdo da concentracdo final do ensaio (mantendo-se a
concentracéo final de DMSO em 10%). A concentracdo de 10% de DMSO foi selecionada por
ndo haver efeitos sobre a viabilidade da Candida (DOVIGO, et al., 2012).

Na avaliacdo da PDT na auséncia de surfactante, a solucdo foi preparada diluindo-se a
solucdo estoque de curcumina com solucdo salina (CUR/SAL) para que a concentracdo de

DMSO nao fosse alterada.
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3.3.  Preparo da solucdo Curcumina/Cetrimida (CUR/CTAB)

Uma solucéo estoque de CTAB, 0,25mM foi preparada dissolvendo a massa de 0,0273g
em 10mL de salina fisioldgica e uma aliquota foi utilizada para obter-se uma concentracéo final
no ensaio de 0,ImM. Com uma micro-seringa de vidro, uma aliquota da solucdo estoque de
curcumina foi injetada para obter uma concentracgdo final de curcumina a 40uM. A curcumina
foi injetada na solucdo de CTAB para acelerar a incorporacdo da mesma nas micelas.

A solucdo foi preparada em temperatura ambiente, antes dos ensaios. A escolha da
concentracdo do CTAB foi determinada previamente, ndo apresentando qualquer efeito sobre

as células fungicas, tanto na presenga quanto na auséncia de luz.

3.4. Reativacdo dos micro-organismos e obtencdo das suspensodes celulares

Inicialmente, cada isolado foi reativado sobre a superficie do meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) durante 48h a 37°C. Em seguida, com ajuda de alca estéril, uma coldnia
do micro-organismo foi transferida para um tubo de ensaio contendo 5mL de meio TSB (trypic
soy broth) e o tubo foi incubado (37°C) durante aproximadamente 16h. Apés a incubacao, as
células fungicas foram centrifugadas a 5000rpm durante 7min, e lavadas duas vezes com 4mL
de PBS (tampdo fosfato-salino). Apos a Ultima centrifugacgdo, as células foram ressuspendidas
em 1mL de PBS para o ajuste da concentracdo celular. O ajuste da concentracdo celular foi
realizado em espectrofotdbmetro com leitura em 520nm. Inicialmente, o equipamento foi
calibrado com PBS estéril e aliquotas da suspensdo celular foram adicionadas até que o valor
de absorbancia fosse de 0,380, equivalente a 10° células/mL.

3.5. Aplicacdo da PDT e condicOes experimentais avaliadas

Para a investigacdo do efeitoo da curcumina na auséncia e na presenca de micelas de

CTAB, as mesmas condicdes descritas abaixo foram utilizadas:
A) FS+L+

Para cada cepa de Candida utilizada, aliquotas de 100uL da solugdo de suspensdo
celular padronizada foram adicionadas em cada orificio da placa de 96 pocos e em seguida, a

mesma quantidade de FS acrescentado. A placa foi deixada em repouso no escuro durante 20
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minutos (pré-incubacdo). ApoOs esse periodo, os orificios foram iluminados com o LED

uniforme e simultaneamente.

B) FES+L-

Para que fosse avaliado o efeito apenas da curcumina sobre os micro-organismos, foi
incluido neste estudo amostras contendo o FS e que ndo foram iluminadas com o LED. Para
cada cepa de Candida utilizada, foi utilizado o mesmo procedimento de FS+L+, mas na

auséncia de luz do LED.

C) FES-L-

Nesta condicdo experimental, as suspensbes celulares de cada micro-organismo nao
foram submetidas aos procedimentos da PDT. Aliquotas de 80uL da solu¢do de CTAB em
salina estéril ou apenas a solucéo salina e 20pL de DMSO foram transferidas para os orificios
contendo as suspensdes celulares. A placa foi deixada em repouso durante 20 minutos no
escuro, e entdo deixada sobre a bancada no escuro pelo mesmo tempo equivalente a mesma

dose de luz (tempo equivalente a dose de luz aplicada nas amostras FS+L+).

3.6. Avaliacdo da viabilidade celular

O metabolismo celular para todas as condi¢des experimentais foi avaliado por meio do
ensaio de reducdo do 2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]2H-tetrazolium-carboxanilida
(XTT). O XTT (sal amarelo) é reduzido, por desidrogenases mitocondriais das leveduras
metabolicamente ativas, a uma formazana, monitorada espectrofotometricamente. Para o ensaio
do XTT, a solucdo estoque de XTT foi preparada utilizando-se agua ultra pura, a uma
concentragdo de 1mg/ml e mantida a -70 °C até o momento do experimento. A solucdo de
menadiona foi preparada em acetona a 0,4mM, imediatamente antes de cada experimento. O
preparo da solucdo de XTT/Menadiona seguiu as seguintes proporcoes: 158uL de PBS
glicosado, 40uL de XTT (1mg/ml) e 2uL de Menadiona a 0,4mM (da Silva WJ, Seneviratne J,
et. al., 2008).

Para a realizacdo do ensaio do XTT, a CUR/CTAB ou CUR/SAL (condiges FS+L+ e
FS+L-) ou apenas solucdo salina/DMSO ou salina/DMSO/CTAB (condi¢do FS-L-) que estava

em contato com as células em suspensdo, ou seja, a matriz da PDT, foi removida apés
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centrifugacdo e ao pellet foi adicionado uma solugdo de XTT. Apds homogeneizacdo dos tubos
eppendorfs, o contetido foi transferido para placas e estas foram incubadas no escuro a 37°C
por 3h, e, em seguida uma aliquota de 100pL do sobrenadante com ou sem o produto da
reducdo do XTT de cada orificio foi transferida para um orificio de uma placa de leitura, e a
absorbéancia foi determinada por espectrofotometria em 492nm.

Para todas as condigdes avaliadas, diluicdes seriadas de 10 a 10 foram obtidas de
cada orificio e em seguida semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura SDA
(Sabouraud Dextrose Agar) com 5ug/mL de cloranfenicol. Adicionalmente, aliquotas de 25uL
foram removidas das cavidades das placas de orificios e transferidas diretamente para um
quadrante da placa de Petri, sem a realizacdo de diluicdo. Os procedimentos de semeadura
foram realizados em duplicatas; apds 48 horas de incubagdo a 37°C, as placas de Petri foram
submetidas a contagem de colbnias e os nimeros de unidades formadoras de colénias (ufc/mL)
foram calculados.

Para esse calculo, utilizou-se a formula a seguir:

Ufc/mL = ndmero de coldnia X 10"

q
Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da dilui¢do (0, 1, 2 ou 3), e g equivale a

quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras das placas.

3.7. Avaliacdo da Capacidade de Adesdo e Formacao de biofilme

Para que fosse feito os testes de fatores de viruléncia apés a PDT na presenca de
micelas, as condigdes experimentais FS+L+ e FS-L- foram ensaiadas.

As mesmas condic¢Bes experimentais acima foram feitas e apds 48hrs de crescimento
dos micro-organismos em placas de SDA apos a PDT, as células foram retiradas e postas para
crescer em 5mL de meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) e incubadas sob agitagdo a 37°C/16hrs.
Apos este procedimento, foram feitas lavagens com PBS e aliquotas de 100uL da suspensdo
celular padronizada (10° células/mL) foram transferidas para uma placa com 96 orificios e
incubada em agitador orbital durante 1h30min, a 37°C e 75rpm. Esse periodo de incubacdo
permite a adesdo das células no fundo dos orificios (fase de adesdo). Em seguida, foram
realizadas duas lavagens dos orificios com PBS (150uL) para remocdo das células que nao

aderiram ao fundo dos orificios. Finalmente, foram adicionados 150uL de meio RPMI em cada
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orificio e a placa foi incubada a 37°C durante 48h. Apos este periodo, onde ocorreu ou ndo a
formacéo do biofilme, o meio de cultura foi removido e os orificios foram lavados duas vezes
com PBS para remocdo das células ndo aderidas. Para cada momento do ensaio
(adeséo/formacdo) foram feitas diluigdes seriadas como citadas acima e as placas foram

submetidas a contagem de coldnias.

