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Dovigo LN. Efetividade da terapia fotodinamica nativacao de€andida
spp. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Fadeldde Odontologia da
UNESP; 2007.

Resume

O surgimento da resisténcia antifingica aos trat&wse convencionais tem
proporcionado o desenvolvimento de novas modalgladeapéuticas para o
tratamento da candidose bucal. Nesse contextdlizacdio da PDT vem sendo
sugerida como meétodo alternativo para a inativago microrganismos
patogénicos. Este estudo avaliou a efetividade O& Ra inativacdo deC.
albicanse C. glabratg ATCC e resistente a fluconazol, por meio daz#gao do
agente fotossensibilizador Photodeme da iluminacdo com LEDs de
comprimento de onda azul. Inicialmente, os micmigaos avaliados foram
inoculados em tubos de ensaio contendo meio derauliquido e incubados
overnighta 37°C. Em seguida, foram obtidas suspensfeamdudas espécies de
Candida avaliadas. Essas suspensdes foram transferidas glacas de 96
orificios, tratadas com cinco diferentes conceeagde Photogetn(2,5; 5; 10;
25 e 50mg/L) e expostas a quatro doses de luz;(18;525,5 e 37,5J/cth
Suspensbes adicionais foram tratadas somente cotin@s concentracdes do
fotossensibilizador ou apenas com as quatro doseduzl Cada condicdo
experimental foi realizada trés vezes. Apds a zagalio desses experimentos,
foram obtidas diluicées seriadas de cada amostrh 110°), e aliquotas de 25
pL dessas diluicdes foram plaqueadas, em tripBcaten Sabouraud Dextrose
Agar. Adicionalmente, aliquotas de 25 pL foram reidas das cavidades das
placas de orificios e transferidas diretamente parajuadrante da placa de Petri,
sem a realizacdo de diluicdo. As placas foram iadab a 37°C por 48 horas.
Apés a incubacao, foi realizada a contagem dasmiaddviaveis (ufc/mL), e os

valores obtidos foram analisados com o teste t tlelet (p < 0,05). Os
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resultados demonstraram que a inativacadCdadida spp. ocorreu de forma
concentracdo/dose dependente, que resultou na e@mpiativacdo desses
microrganismos em determinadas condi¢cdes experaisert dose de luz minima
que promoveu a completa inativacéo das duas orige@s albicansfoi 18 J/cnj,
em associacdo com 50mg/L de Photoferpds a aplicacdo de 25,5 e 37,5
Jlenf, baixas concentracbes de fotossensibilizador foregqueridas para a
inativacao total dessa espécie, sendo que difesegtatisticamente significantes
foram apontadas entre os valores obtidos para as aigens de&. albicans.
Também foram observadas diferencas estatisticansggnidicantes na obtencao
da inativacao total das duas origensQleglabrata Para a ATCC, n&o houve
crescimento de colbnias viaveis apés o tratameaito t0, 25 e 50 mg/L de
Photogerfi seguido de iluminacdo a 37,5 JfcnNo entanto, somente as
concentracoes de 25 e 50 mg/L foram capazes daatiaC. glabrataresistente

a fluconazol, nas doses de 25,5 e 37,53/assim, a fotoativacdo do Photogém
pela luz do LED demonstrou efetividade na inativackds duas espécies de

Candidaavaliadas, ATCC e resistente a fluconazol.

Palavras-chave: Candida albicans Candida glabratg fotoquimioterapia;

hematoporfirinas; resisténcia fungica a drogas.



Dovigo LN. Efetividade da terapia fotodinamica nativacao de€andida
spp. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Fadeldde Odontologia da
UNESP; 2007.

hstract

Oral candidosis is an opportunistic infection taHects a significant percentage
of the population. The oral infection caused @gndidaspp. is usually treated
with topical and systemic antifungal drugs. Howetke widespread use of these
agents has resulted in an alarming increase inratee of antifungal resistance.
Recently, the photodynamic therapy (PDT) has bdadiesi as an alternative
modality of killing microorganisms, including vires, fungi and bacteria. The
aim of this study was to determine whetl@Gandida albicansand C. glabratag
ATCC and fluconazole-resistant strains, could betgéensitized by Photogem®
in combination with blue Light Emitted Diode (LEDJuspensions of each
Candidastrain, containing 10viable cells per milliliter, were treated with &v
concentrations of Photogém2.5, 5, 10, 25 and 50 mg/l), followed by LED
irradiation in four light doses (10.5, 18, 25.5 &5 J/cm?2). Each experimental
condition was carried out in triplicate and repddtee times. From each sample,
serial dilutions were obtained and aliquots ofui6f each dilution were plated on
Sabouraud Dextrose Agar. All plates were incubaite87°C for 48 hours. After
incubation, colonies were counted (CFU/ml) and tleda were statistically
analyzed by the Student’'s t test (p < 0.05). Theulte demonstrated a
concentration/dose-dependent pattern of inactimattbat resulted in complete
elimination of allCandidaevaluated. The minimal light dose for the complete
inactivation of bothC. albicanssource was 18 J/émin conjunction with 50 mg/I
of Photogem®. After 25.5 and 37.5 Jfgma lower concentration of Photog®m
was required to totally inactivat€. albicans ATCC (5 and 2.5 mg/l) in
comparison withC. albicansfluconazole-resistant (10 and 5 mg/l). There were

statistically significant differences in the logRG/ml) for the minimal light dose



to complete inactivation of bot@. glabratasources. FoC. glabrataATCC, no
viable cells were detected after treatment with285 or 50 mg/l of Photogén
followed by 37.5 J/cf while the association of 25 mg/l with 25.5 Jfcwas
sufficient to totally inactivate th€. glabratafluconazole-resistant. The photo-
activation of Photogem® by blue LED light proved e effective for the
inactivation of fluconazole-resistant and ATCC istsaof C. albicansand C.
glabrata

Keywords: Candida albicans Candida glabrata photochemotherapy;
hematoporphyrins; drug fungal resistance.



7 Ftroducic

As espécies do génef@andida sdo frequentemente isoladas da
cavidade bucal na maioria dos individuos saud&yeisvendo normalmente em
relacdo de comensalismo. No entanto, sob deterasnambndicOes, esses
microrganismos podem atuar como patdégenos oporasnisivadindo tecidos e
desencadeando processos infecci§so& Candida albicans é considerada a
espécie mais prevalente e patogénica, sendo résmbrsor cerca de 70% dos
casos de infeccd®s Esse fungo possui a habilidade de alterar sufotogia de
leveduras (blastosporo - presente na mucosa bocalah) para o tipo micelial
(pseudohifas e hifas - forma invasiva do microrganu), o qual provoca uma
intensa reacdo imunolégica e inflamafadutras espécies do mesmo género
também tém sido isoladas e sao frequentementeiadas@o desenvolvimento de
infeccbes, tais como &Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis Candidakruseie Candidaguilliermondi (em ordem decrescente de
virulénciaf>.

A infeccdo da cavidade bucal p@andida spp., denominada
candidose bucal, é considerada a infeccdo fungaia freqiiente entre humarnos
Alguns fatores locais, como reducéo do fluxo salitauma local, alteracdes de
pH e uso continuo de proteses removiveis, poderar emssociados ao
desenvolvimento dessa condicdo patolddicA utilizacdo de préteses dentais
removiveis tem sido associada a manifestacdo defomma de candidose que
afeta normalmente o palato de aproximadamente @&pakcientes portadores de
prétese®’, conhecida como estomatite protética. Atualmesthe-se que a
colocacédo de protese removivel na cavidade buoah@re um desequilibrio nos
processos homeostaticos 10¢4¥ o que leva a alteracdes quantitativa e
qualitativa da microbiota bucdl O uso continuo da prétese associado a uma
higienizacdo inadequada promovem condicdes favisrpaga a proliferacdo de
diversos microrganismos, principalmente espéciegéeroCandidd™®® Como

consequéncia, um biofilme microbiano é formado n@edicie interna da
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protesé®%% A colonizacdo e a subseqiiente formacdo de biefilen superficie
protética, que mantém contato com a mucosa doopatatdo relacionadas ao
desenvolvimento da estomatite protéfica