3.8. Delineamento experimental

A pesquisa consistiu de estudo experimental em laboratorio e foi dividida em duas
etapas. Na primeira etapa, foi investigado o efeito antimicrobiano promovido pelo tratamento
fotodindmico. Como variaveis independentes avaliaram-se a espécie de Candida (C. albicans e
C. glabrata), as diferentes cepas (uma ATCC e dois isolados clinicos com resisténcia a
fluconazol para cada espécie), a formulacdo do fotossensibilizador (CUR/CTAB e CUR/SAL) e
o tratamento aplicado (FS+L+, FS+L- e FS-L-). Para avaliar o efeito antimicrobiano sobre os
micro-organismos, duas variaveis dependentes foram selecionadas: o metabolismo celular
(XTT) e o nimero de unidades formadoras de coldnia por mililitro (ufc/ml). Da associacdo
entre as varidveis independentes obteve-se 36 grupos de estudo, que foram divididos para
possibilitar a analise dos dados de acordo com as diferentes perguntas da pesquisa.

Na segunda etapa da pesquisa, foi investigado o efeito do tratamento fotodindmico
mediado pela CUR/CTAB na capacidade de adesdo e formacgdo de biofilme em superficie
abidtica das cepas em estudo. Como variaveis independentes avaliaram-se a espécie de
Candida (C. albicans e C. glabrata), as diferentes cepas (uma ATCC e dois isolados clinicos
com resisténcia a fluconazol para cada espécie) e o tratamento aplicado (FS+L+ e FS-L-). Para
quantificar os micro-organismos aderidos e no interior dos biofilmes, o nimero de ufc/ml foi
avaliado como variavel dependente. Nesta etapa foram avaliados 24 grupos de estudo, sendo 12

para avaliagdo da capacidade de adeséo e 12 para avaliacdo da formacéo de biofilme.

3.9. Andlise dos Dados

Por se tratarem de variaveis dependentes do tipo quantitativas continuas, a andlise
estatistica descritiva foi iniciada por meio do calculo das principais medidas de resumo. Os
valores de ufc/mL foram transformados em logaritmo de base 10. O pressuposto de
normalidade ndo foi atendido em todos os grupos de estudo, assim como também ndo foi

observada homogeneidade de variancias. Por se tratar de um experimento com grupos
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balanceados e de um delineamento em blocos que acarreta em um tamanho amostral
suficientemente grande, optou-se por utilizar a analise paramétrica dos dados, tendo em vista
que esse tipo de analise é robusta & violagdo dos pressupostos no cendrio apresentado M.
Assim, os dados foram submetidos a Analise de Variancia a dois critérios (Cepa e Tratamento),

seguida do pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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4.1. Espectro de absorbancia do FS

Os espectros de absorcéo de luz do FS utilizado estdo mostrados nas Figuras 4 e 5. A
CUR/CTAB apresentou dois picos principais de absor¢do de luz, sendo que no pico de
interesse (~455nm) sua absorbancia foi aproximadamente 2 vezes maior em comparagao ao
CUR/SAL. Também é possivel observar que a fotodegradacdo dos FSs foi mais pronunciada
para a CUR/SAL, especialmente com 10 min de iluminacdo. Esse resultado foi também
observado visualmente, pois a coloracdo amarela da CUR foi mantida na solugdo CUR/CTAB,
enguanto que a solucdo de CUR/SAL tornou-se transparente. Apos 30 min, a absorbancia do

FS nas duas condicdes foi proxima a zero.
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Figura 4: Variacdo temporal da absorcéo da curcumina 40uM em solucdo salina
de NaCl 0,85%, DMSO 10% e CTAB 0,1mM.
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Figura 5: Variacdo temporal da absorcéo da curcumina 40uM em solucdo salina
de NaCl 0,85%, DMSO 10%.

Todas as curvas de absorcdo foram integradas (com o software Microcal Origin 7.5

™ ) . A
), e, dessa forma, foram calculadas as areas de cada perfil de absorcéo. Os valores da integral
normalizada, em relacdo as doses de luz avaliadas, foram dispostos segundo uma curva de

decaimento.
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Figura 6: Integrais normalizadas dos espectros de absorbancia de
curcumina 40puM em CTAB 0,1mM, solucéo salina 0,85% e DMSO 10%
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Figura 7: Integrais normalizadas dos espectros de absorbancia de
curcumina 40uM em solucdo salina 0,85% e DMSO 10% para 0S
tempos de 0 a 30 min.

4.2. Efeito da PDT mediada pela CUR/CTAB sobre as cepas de C. albicans

Os valores originais para as céelulas viaveis (ufc/mL) e do ensaio do XTT obtidos ap6s a
PDT com a curcumina em CTAB estdo apresentados nas Tabelas Al e A2 do apéndice deste
trabalho.

A Figura 8 mostra os dados para as variaveis logio(ufc/mL) e de absorbancia para o
ensaio do XTT. As compara¢Ges multiplas entre médias mostraram que a PDT (grupo FS+L+)
promoveu reducéo significativa na viabilidade de todas as cepas, em relagdo ao grupo FS-L-
(Tabela 1). Além disso, ao se comparar os valores de log(ufc/mL) entre as trés cepas no grupo
FS+L+, foi observado que o efeito antifungico observado com pelo CTAB foi mais
pronunciado nas duas cepas resistentes a fluconazol, ja que estas Gltimas mostraram valores de
log(ufc/mL) significativamente inferiores em relagdo a cepa ATCC. Os valores para 0 ensaio
do XTT no grupo FS+L+ foram significativamente inferiores aos valores do grupo FS-L- em
todas as cepas, enquanto que ndo houve diferenca nos valores de XTT entre as cepas em
relacdo a aplicacdo da PDT. Esse resultado parece ter sido corroborado pelas caracteristicas
macroscépicas observadas no crescimento das cepas 10R e 15R submetidas a PDT e cultivadas
em meio de cultura, j& que as coldnias se apresentavam de menor didmetro e com coloracao

menos opaca em relacdo as amostras controle (Figura 9).
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De forma geral, ndo foi observada alteracéo significativa nos valores de log(ufc/mL) e

XTT quando o FS foi utilizado sem iluminacdo (grupos FS+L-) em relacdo ao grupo FS+L+,

confirmando que o efeito antifingico s6 ocorreu quando houve a associacao do FS e luz.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo do log(ufc/mL) e do ensaio do XTT para espécie C.

albicans de acordo com o tratamento aplicado (CUR/CTAB).

Tratamento

Variavel Cepa FS+L+ FS+L- FS-L-
log(ufc/mL) ATCC 426 * + 004 6,34 ® + 0,05 6,42 *° + 0,04
15R 356 ™ + 007 6,15 ® + 0,03 6,14 ™ + 0,02
10R 3,42 ““ + 0,08 6,19 "® + 0,03 6,20 *®  + 0,02
XTT ATCC 0,00 * =+ 0,00 0,19 ® =+ o001 0,19 ® =+ 0,01
15R 0,01 * + 0,00 0,18 ® =+ 0,02 0,18 *® + 0,02
10R 0,00 ®* + 0,00 0,19 ® + 0,02 0,20 *© + 0,02

@A |etras mailsculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma linha. Letras
mindsculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma coluna, na mesma variavel.
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Figura 9. Imagens da cultura de C. albicans 10R ap06s as condi¢fes experimentais: A, FS+L+
curcumina 40uM, em micelas de CTAB 0,1mM; B, FS+L- curcumina 40uM, em micelas de
CTAB; C, FS-L-.