Clinicamente, a estomatite protética caractese@ela presenca de
multiplos pontos hiperémicos na regido palatina a®kproteses removiveis dos
pacientes, e, em casos mais avancados, também peetewbservadas areas
eritematosas difusas, ou ainda, hiperplasia papitapalato. Aléem da regido
palatina correspondente a area de suporte dassesotetais superiores, outras
regibes podem ser acometidas pela estomatite ipegtéhis como areas de
suporte de préteses parciais removiveis supermegriores*> Os sintomas da
estomatite causada por protese podem incluir améparido, dor, desconforto
generalizado na cavidade bucal, alteracdo no patatiesdes associadas, como a
queilite anguldt®* Além disso, a hiperplasia papilar do palato podasionar a
desadaptacdo da protese, tendo como consequéncéa diminuicdo da
capacidade mastigatoria do individuo e injuriasugaesa de suporte da proétese.

Algumas alteracdes sistémicas também sdo coadakerfatores
predisponentes ao desenvolvimento de infec¢coeggmicies d€andida Esses
fungos, embora comensais em individuos saudavedgenp transformam-se em
patogenos parasitas quando o sistema imunolOgith asmprometido e os
mecanismos de defesa diminuffosA candidose oral e a orofaringeana sao
doencas oportunistas de alta incidéncia em pasiahitdéticos, nos que fazem
uso de medicamentos imunossupressores apos tnatiesgka érgdos, antibioticos
de amplo espectro, terapias antineoplasicas e m®$gssuem imunossupressao
relacionada & sindrome da imunodeficiéncia adcquit&lDS)*>>. A candidose
oral é uma das infec¢Bes oportunistas mais com@radgervadas em pacientes
portadores da AIDS, e, quando ndo corretamente tratada e preveniutie p
contribuir consideravelmente para a mortalidadseepacient&s

No tratamento da candidose oral podem ser ulihzaterapia
antifingica tépica'®, medicacéo antifingica sistemit® e procedimentos de
higienizacéo e desinfeccdo das prote¥8 A escolha de um tratamento ou a

associacdo de mais de um deles deve ser definidarertie do grau de infeccéo
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decorrente da candidose, das condi¢cdes de saudeegbucal, da idade e do
género do pacierfte

Os medicamentos de uso tépico, como a nistatinareconazol,
sdo normalmente aplicados nos primeiros episodiamddidose de um paciente e
se mostram efetivos para aliviar os sinais e siatrlinicos da infecgcéo
associada &andidaspp*?°. No entanto, esses medicamentos mostram resultados
efémeros pois ndo eliminam completamente essemgérrismo¥***’ Essa
deficiéncia ocorre devido a diminuicdo da conce@oado agente topico nos
tecidos infectados associada aos efeitos diluefdesaliva e aos movimentos da
lingud. Como consequiéncia da reduzida ac&o do agenftéraito tdpico, a re-
colonizacdo do microrganismo € frequente apostan@nto, o que leva a uma
recidiva da infecc&8. A medicacdo sistémica é uma outra opcédo de teatama
qual é usualmente instituida em individuos com sgjetal comprometida e nos
episédios de infecces recorreftesNesses casos, medicamentos como
fluconazol, itraconazol e anfotericina B podem @w#izados. Esses agentes vém
sendo amplamente utilizados para o tratamento nidid@se oral, especialmente
em pacientes imunodeprimidos, porém tem sido kbaigue a utilizacdo de
antifingicos sistémicos, particularmente a anfoieai B, pode promover efeitos
hepatotéxicos e nefrototdxicts

Um outro aspecto importante a ser analisado napite com
antifngicos topicos ou sistémicos se refere asté&stia que as espécies de
Candidapodem apresentar a esses medicamentos. Os resuttatidos em um
estudo de Chandra et@ldemonstraram que cepas @ealbicanspresentes em
um modelo de biofilme apresentaram resisténcidifiiagicos topicos (nistatina,
clorexidina) e sistémicos (anfotericina B, flucooldzrequientemente utilizados
para o tratamento de estomatite protética. A @sish das espécies @andida
ante aos antifungicos vem se tornando um dos nsaipreblemas entre os
individuos que utilizam esses agentes, especiadmentfluconazol, para o
tratamento de infeccbes oportunidtag\pesar de &. albicansser considerada,
na maioria dos casos, susceptivel aos medicamaatiygo azol, a persisténcia ou

a recorréncia da candidose apés o tratamento cses egentes ndo é incomidm
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Isso provavelmente ocorre em consequUéncia da edsditta fungistatica das
drogas azéis, que ndo sao capazes de eliminamtitd o microrganismo. Além
disso, espécies como@ glabratae aC. kruseisdo intrinsicamente resistentes
aos medicamentos antifingicos e vém sendo freqiiente isoladas de
infecc6es®?®% Também tem sido relatado que as espéci€addidapossuem a
capacidade de desenvolver mecanismos de resist@acdrogas por meio de
mutacdes genéticas nas células fun§fc@¥essa forma, apés o uso prolongado de
agentes antifangicos, as células dos microrganisexp®stos tendem a sofrer
modificagbes que resultam em menor susceptibilidaake medicamentos. De
acordo com Sanguineti et *4. os principais mecanismos de resisténcia da
Candidaaos medicamentos do tipo azol incluem mutacdesétigas na enzima
alvo da célula fungica e a diminuicdo da captagiardifngico para o interior da
célula. Recentemente, Hunter ef%lerificaram que a utilizacdo do fluconazol
para o tratamento de pacientes com candidose causbesenvolvimento de
resisténcia d&. albicans Além disso, a exposicédo ao antifiUngico ocasiama
selecdo de espécies nd@lbicans resistentes ao tratamento, que persistiram nas
infecc6e®. Neste estudo, outras nove espécies fungicas foisotadas
clinicamente, sendo &. glabrata a mais freqiiente (14,6 ) De forma
semelhante, Cartledge et ‘altambém observaram maior prevaléncia @e
glabrataao avaliar pacientes com candidose oral do tipag@mmembranosa.

Diante das dificuldades impostas pelo surgimefdoresisténcia
microbiana, muitas pesquisas vém sendo conduzidascabdo terapias
alternativas para o tratamento de infec¢cdes cormandidose. Uma modalidade
terapéutica promissora para a inativacdo de mianisgios patogénicos é a
Terapia Fotodinamica (do ingléBhotodynamic Therappu PDT}3232446.66.67
Essa técnica foi originalmente desenvolvida pararatamento de lesdes
cancerosas e vem sendo aplicada com sucesso ndaaoeaologia, promovendo
danos irreversiveis nas células do tecido neopfdsidRecentemente, alguns
estudos tém demonstrado o potencial da PDT navagdio microbiana, incluindo
alguns tipos de virus, bactérias e furfgos
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O processo fotodindmico requer a utilizagdo de aomposto
quimico denominado fotossenssibilizador (FS), a&capfio de uma luz que seja
correspondente & banda de absorcdo do FS, e angaede oxigénid3'°?
Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada comR8nde absorcdo maxima de
luz especifica, num processo conhecido como fotsisiizacdo. Em seguida,
uma fonte de luz deve ser acionada para a ilumindgéecido sensibilizado. A
interacdo da luz de comprimento de onda adequadodeéS e o0 oxigénio resulta
em espécies reativas capazes de induzir a inativeedcélula¥. Tem sido
sugerido que esse mecanismo envolve a absorcautares fda fonte de luz pelo
FS, passando seus elétrons a um estado excitadoreNanca de um substrato,
como 0 oxigénio, o FS retorna ao seu estado natuaalsferindo a energia ao
substrato, o0 que promove a formacdo de espécidivasgacomo 0 0Xxigénio
singleté’. Essa espécie eletrénica de oxigénio é altamesdéiva para os
constituintes celulares e pode promover a oxidatéeersivel dos componentes
por meio de lise da membrana e inativacdo de paséi De acordo com Colussi
et al®, para que um composto quimico possa atuar com@&lESjeve possuir
algumas propriedades - tais como capacidade deokerel e estavel em solucéo
aquosa a pH fisiologico, permitindo sua circulag@ameio celular, ter habilidade
para o transporte passivo ou ativo dentro das aglyossuir facilidade para
absorver ou emitir fotons (alto rendimento quantiatdo ser toxico a niveis
terapéuticos - entre outras caracteristicas espggipara sua aplicabilidade no
campo da oncologia Alguns compostos quimicos corantes tém sido @vadi
quanto a suas capacidades fotossensibilizadorasnienorganismos, como as
fenotiazinas (azul de toluidina e azul de metilermy cianinas (indocianina
verde), os fitoterapicos (azuleno) e as ftalociasirOs compostos derivados da
hematoporfirina (do ingléshaematoporphyrin derivativeou HpD) sao FSs
amplamente utilizados para o tratamento de cancer EDT, e entre eles
destacam-se o Photoffino Photogeffi e o Photosdh Esses FSs consistem de
uma mistura de monémeros, dimeros e oligbmero® @rAluzidos, de acordo
com a tecnologia original de desfibrilacdo do sande animais e de humanos, a