4.3. Efeito da PDT mediada pela CUR/SAL sobre as cepas de C. albicans

Os valores originais de ufc/mL e XTT obtidos apds a avaliacdo da CUR/SAL estdo
apresentados nas Tabelas A5 e A6 do apéndice deste trabalho.

A Figura 10 mostra os resultados para as variaveis logig(ufc/mL) e do XTT. A PDT
promoveu a completa inativacdo da cepa ATCC, tendo em vista os valores nulos de
logio(ufc/mL) e XTT observados somente para esse micro-organismo na condi¢do FS+L+.

As comparagBes multiplas entre médias mostraram que o valor médio de log(ufc/mL)
no grupo FS+L+ foi significativamente inferior ao valor do grupo FS-L- apenas para a cepa
ATCC (Tabela 2). Dessa forma, a PDT mediada pela CUR/SAL néo foi capaz de promover
efeito fungicida significativo nas cepas resistentes ao fluconazol. Em todos as cepas, ndo foi
observada alteragdo significativa nos valores de log(ufc/mL) quando o FS foi utilizado sem
iluminagéo (grupos FS+L-).

Apesar disso, a avaliacdo da varidvel do ensaio do XTT mostrou que o metabolismo de
todas as cepas foi reduzido significativamente apds a aplicacdo da PDT (grupo FS+L+), em

relacdo ao metabolismo do grupo FS-L- (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvios-padrédo de log(ufc/mL) e XTT para espécie C. albicans de

acordo com o tratamento aplicado (CUR/SAL).

Tratamento

Variavel Cepa FS+L+ FS+L- FS-L-
log(ufc/mL) ATCC 0,00 »* + 0,00 6,21 ® + 0,02 6,18 ® + 0,03
15R 6,36 ** + 0,05 6,37 " + 0,09 6,37 " + 0,05
10R 6,40 * + 0,04 6,32 " + 007 6,42 " + 0,04
XTT ATCC 0,00 * = 0,00 0,22 ® + 0,00 0,23 * = 0,01
15R 0,01 ™ + 0,00 0,22 "® + 0,00 0,24 ™ + 0,01
10R 0,02 # + 0,00 0,24 ® + 0,00 0,24 ™ + 0,00
a7 | etras mailsculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma linha. Letras

minusculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma coluna, na mesma variavel.
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4.4. Efeito da PDT mediada pela CUR/CTAB sobre as cepas de C. glabrata

Os valores originais de ufc/mL e do ensaio do XTT obtidos apds a PDT com curcumina
CUR/CTARB estéo apresentados nas Tabelas Al e A2 do apéndice deste trabalho.

A Figura 11 os valores das estatisticas descritivas calculadas para as variaveis
logio(ufc/mL) e para o ensaio do XTT. Para a varidvel ufc/mL, as comparagGes multiplas entre
médias detectaram diferenca significativa entre os grupos FS+L+ e FS-L- para todas as cepas,
indicando a ocorréncia de efeitos fototoxicos para todos 0s micro-organismos (Tabela 3).
Apesar disso, a reducdo da viabilidade foi mais acentuada para a cepa 50R, em comparacao
com as cepas ATCC e 63R. Somente para a cepa ATCC foi verificada reducédo estatisticamente
significativa na viabilidade apds a utilizacdo do FS na auséncia de luz. No entanto, a reducéo
observada nos valores foi muito pequena (0,07log(ufc/mL)) e ndo parece ter nenhum
importancia pratica. Da mesma forma como ocorrido nas cepas resistentes de C. albicans, as
cepas resistentes de C. glabrata também apresentaram modificagbes morfoldgicas em suas
col6nias, mostrando que a utilizacdo do surfactante durante a PDT promoveu algum tipo de
modificagdo na sua estrutura celular (Figura 12).

Com relacéo a varidvel para o ensaio do XTT, embora a interacdo entre os fatores tenha
sido altamente significativa (p=0,007), verificou-se que o tipo do tratamento teve maior efeito
na variabilidade dos resultados do que as diferentes cepas (Tabela A10). A comparacao
maltipla entre médias esteve de acordo com esse resultado, tendo em vista que para todas as
cepas houve diferenca significativa entre os valores médios de XTT observados nos grupos
FS+L+ e FS-L-, enquanto que a reducdo do metabolismo promovido pela PDT foi similar entre

as cepas (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios e desvios-padrdo de log(ufc/mL) e do ensaio do XTT para espécie C.

glabrata de acordo com o tratamento aplicado (CUR/CTAB).

Tratamento

Variavel Cepa FS+L+ FS+L- FS-L-
log(ufc/mL)  ATCC 417 * + 005 6,33 ® + 0,03 6,40 © + 0,02
63R 442 " + 0,04 6,31 *® + 0,06 6,32 ™ + 007
50R 357 # + 0,05 6,25 ® + 001 6,24 © + 0,02
XTT ATCC 0,00 * + 0,01 0,18 ® + 001 0,20 ® + 0,02
63R 0,00 * + 0,00 0,18 ® + 0,02 0,19 ® =+ 0,04
50R 0,00 ®* + 0,00 0,20 & + 002 0,23 © + 0,02

@A | etras mailisculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma linha. Letras
minusculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma coluna, na mesma variavel.
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Figura 12. Imagens da cultura de C. glabrata 50R ap6s condi¢cdes experimentais: A, FS+L+
40uM de concentracdo de curcumina em micelas de CTAB 0,1mM; B, FS+L- 40uM de
concentracdo de curcumina em micelas de CTAB; C, FS-L-.

45. Efeito da PDT mediada pela CUR/SAL sobre as cepas de C. glabrata

Os valores originais de ufc/mL e do XTT obtidos apds a PDT com a curcumina em

solugdo CUR/SAL estdo apresentados nas Tabelas A5 e A6 do apéndice deste trabalho.

A Figura 13 apresenta os resultados para as variaveis logio(ufc/mL) e XTT. A utilizagdo
da CUR/SAL como fotossensibilizador promoveu a completa inativacdo da cepa Cg ATCC,
tendo em vista os valores nulos de logio(ufc/mL) e XTT que foram observados somente para
esse micro-organismo na condi¢do FS+L+.

Com relacdo a viabilidade celular quantificada por meio do log(ufc/mL), a cepa Cg
ATCC sofreu reducdo significativa ap6s a aplicacdo da PDT (Tabela 4), enquanto que a
utilizacdo do fotossensibilizador sem luz n&o foi capaz de diminuir a viabilidade fungica. Para
as demais cepas (Cg 63R e 50R), a variacdo no tipo de tratamento aplicado resultou em valores
médios de log(ufc/mL) estatisticamente similares (Tabela 4). Apesar disso, em todas as cepas
os valores médios de XTT dos grupos FS+L+ foram estatisticamente diferentes daqueles
observados nos grupos FS-L-, indicando que o metabolismo fangico foi reduzido com a

exposicao das células a PDT, independentemente da cepa avaliada.
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Tabela 4. Valores médios e desvios-padrédo de log(ufc/mL) e do ensaio do XTT para espécie C.

glabrata de acordo com o tratamento aplicado (Curcumina em DMSO).

Tratamento

Variavel Cepa FS+L+ FS+L- FS-L-
log(ufc/mL) ATCC 0,00 ¥ + 0,00 6,24 *® + 0,02 6,24 *® + 0,03
63R 6,38 ™ + 0,04 6,39 ™ + 0,05 6,38 ™ + 0,03
50R 6,36 ™ + 0,03 6,42 ™ + 0,07 6,44 * + 0,04
XTT ATCC 0,00 * + 0,00 0,24 ® + 0,00 0,24 ® + 0,00
63R 0,09 ™ + 0,00 0,28 "™ + 0,00 0,27 *° + 0,00
50R 0,07 “ + 0,00 0,25 ® + 0,00 0,24  + 0,01

aA | etras mailisculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma linha. Letras
minuGsculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma coluna, na mesma variavel.
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4.6. Efeito da PDT mediada pela Curcumina em CTAB sobre a capacidade de

adesdo e formacao de biofilme das cepas de Candida

Os valores originais de ufc/mL obtidos para avaliacdo da capacidade de adesdo e
formacdo de biofilme das cepas de C. albicans e C. glabrata estdo apresentados nas Tabelas
A13 e Al4 do apéndice deste trabalho.

A exposicdo previa a PDT utilizando-se CUR/CTAB reduziu significativamente o
numero de células aderidas de C. albicans e também o nimero de células nos biofilmes das trés
cepas avaliadas (Tabela 5). No grupo FS-L-, as cepas resistentes ao fluconazol apresentaram
maior capacidade de adesdo e formacédo de biofilme em comparacdo com a cepa ATCC. No
entanto, apds a exposicdo a PDT (grupo FS+L+) as cepas resistentes apresentaram valores de
log(ufc/mL) inferiores aos observados para a cepa de referéncia.

A avaliacdo das trés cepas da espécie C. glabrata foi observada reducéo significativa no
numero de células aderidas e também o nimero de celulas viaveis nos biofilmes de 48 horas
(Tabela 5). No entanto, a cepa 50R foi a que sofreu a maior influéncia da PDT em sua
capacidade de adeséo e formacao de biofilme.
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Tabela 5. Valores médios e desvios-padrdo de log(ufc/mL) para espécie C. albicans e C.

glabrata apds a PDT de acordo com o tratamento aplicado (Curcumina em CTAB).

Espécie Avaliacéo Cepa Tratamento
FS+L+ FS-L-

C. albicans Adesdo ATCC 537 ¥ £ 003 583 *® + 054
15R 258 "™ + 005 6,38 " + 0,02

10R 257 ™ + 006 6,38 " + 0,02

Biofilme ATCC 537 * £ 002 6,51 ® + 0,01

15R 2,74 " £+ 012 6,33 "™ + 0,02

10R 2,77 ™ + 010 6,40 "® + 0,01

C. glabrata Adeséo ATCC 522 * £ 010 559 *® + 0,01
63R 530 * + 001 6,41 " + 0,02

50R 233 ™ + 012 6,37 ™ + 003

Biofilme ATCC 6,30 ¥ £ 003 6,57 ® + 0,01

63R 535 "™ + 005 6,35 " + 0,02

50R 301 * + 003 6,39 " + 0,01

A | etras maitsculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma linha.
Letras minusculas iguais ndo denotam diferenca estatisticamente significativa entre os valores na mesma coluna, dentro

da mesma avaliacéo.
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A Terapia Fotodindmica tem sido empregada para inativacdo de micro-organismos
patogénicos (CARTLEDGE, et. al., 1999; DAHL, et. al., 1989; DEMIDOVA & HAMBLIN,
2005; DOVIGO, et. al., 2009, DOVIGO, et. al., 2010, DOVIGO, et. al., 2011a; JACKSON, et.
al., 1999; WAINWRIGHT, et. al., 1998; ZEINA, et. al. 2001) estando o primeiro relato de
investigacdes in vitro do efeito fotodinamico datado de 1900 (KONOPKA & GOSLINSKI, et.
al. 2007). A disseminacdo da AIDS e o surgimento de cepas resistentes a medicamentos
despertaram novamente o interesse pela PDT (JORI, et. al., 2006; KONOPKA & GOSLINSKI,
et. al. 2007). Esse interesse advém de certas vantagens, como a simplicidade no mecanismo de
acdo, que resulta da interacdo entre um agente fotossensibilizante e luz visivel em um
comprimento de onda compativel com o espectro de absorcdo do FS (BUYTAERT, €t. al.,
2007; KONOPKA & GOSLINSKI, et. al. 2007) e do fato da PDT apresentar baixo potencial
mutagénico, tornando improvavel o surgimento de cepas resistentes. (BUYTAERT, et. al.,
2007, JORI, et. al., 2006).

Esse trabalho avaliou o efeito fotodinamico mediado pela acdo fotossensibilizadora da
curcumina, sobre cepas de referéncia (ATCC) e isolados clinicos com resisténcia a fluconazol
das espécies C. albicans e C. glabrata, em meio homogéneo constituido de CUR/SAL e em
meio microheterogéneo (micelar ou pseudo-fase) constituido de CUR/CTAB.

Com este estudo, foi observado que o uso do CUR/SAL nas condigdes avaliadas na
PDT nédo foi capaz de inviabilizar completamente as cepas de Candida resistentes ao
fluconazol, o que ndo ocorreu com as cepas sensiveis, onde foi observada a sua completa
inativacdo. No entanto, quando foi utilizada a CUR/CTAB, verificou-se um efeito antifingico
mais pronunciado sobre as cepas resistentes a fluconazol, tanto para C. glabrata como para C.
albicans.

A atividade antimicrobiana do surfactante € uma consequéncia direta das suas
propriedades fisico-quimicas, em especial a capacidade de redugdo da tensdo superficial e a
formacdo de agregados idnicos. Consequentemente, os surfactantes podem interagir com as
membranas celulares, conduzindo a perdas do potencial de membrana, alteracdo da sua
funcionalidade e até mesmo perda de constituintes celulares (ISHIKAWA et al., 2002;
SAKAGAMI et al., 1989; TABATA et al., 2003; TATTAWASART et al., 2000). Como
resultado destas alteracGes, pode ocorrer alteracbes como inibicdo metabdlica das células, com
perturbacdo do seu crescimento e lise celular (Kanazawa et al, 1995). De acordo com varios
autores (GILBERT et al., 2003; ISHIKAWA et al., 2002; SAKAGAMI et al.,1989;
STEWART, et al., 2001; TABATA et al, 2003), os surfactantes podem danificar a estrutura da

membrana pela interacdo com seus componentes, em particular os lipidios e as proteinas,
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podendo ocorrer até a extracdo de proteinas da membrana celular. Para o CTAB, a por¢édo
hidrofobica penetra nas membranas e 0 seu grupo polar catidnico associa-se com 0S grupos
fosfatos dos fosfolipidos, provocando alteracGes nas membranas, que se reflete na alteracdo da
sua permeabilidade seletiva e perda de componentes intracelulares. Assim, o surfactante pode
também entrar no meio intracelular e exercer um efeito desnaturante para proteinas.

A influéncia de derivados azolicos sobre a viruléncia de C. albicans tem sido
investigada (GOW et al. 2002, BENHARDT et al. 2003). Willis et al. (2001) relataram a
diminuicdo da habilidade de adeséo as células epiteliais bucais e decréscimo na producéo de
fosfolipase de C. albicans tratadas com fluconazol. Em concentragdes subinibitorias de
itraconazol, Blanco et al. (2006) verificaram reducdo da adesdo as células epiteliais desta
levedura. Ha indicagdes de que micro-organismos susceptiveis perdem a habilidade de formar
hifas sob a acdo do antifungico, enquanto os isolados resistentes ndo sdo ou sdo pouco afetados
sob estas condi¢bes (COSTA, et. al., 2011; HA & WHITE 1999), além disso, nestes trabalhos,
a formacdo de hifas foi inibida significantemente nos isolados susceptiveis, tanto na presenca
de itraconazol quanto de fluconazol. Estes resultados mostram que a acdo desses antifingicos
nos isolados susceptiveis € concomitante a inibicdo da formacdo de hifa. Assim pode ser
sugerido que nos isolados resistentes, a formacdo de hifa seja um importante fator de
resisténcia, ndo inibindo o crescimento do fungo sob a acdo desses antiflngicos.