partir da hematoporfirina IX existente na circulag@anguinea. Alguns estudos in
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vitro tém demonstrado que a utilizacdo tdpica dessenpostos pode ser efetiva
também na fotoinativacdo de bactérias e fuhtos

Algumas combinacfes de FSs e fontes de luz véwhosiestadas
para a inativacdo d€andida spp®’!/?#3036:5886 5 |aser |ight amplification
stimulated emissignde baixa poténcia vem sendo preferencialmenteeggado
para a ativacdo dos FSs pois destaca-se das diemigs de luz por apresentar
feixe de luz monocromatico, coerente e colimadolsovi e Mi&’ avaliaram a
efetividade da PDT na inativacdo de culturafdadidaspp. em placas de Petri.
O laser de arseneto de galio e aluminio (Ga-As, r66) foi associado aos FSs
azul de metileno e ftalocianina de dissulfato dem@hio, enquanto o laser de
hélio e nebnio (He-Ne, 632 nm) foi associado aamrdes azul de toluidina,
violeta cristal, éster de dihematoporfirina e ti@iA associacdo do laser He-Ne
com azul de toluidina foi o procedimento mais &fetna inativagdo deC.
albicanse de outras espécies @andid&’. No entanto, o laser de He-Ne possui
um custo muito elevado, e tem sido substituido pesers de diodo
semicondutores. Recentemente, foi observado que #&ps de laser, no
comprimento de onda vermelho, associado ao azolediéeno, apresentou efeito
fungicida sobre células d albicans C. krusej C. dubliniensis C. tropicalis®.

Embora a maioria dos estudos in vitro de PDTizetilaseres com
emissdo de luz no espectro vermelho (em torno 8en68, estudos clinicos tém
relatado o aparecimento de eritema, sangramentiem®a ap0s o tratamento de
lesbes superficiais, como neoplasmas cutaneos . &sses efeitos colaterais
sao atribuidos a penetracéo da luz vermelha ndaduologico, uma vez que o
comprimento de onda e a penetrabilidade da luzectdd sdo diretamente
proporcionai& Assim, a aplicacdo de uma luz de comprimentordta dnferior,
como, por exemplo, o azul (460 nm), poderia estatham indicada para o
tratamento de lesbes superficiais, como é o cascaddidose, pois a luz azul
penetra superficialmente no tecido onde a infeastia instalada. Para isso, 0
agente FS empregado deve absorver luz em compomdatonda mais curtos, o
gue parece ser uma importante vantagem dos conspadtoivados da

hematoporfirin&. Além disso, fontes de luz n&o-coerentes poderiimgir
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efeitos mais superficiais em relagao aos laseregaedo do maior espalhamento
da luz no tecido biolégiép o que reduz a quantidade de luz absorvida. A
inviabilizacdo de células deandidaspp. foi obtida em estudos que utilizaram o
Photofrir® associado & iluminacdo com luz halégena (luz eadampadas de
mercirid "% Entretanto, essas lampadas emitem calor, fatodedejavel na
aplicacdo da PDT, tendo em vista que a emissaoelgia térmica configura um
desperdicio energético e aquece o local irradiE@ndo a inativacdo térmica
dos microrganismos e efeitos colaterais no tecididdico.