Os azolicos atuam na producdo de ergosterol, conhecido como o principal constituinte
da membrana celular; seu efeito sobre a formacdo hifal ocorre provavelmente devido ao
aumento da area de superficie das células hifais comparada a das leveduras, pois estruturas
hifais requerem mais membrana plasmatica por célula (COSTA, et. al., 2011). Trabalhos
anteriores mostram que uma amostra com alteracdes no gene ERG11, responsavel pela
producdo do ergosterol, apresenta limitacdes na producdo hifal, presumivelmente devido a
caréncia de ergosterol (LEES et al. 1990).

Como a PDT atua na oxidacdo do ergosterol, levando a formacdo de oxisterdis, e como
as células hifais possuem uma concentragdo maior desse lipideo e o fato da area de superficie
nessa forma celular ser maior, os resultados encontrados neste trabalho corroboram com a
literatura, visto que a acdo da PDT utilizando o surfactante CTAB foi mais eficiente em células
resistentes. A utilizacdo de um surfactante pode levar a um aumento na permeabilidade da
membrana e danos a esta estrutura, onde a penetracdo do FS pode ser facilitada, fazendo com
que a PDT seja mais eficaz. Assim, a formacdo de fotoprodutos da curcumina e/ou espécies
reativas de oxigénio também podem atuar de forma mais eficaz, tendo em vista que essa

espécie eletronicamente excitada de oxigénio é altamente reativa para os constituintes celulares
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e pode promover a oxidacdo irreversivel dos componentes por meio de lise da membrana e
inativacdo de proteinas (HENDERSON & DOUGHERTY, et. al., 1992). Além disso, foi
observada uma alteragdo na morfologia das cepas resistentes, no grupo PDT (FS+L+) onde
pdde ser vistas o crescimento de células opacas e sem um contorno arredondado, caracteristico
de espécies de Candida e de tamanho reduzido, quando comparado com o grupo controle (FS-
L-).

No ensaio de fatores de viruléncia, como a capacidade das espécies em aderir e formar
biofilme em superficie abiotica foi observado que a exposicao prévia a PDT com CUR/CTAB
reduziu significativamente o nimero de células aderidas bem como o numero de células nos
biofilmes das cepas avaliadas. No entanto, as cepas resistentes apresentaram menor nimero de
células aderidas do que as cepas sensiveis.

A adesdo de micro-organismos as superficies mucosas do hospedeiro € um pré-requisito
para a ocorréncia de processos de infeccdo e colonizagdo. Tal mecanismo permite que 0 micro-
organismo evite o seu deslocamento pela agdo mecanica da musculatura e dos fluidos corporais
(ELLEPOLA et al, 1998; SUNDSTROM, 1999). A aderéncia do fungo a superficie da mucosa
do hospedeiro ocorre provavelmente pela interacdo entre adesinas do micro-organismo e
receptores das células epiteliais (ARGIMON et al, 2007). A producio de enzimas representa
um mecanismo de viruléncia de leveduras do género Candida, pois estas facilitam o poder
invasivo do micro-organismo (ODDS, 1988; CALDERONE & FONZI, 2001). Lyon &
Resende (2007) demonstraram a producdo de proteinases por C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis e a producdo de fosfolipases por C. glabrata. As proteinases constituem uma
familia de enzimas capazes de degradar varios substratos fisiologicamente importantes como
albuminas e imunoglobulinas (CASSONE et al. 1987). A capacidade de C. albicans de
produzir fosfolipases também € considerada uma importante caracteristica patogénica deste
micro-organismo (SAMARANAYAKE et al. 1984).

Em estudo desenvolvido por Costa, et. al, 2011 foi verificado que surfactantes
catiénicos, como o CTAB, podem ser uma alternativa interessante como agente inibitorio
contra espécies de Candida. Este fato estd provavelmente associado com a presenca de sua
carga catidnica, o que pode ser decisivo para 0 mecanismo de sua interacdo com o fungo. Nesse
caso, compostos neutros ou aniénicos, como determinados FSs, podem ter uma interacdo mais
efetiva na interacdo com diversos micro-organismos quando administrado concomitantemente
com agentes catibnicos. A acdo de surfactantes pode também constituir-se de um efetivo
mecanismo de desnaturagdo, mesmo em concentragdes milimolares (PERLES, et. al., 2008).
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A desnaturacdo de adesinas por surfactantes pode ser considerada o pricipal fator que
inibe as propriedades de adesdo em células de levedura (COSTA, et. al., 2011), entretanto
outros fatores coadjuvantes podem contribuir para a acdo antiaderente dos surfactantes. Na
verdade, 0 mecanismo dessa propriedade antiaderente parece ser também associado a rupturas
na membrana dos fungos e uma interferéncia estérica na abordagem entre as células
microbianas e as células epiteliais, no entanto, outros fatores, incluindo a alteracdo da
hidrofobicidade da superficie celular e potencial zeta das células, podem também contribuir
para este fendbmeno (MACCARRON, et. al., 2007). De qualquer forma, a relevancia da
interferéncia estérica na abordagem entre fungo o e o substrato pode ser considerado um fator
importante na inibicdo de aderéncia, uma vez que 0s agentes tensoativos apresentam uma
cadeia hidrofébica longa que certamente significativamente diminui o contato entre a célula
microbiana e o substrato (COSTA, et. al., 2011).

Também foi verificado neste estudo que a diminuicdo do metabolismo celular das cepas
avaliadas ndo foi acompanhada da diminuicdo da contagem de células viaveis.

Ensaios de susceptibilidade antifngica € a principal ferramenta para orientar possiveis
tipos de terapia (REX et al, 2001;. PATTERSON, 2002; HOSPENTHAL et al, 2004;.
PFALLER, 2005). Ensaios metabolicos que dependem de reducdo de um corante sensivel ao
estado redox da célula (XTT ou alamarBlue) tém sido amplamente aceitos para os testes de
susceptibilidade antifungica (TELLIER et al, 1992;. PFALLER et al, 1994;. HAWSER et al,
1998;. MELETIADIS et al, 2001;. YAMAGUCHI et al, 2002;. ESPINEL-INGROFF, 2006):
podem ser adaptados para 0s ensaios in situ, que captura o estado patogénico do organismo
(RAMAGE et al, 2001;. PETTIT et al, 2005; ANTACHOPOQULOQOS et al. , 2006) e, além disso,
0s ensaios metabolicos sdo os preferidos para sistemas em que a avaliagdo com base em
unidades formadoras de colbnia (ufc/mL) é impraticavel ou impossivel (BAILLIE e
DOUGLAS, 1999; CUENCA-ESTRELLA & RODRIGUEZ-TUDELA, 2001; RAMAGE et al,
2001; VAN VIANEN et al, 2006). Este é especialmente o caso de testes de susceptibilidade de
micelio fungico e biofilmes que incorporam formas filamentosas (LATGE, 1999; RAMAGE et
al, 2001; LEWIS et al, 2005).

Em estudo desenvolvido por Khot, et. al., 2008, onde foi avaliado o ensaio do XTT
versus o0 numero de unidades formadoras de colénia (ufc/mL) apOs tratamento com
Anfotericina B, os autores verificaram que a diferenca das estimativas das células viaveis com
base em ufc/mL versus o ensaio metabdlico do XTT se origina de uma perturbagdo na
velocidade de crescimento das células danificadas pela exposicdo a anfotericina B, mas, no

entanto, ainda sdo capazes de formarem colénias. As células expostas a anfotericina B e que
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ainda eram capazes de formar coldnias, apresentaram uma grande variedade de tamanhos,
enquanto que as células ndo tratadas produziram colénias com uma distribuicdo de tamanho
relativamente semelhante. Na maioria das avaliagbes baseadas em ensaios de metabolismo, as
celulas com taxas metabolicas e/ou crescimento mais lento contribuem proporcionalmente
menos para uma estimativa global da viabilidade. Em contraste, as células produtoras de
colbnias contribuem igualmente para a estimativa de viabilidade baseados nas celulas viaveis
(ufc/mL) independentemente do tamanho da colbnia. Assim, parece plausivel ser pobre a
correspondéncia relativa entre os ensaios metabdlicos e de viabilidade celular (ufc) para as
células em fase estacionaria, em comparacdo com células na fase exponencial, 0 que poderia ter
se originado a partir da recuperacao relativamente lenta de células em fase estacionaria apos a

exposicao a anfotericina B.
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Com estes estudos, pudemos verificar que a utilizagdo concomitante da curcumina com o
surfactante CTAB e a exposicdo a luz na inativacdo microbiana, reduziu significativamente a
atividade metabdlica de cepas de espécies de C. albicans e C. glabrata susceptiveis e
resistentes ao fluconazol, bem como, a quantidade de células viaveis. Entretando, para as cepas
padrdo (ATCC) de ambas as espécies, a utilizacdo da curcumina na auséncia de micelas de
CTAB foi mais eficaz, levando a uma reducao de 100% nos ensaios avaliados ap6s a PDT.

Para a verificacdo de fatores de viruléncia nas cepas testadas, pudemos observar que a
utilizacdo do CTAB diminuiu a capacidade das células em aderir e formar biofilme em
superficie abiotica, sendo estes efeitos mais eficazes para as cepas resistentes do que para as
cepas padréo.

Esses resultados exploram as perspectivas para a utilizacdo da Terapia Fotodindmica com
fotossensibilizadores em diferentes meios (matrizes), como a auséncia e a presenca de
surfactantes (em concentracGes micelares), com efeitos promissores para inativacdo de espécies

de fungos com diferentes perfis de resisténcia ao fluconazol.
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Tabela Al. Valores originais de ufc/mL observados apos a avaliagdo do fotossensibilizador
CURJ/CTAB nas seis cepas de Candida avaliadas.

Cepa

Tratamento Ca ATCC Cal5R CalOR Cg ATCC Cg 63R Cg 50R
FS+L+ 1,96E+04 3,40E+03  3,20E+03 1,36E+04 3,34E+04  3,60E+03
1,66E+04 3,80E+03  2,40E+03 1,22E+04 2,72E+04  3,60E+03

2,20E+04 3,20E+03  2,00E+03 1,32E+04 2,26E+04  3,60E+03

1,70E+04 3,00E+03  2,60E+03 1,40E+04 2,60E+04  4,00E+03

1,90E+04 3,80E+03  2,80E+03 1,50E+04 2,60E+04  3,80E+03

1,74E+04 4,80E+03  3,40E+03 1,74E+04 2,40E+04  4,40E+03

1,82E+04 4,40E+03  2,60E+03 1,42E+04 2,56E+04  4,40E+03

1,80E+04 3,60E+03  2,00E+03 1,80E+04 2,78E+04  3,40E+03

1,78E+04 3,60E+03  2,60E+03 1,60E+04 2,70E+04  3,00E+03

1,84E+04 3,00E+03  3,00E+03 1,38E+04 2,70E+04  3,40E+03

FS+L- 2,28E+06 1,34E+06  1,66E+06 2,28E+06 2,10E+06  1,70E+06
2,26E+06 1,24E+06  1,44E+06 2,18E+06 2,38E+06  1,82E+06

2,48E+06 1,36E+06  1,52E+06 1,82E+06 2,24E+06  1,74E+06

2,10E+06 1,40E+06  1,54E+06 2,10E+06 2,20E+06  1,82E+06

2,20E+06 1,44E+06  1,50E+06 2,24E+06 2,38E+06  1,80E+06

1,72E+06 158E+06  1,68E+06 1,86E+06 1,92E+06  1,78E+06

2,44E+06 1,44E+06  1,76E+06 2,24E+06 1,60E+06  1,84E+06

2,12E+06 150E+06  1,52E+06 2,12E+06 1,88E+06  1,80E+06

2,18E+06 1,34E+06  1,42E+06 2,18E+06 1,70E+06  1,76E+06

2,44E+06 1,44E+06  1,40E+06 2,22E+06 2,02E+06  1,88E+06

FS-L- 3,34E+06 1,36E+06  1,54E+06 2,56E+06 2,34E+06  1,76E+06
2,72E+06 1,44E+06  1,44E+06 2,44E+06 2,68E+06  1,62E+06

2,26E+06 1,30E+06  1,60E+06 2,34E+06 2,28E+06  1,62E+06

2,60E+06 1,44E+06  1,50E+06 2,52E+06 2,56E+06  1,82E+06

2,60E+06 1,40E+06  1,60E+06 2,50E+06 1,78E+06  1,78E+06

2,40E+06 1,30E+06  1,56E+06 2,46E+06 1,76E+06  1,76E+06

2,56E+06 1,44E+06  1,70E+06 2,48E+06 2,22E+06  1,82E+06

2,78E+06 152E+06  1,58E+06 2,78E+06 1,86E+06  1,62E+06

2,70E+06 1,30E+06  1,66E+06 2,70E+06 1,70E+06  1,70E+06

2,70E+06 1,42E+06  1,52E+06 2,50E+06 1,82E+06  1,82E+06
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Tabela A2. Valores originais de XTT observados ap6s a avaliacdo do fotossensibilizador
CURJ/CTAB nas seis cepas de Candida avaliadas.

Cepa
Tratamento CaATCC Cal5R  CalOR Cg ATCC Cg 63R Cg 50R
FS+L+ 0,000 0,010 0,000 0,006 0,000 0,000
0,000 0,002 0,000 0,001 0,000 0,000
0,000 0,005 0,000 0,010 0,000 0,000
0,001 0,002 0,000 0,020 0,000 0,000
0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
0,001 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000
FS+L- 0,179 0,195 0,200 0,197 0,234 0,234
0,210 0,199 0,210 0,188 0,224 0,224
0,170 0,176 0,212 0,188 0,198 0,224
0,189 0,167 0,220 0,187 0,196 0,221
0,178 0,150 0,170 0,185 0,189 0,204
0,177 0,158 0,173 0,180 0,186 0,199
0,180 0,163 0,165 0,179 0,185 0,196
0,189 0,152 0,169 0,177 0,182 0,190
0,205 0,169 0,182 0,175 0,178 0,189
0,198 0,210 0,180 0,173 0,169 0,189
0,209 0,179 0,188 0,173 0,166 0,187
0,189 0,182 0,169 0,172 0,165 0,182
0,179 0,188 0,177 0,169 0,158 0,175
0,199 0,196 0,189 0,166 0,158 0,170
0,203 0,170 0,179 0,162 0,152 0,165
FS-L- 0,211 0,203 0,236 0,239 0,152 0,193
0,185 0,210 0,250 0,233 0,159 0,197
0,200 0,173 0,240 0,230 0,163 0,205
0,186 0,163 0,222 0,226 0,163 0,206
0,191 0,182 0,198 0,205 0,167 0,207
0,186 0,195 0,171 0,202 0,169 0,218
0,188 0,197 0,199 0,199 0,172 0,224
0,193 0,155 0,187 0,196 0,179 0,230
0,182 0,152 0,189 0,192 0,183 0,235
0,188 0,201 0,203 0,189 0,206 0,243
0,192 0,199 0,189 0,182 0,207 0,246
0,179 0,200 0,192 0,181 0,235 0,250
0,188 0,183 0,205 0,178 0,246 0,253
0,195 0,177 0,193 0,176 0,253 0,254
0,179 0,169 0,195 0,174 0,254 0,263
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Tabela A3. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CUR/CTAB sobre o0 logio(ufc/mL) da espécie C. albicans.

sQ oM GL F 0 n°p n
Cepa 3,209 1,604 2 775272 <0,001 0,950 1,000
Tratamento 124,227 62,114 2 30013,747  <0,001 0,999 1,000
Interacdo 1,520 0,380 4 183,584  <0,001 0,901 1,000
Residuo 0,168 0,002 81
Total 2762,712 90

Tabela A4. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CUR/CTAB sobre os valores de XTT da espécie C. albicans.