Neste contexto, torna-se evidente que a difusad®dT como
método para o controle de infec¢gBes esta na depeiadéa realizacdo de estudos
que viabilizem a utilizacdo segura e eficaz deésmai¢a. O desenvolvimento de
fontes de luz capazes de otimizar os resultadogssilplitar a execucédo de
estudos in vitro, fundamentais para definicdo dérpatros de aplicacdo da PDT,
tem grande importancia para a aplicabilidade dess®do. O LED representa
uma nova possibilidade de aplicacdo de energianlosal, desenvolvido por meio
de recentes evolugdes tecnoldgicas. E uma catedmiiante de luz fria que emite
radiacdo numa faixa mais ampla do espectro, poi@m wn comprimento de
onda predominante, apresenta uma emissao de loatéspa, ndo coerente e com
certo espalhamento. Além disso, possui um custoomentecnologia mais
simples comparada com a dos aparelhos’lafseo este que tornaria a PDT uma
pratica clinicamente mais acessivel. Ja foi demadstque a utilizacdo tanto do
laser de He-Ne quanto do LED, associados ao azuloldédina obtiveram
efetividades semelhantes na inativacdo de biofildestreptococus mutaffs No
entanto, ndo foram realizados estudos que tenhstadtea efetividade da PDT
associado ao LED na inativacdo de espéci€3aelida

Embora estudos tenham avaliado a susceptibilidid€andida
spp. a PDT, a efetividade dessa terapia assocadZ&BR de comprimento de
onda azul ndo é conhecida. Além disso, € importsalientar que a utilizacao
dessa terapia para o tratamento da candidose poc&ria representar uma
melhoria na qualidade de vida dos pacientes paeadiesta infeccdo, ja que 0s

tratamentos disponiveis atualmente nem semprefie@aes. A aplicacdo da PDT
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pode apresentar importantes vantagens em relagé@anéfingicos tendo em vista
a possibilidade da obtencao de efeito fungicidaesab células de fungicas, sem o
desenvolvimento de resisténcia por parte do miarosgno. Dessa forma, este
estudo avaliou a efetividade da associacdo de uentagderivado da
hematoporfirina e do LED na inativacéo de cepasduae resistentes a fluconazol
deC. albicans e de C. glabrata



2 QRevisio du literatura

Com objetivos didaticos, a revisdo da literatal@ordara dois
aspectos separadamente: o primeiro fara refer@odarabalhos relacionados a
candidose oral e resisténcia antifungica a drogaggundo enfocara os estudos

relacionados com a PDT.

2./ %&MMM& oral

O efeito da administracdo de fluconazol em paegencom
estomatite protética foi avaliado por Budtz-Jorgenst af’, em 1988. Pacientes
portadores desta infeccdo foram submetidos a cdetamostras do palato e da
superficie da prétese, para a verificacdo da pgeseme fungos. Foram
selecionados 38 pacientes, que apresentavam dads siiidcos de estomatite
protética e que possuiam, predominantement, albicansna cavidade bucal.
Metade desses individuos recebeu a administrac@® dag de fluconazol por
dia, durante 14 dias, via oral. Os demais, recebapenas capsulas placebo.
Foram realizadas avalia¢des clinicas e micologodss, imediatamente apos, 2 e
4 semanas apo6s o término do tratamento. Além digsostras de sangue e urina
foram obtidas para a verificagdo de possiveisafaiblaterais do tratamento. Os
resultados demonstraram uma reducédo significanteritema apds o término do
tratamento com fluconazol, mas apds 2 e 4 semanaflamacao mostrou uma
remissao parcial. Em alguns casos, a infeccaoefestabelecida apds o periodo
de 2 semanas. Foram observadas alteracdes nanflorabiana dos pacientes
tratados com o antifungico, tanto quantitativasncqualitativas. Na maioria dos
casos, a cepa identificada inicialmente foi elirdmae substituida por outros
fungos patogénicos. Nesses pacientes, foram eadastrcepas diferentes da
espécie originalmente identificada ou outras esgépatogénicas. As analise de
urina e sangue, ndo revelaram efeitos toxicos daréstracdo do fluconazol. Os

individuos tratados com o placebo, ndo mostraranihurea alteracédo na flora
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bucal e nas condi¢bes clinicas. Foi concluido quéliaacdo do fluconazol foi
efetiva para a remissédo dos sinais da estomatitétjpa, no entanto, os indices de
recidivas encontrados demonstram resultados tema®ra