SQ QM GL F p n°p 1
Cepa 0,001 0,001 2 3,610 0,030 0,054 0,659
Tratamento 1,045 0,522 2 2742,013  <0,001 0,978 1,000
Interacédo 0,004 0,001 4 4,937 0,001 0,135 0,955
Residuo 0,024 0,000 126
Total 3,228 135
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Tabela A5. Valores originais de ufc/mL observados apos a avaliagdo do fotossensibilizador

CUR/SAL nas seis cepas de Candida avaliadas.

Cepa

Tratamento CaATCC Cal5R CalOR Cg ATCC Cg 63R Cg 50R
FS+L+ 0,00E+00 2,04E+06  2,38E+06 0,00E+00 2,56E+06  2,30E+06
0,00E+00 2,26E+06  2,38E+06 0,00E+00 2,38E+06  2,52E+06

0,00E+00 2,62E+06  2,62E+06 0,00E+00 2,12E+06  2,48E+06

0,00E+00 2,38E+06  3,02E+06 0,00E+00 2,80E+06  2,16E+06

0,00E+00 2,46E+06  2,28E+06 0,00E+00 2,34E+06  2,02E+06

0,00E+00 2,28E+06  2,68E+06 0,00E+00 2,34E+06  2,14E+06

0,00E+00 1,92E+06  2,82E+06 0,00E+00 2,26E+06  2,26E+06

0,00E+00 194E+06  2,54E+06 0,00E+00 2,20E+06  2,32E+06

0,00E+00 2,44E+06  2,24E+06 0,00E+00 2,70E+06  2,16E+06

0,00E+00 2,52E+06  2,40E+06 0,00E+00 2,54E+06  2,50E+06

FS+L- 1,60E+06 2,06E+06  2,06E+06 1,62E+06 2,56E+06  2,78E+06
1,62E+06 1,86E+06  2,36E+06 1,76E+06 2,82E+06  2,68E+06

1,70E+06 1,56E+06  1,76E+06 1,80E+06 2,70E+06  2,46E+06

1,62E+06 2,44E+06  1,62E+06 1,78E+06 2,32E+06  2,16E+06

1,54E+06 2,54E+06  1,96E+06 1,60E+06 2,42E+06  2,54E+06

1,58E+06 2,26E+06  2,44E+06 1,68E+06 2,84E+06  2,96E+06

1,66E+06 2,64E+06  2,70E+06 1,82E+06 1,96E+06  1,90E+06

1,76E+06 2,94E+06  2,38E+06 1,66E+06 2,26E+06  2,88E+06

1,50E+06 2,70E+06  2,12E+06 1,86E+06 2,718E+06  2,94E+06

1,76E+06 2,90E+06  1,86E+06 1,78E+06 2,28E+06  3,08E+06

FS-L- 1,46E+06 2,22E+06  2,82E+06 1,86E+06 2,36E+06  2,72E+06
1,48E+06 2,22E+06  2,54E+06 1,76E+06 2,60E+06  2,56E+06

1,62E+06 2,82E+06  2,48E+06 1,72E+06 2,12E+06  2,44E+06

1,44E+06 2,34E+06  3,00E+06 1,88E+06 2,66E+06  2,80E+06

1,58E+06 2,48E+06  2,44E+06 1,64E+06 2,66E+06  3,20E+06

1,40E+06 2,30E+06  3,02E+06 1,84E+06 2,38E+06  2,52E+06

1,66E+06 2,44E+06  2,76E+06 1,88E+06 2,32E+06  2,88E+06

1,56E+06 2,56E+06  2,54E+06 1,60E+06 2,52E+06  2,62E+06

1,50E+06 1,86E+06  2,42E+06 1,76E+06 2,20E+06  3,10E+06

1,62E+06 2,18E+06  2,48E+06 1,64E+06 2,26E+06  2,90E+06
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Tabela A6. Valores originais de XTT observados ap6s a avaliagdo do fotossensibilizador

CURJ/SAL nas seis cepas de Candida avaliadas.

Cepa
Tratamento CaATCC Cal5R  CalOR Cg ATCC Cg63R  Cg50R
FS+L+ 0,000 0,015 0,015 0,000 0,083 0,065
0,000 0,014 0,016 0,000 0,085 0,066
0,000 0,014 0,016 0,009 0,085 0,066
0,000 0,014 0,017 0,000 0,087 0,067
0,000 0,013 0,017 0,000 0,087 0,069
0,000 0,013 0,018 0,000 0,088 0,069
0,000 0,013 0,018 0,005 0,088 0,071
0,000 0,013 0,018 0,003 0,089 0,072
0,000 0,013 0,019 0,000 0,09 0,072
0,000 0,012 0,02 0,000 0,091 0,073
0,000 0,012 0,02 0,000 0,091 0,073
0,000 0,012 0,022 0,000 0,091 0,073
0,000 0,012 0,022 0,000 0,092 0,074
0,000 0,011 0,022 0,000 0,093 0,075
0,000 0,011 0,025 0,000 0,093 0,076
FS+L- 0,214 0,223 0,241 0,241 0,284 0,249
0,211 0,219 0,239 0,242 0,279 0,244
0,220 0,218 0,244 0,243 0,281 0,250
0,219 0,224 0,238 0,240 0,283 0,245
0,212 0,219 0,241 0,239 0,277 0,249
0,214 0,225 0,244 0,234 0,280 0,244
0,223 0,231 0,236 0,241 0,281 0,249
0,221 0,230 0,235 0,239 0,276 0,249
0,218 0,219 0,236 0,236 0,279 0,241
0,215 0,226 0,245 0,241 0,283 0,250
0,213 0,221 0,240 0,241 0,277 0,247
0,209 0,220 0,238 0,237 0,282 0,246
0,216 0,218 0,236 0,239 0,279 0,248
0,217 0,231 0,238 0,243 0,275 0,245
0,213 0,228 0,238 0,241 0,279 0,248
FS-L- 0,231 0,22 0,229 0,235 0,266 0,234
0,229 0,229 0,231 0,239 0,269 0,234
0,225 0,231 0,232 0,240 0,269 0,236
0,220 0,232 0,233 0,241 0,269 0,237
0,235 0,233 0,233 0,238 0,269 0,238
0,235 0,233 0,236 0,237 0,271 0,239
0,231 0,235 0,236 0,239 0,272 0,241
0,229 0,235 0,237 0,241 0,272 0,243
0,218 0,236 0,238 0,231 0,273 0,243
0,222 0,238 0,239 0,234 0,274 0,245
0,225 0,239 0,24 0,236 0,275 0,246
0,216 0,241 0,241 0,239 0,277 0,247
0,227 0,241 0,242 0,241 0,277 0,248
0,232 0,242 0,243 0,235 0,278 0,249
0,219 0,242 0,243 0,236 0,28 0,251
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Tabela A7. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CURJ/SAL sobre o log;o(ufc/mL) da espécie C. albicans.

sQ oM GL F 0 n°p n
Cepa 100,386 50,193 2 20661,931 <0,001 0,998 1,000
Tratamento 84,866 42,433 2 17467,413 <0,001 0,998 1,000
Interacdo 171,418 42,855 4 17641,009 <0,001 0,999 1,000
Residuo 0,197 0,002 81
Total 3206,099 90

Tabela A8. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CURJ/SAL sobre os valores de XTT da espécie C. albicans.

SQ QM GL F p n°p m
Cepa 0,007 0,004 2 211,000 <0,001 0,770 1,000
Tratamento 1,438 0,719 2 42710,169  <0,001 0,999 1,000
Interagdo 0,001 0,000 4 15,158 <0,001 0,325 1,000
Residuo 0,002 0,000 126
Total 4,754 135

Tabela A9. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CUR/CTAB sobre o log;o(ufc/mL) da espécie C. glabrata.

SQ QM GL F p n°p 1
Cepa 1,874 0,937 2 450,645 <0,001 0,918 1,000
Tratamento 101,799 50,900 2 24484,079  <0,001 0,998 1,000
Interacdo 2,122 0,530 4 255,134 <0,001 0,926 1,000
Residuo 0,168 0,002 81
Total 2883,852 90

Tabela A10. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS

CUR/CTAB sobre os valores de XTT da espécie C. glabrata.

SQ QM GL F p n°p m
Cepa 0,007 0,004 2 9,274 <0,001 0,128 0,975
Tratamento 1,160 0,580 2 1499,298  <0,001 0,960 1,000
Interacao 0,006 0,001 4 3,713 0,007 0,105 0,874
Residuo 0,049 0,000 126
Total 3,551 135
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Tabela All. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo do FS
CUR/SAL sobre os valores de log;o(ufc/mL) da espécie C. glabrata.

SQ QM GL F 0 n°p n
Cepa 99,821 49,911 2 32674,011 <0,001 0,999 1,000
Tratamento 88,663 44,331 2 29021,666  <0,001 0,999 1,000
Interacdo 171,085 42,771 4 28000,230 <0,001 0,999 1,000
Residuo 0,124 0,002 81
Total 3233,057 90

Tabela A12. Suméario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliagdo do FS
CUR/SAL sobre os valores de XTT da espécie C. glabrata.

SQ QM GL F p n°p m
Cepa 0,066 0,033 2 2833,031 <0,001 0,978 1,000
Tratamento 1,195 0,597 2 51048,196 <0,001 0,999 1,000
Interacio 0,023 0,006 4 483,221  <0,001 0,939 1,000
Resfduo 0,001 0,000 126
Total 5,986 135

Tabela A13. Valores originais de ufc/mL de capacidade de adesdo e formacéo de biofilme das

trés cepas de C. albicans segundo o tratamento aplicado.

CaATCC Cal5R CalOR
Avaliacéo FS+L+ FS-L- FS+L+ FS-L- FS+L+ FS-L-
Adesdo 2,29E+05 2,22E+05 3,90E+02 2,26E+06 3,10E+02 2,35E+06

2,52E+05 2,16E+05 4,80E+02 2,36E+06 4,10E+02 2,36E+06
2,22E+05 2,15E+05 3,40E+02 2,57TE+06 3,10E+02 2,55E+06
2,43E+05 1,92E+06 3,60E+02 2,29E+06 4,00E+02 2,22E+06
2,16E+05 2,17E+06 3,90E+02 2,51E+06 4,40E+02 2,48E+06
2,46E+05 2,26E+06 3,50E+02 2,43E+06 3,60E+02 2,43E+06
Biofilme 2,37E+05 3,24E+06 6,60E+02 2,01E+06 4,00E+02 2,41E+06
2,38E+05 3,14E+06 7,80E+02 2,15E+06 7,30E+02 2,48E+06
2,58E+05 3,23E+06 6,50E+02 2,04E+06 6,00E+02 2,46E+06
2,29E+05 3,22E+06 4,10E+02 2,20E+06 5,40E+02 2,59E+06
2,26E+05 3,38E+06 4,60E+02 2,24E+06 6,00E+02 2,48E+06
2,34E+05 3,25E+06 4,30E+02 2,33E+06 7,50E+02 2,57E+06

-100 -



Tabela Al14. Valores originais de ufc/mL de capacidade de adesdo e formacdo de biofilme das

trés cepas de C. glabrata segundo o tratamento aplicado.

CgATCC Cg50R Cg63R
Avaliagio  FS+L+ FS-L- FS+L+ FS-L- FS+L+ FS-L-
Adesio 142E+05  4,00E+05  2,70E+02  2,23E+06  2,08E+05  2,55E+06
1,37E+05  3,75E+05  2,00E+02  2,51E+06  1,04E+05  2,77E+06
1,32E+05  392E+05  150E+02  2,52E+06  2,00E+05  2,76E+06
1,80E+05 3,81E+05 3,20E+02 2,17E+06 1,96E+05 2,44E+06
1,97E+05 3,87E+05 2,10E+02 2,24E+06 2,05E+05 2,57E+06
231E+05  378E+05  1,80E+02  2,37E+06  2,07E+05  2,48E+06

Biofilme 1,78E+06  356E+06  10lE+03  2,43E+06  2,55E+05 2 33E+06
2,01E+06  3,68E+06  9,60E+02  2,48E+06  2,30E+05  2,22E+06
2,04E+06 3,71E+06 1,11E+03 2,51E+06 2,43E+05 2,39E+06
1,93E+06 3,52E+06 1,01E+03 2,57E+06 1,94E+05 2,20E+06
205E+06  3,81E+06  950E+02  2,44E+06  2,06E+05  2,10E+06
2,18E+06 3,83E+06 1,05E+03 2,38E+06 2,08E+05 2,21E+06

Tabela A15. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo da

capacidade de adesdo das cepas de C. albicans.

SQ QoM GL F p np i
Cepa 65,152 65,152 1 1297,601 <0,001 0,977 1,000
Tratamento 10,088 5,044 2 100,460  <0,001 0,870 1,000
Interacdo 22,390 11,195 2 222,963  <0,001 0,937 1,000
Residuo 1,506 0,050 30
Total 946,431 36

Tabela A16. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo da

capacidade de formac&o de biofilme das cepas de C. albicans.

SQ QoM GL F p np -
Cepa 69,862 69,862 1 16539,672 <0,001 0,998 1,000
Tratamento 15,323 7,661 2 1813,839  <0,001 0,992 1,000
Interagdo 12,219 6,110 2 1446,456  <0,001 0,990 1,000
Residuo 0,127 0,004 30
Total 1004,846 36
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Tabela A17. Sumario da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo da

capacidade de adesdo das cepas de C. glabrata.

sQ Y GL F 0 n°p n
Cepa 30342 30342 1 724435 <0001 099 1,000
Tratamento 14,358 7,179 2 171410 <0001 0991 1,000
Interacio 22587 11,293 2 269640 <0001 0,994 1,000
Residuo 0126 0004 30
Total 1042413 36

Tabela A18. Sumério da ANOVA a dois fatores (Cepa e Tratamento) para avaliacdo da
capacidade de formacéo de biofilme das cepas de C. glabrata.

SQ QM GL F p n°p m
Cepa 21,700 21,700 1 28121,040 <0,001 0,999 1,000
Tratamento 18,681 9,340 2 12104,042 <0,001 0,999 1,000
Interacdo 15,976 7,988 2 10351,429 <0,001 0,999 1,000
Resfduo 0,023 0,001 30
Total 1209,774 36
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