Hunter et af®, em 1998, realizaram um estudo para avaliar a
presenca de resisténcia a fluconazol @nalbicansisoladas de pacientes HIV-
positivos. Para isso, foram coletadas amostrasldea sle 89 pacientes, sendo que
desses, 48 haviam sido tratados previamente caronfizol e 41 nunca haviam
sido expostos a este medicamento. Aliquotas dassastras foram submetidas a
testes para a identificacdo microbiologica das @spaleCandidg por meio do
teste de Pagano Levin e producao de tubos gernosatPara a avaliagdo da
susceptibilidade ao fluconazol dos isolados climideC. albicans foi realizado o
teste de difusdo em disco (DDA). Os resultados deitmaram que &€. albicans
foi isolada de 69% dos pacientes que ja havianbidoe fluconazol, e de 93%
dos pacientes que ndo haviam recebido este tratanfém disso, nove outras
espécies foram isoladas, com@ aglabratg C. tropicalise C. krusej sendo que
essas espécies foram isoladas com maior frequé@osigacientes expostos ao
fluconazol. Dessas, &. glabrata foi a mais encontrada. Cinco pacientes,
previamente expostos ao fluconazol, possuf@malbicans resistente a esse
medicamento, sendo que a presenca de resisténeige eglacionada a baixas
contagens de linfécitos CD4. Os autores concluitpra longos periodos de
tratamento com fluconazol podem causar modificagdasflora fungica da
cavidade bucal dos pacientes, levando a uma seliecé@spécies ndabicansque
persistem nas infecgbes. Algumas dessas espédiesnpapresentar resisténcia
intrinseca a antifungicos. Além disso, concluiram @ exposi¢do ao fluconazol
pode promover o desenvolvimento de resisténcia aggms deC. albicans
expostas a esse medicamento.

Radford et al’, em 1998, compararam a capacidade de aderéncia
daC. albicans(com e sem transformacdes fenotipicas) as sujgsrfie corpos de
prova confeccionados com resina acrilica termopmimavel e dois materiais
reembasadores. Metade de cada uma das hemifacesogus de prova foi

polimerizada em contato com uma lamina de vidrcde recebeu acabamento
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(superficie lisa - controle) e a outra metade faobmsetida a acabamento
(superficie rugosa). O acabamento da resina de fbasealizado com fresa de
aco, e o dos materiais reembasadores com lixaarbeto de silicio. As colonias
com e se transformacéo fenotipica foram obtidaartr gle cepas padrao @
albicans incubadas por 18 a 20 horas em caldo nutriente.sEguida, uma
suspensdo celular (1®rg/mL) foi incubada durante uma hora em placas de
orificios. Apds a remocdo das placas, os corpogprdea foram enxaguados,
secos, montados em laminas de vidro e coradosev&lliras e hifas aderidas
foram contadas microscopicamente pela técnica destaan estratificada. Os
resultados para a aderéncia de leveduras demamstre ndo houve diferenca
estatisticamente significante na aderéncia dostigas deC. albicans(com ou se
transformacao fenotipica). Foi observada menoréade desses microrganismos
a resina acrilica do que aos materiais reembasa@oacaderéncia as superficies
lisas foi menor do que as superficies rugosas.eéémtia a resina acrilica de base
foi menor do que aos materiais reembasadores. @nmoude leveduras aderidas
aos materiais foi superior ao numero de hifas, desido a contagem dessas
tltimas realizada em maior aumento do microscdpara as hifas, foi observada
maior aderéncia d€. albicanscom transformacao fenotipica, mas ndo houve
diferenca significativa de aderéncia entre os nmeaserOs autores concluiram que
a rugosidade de superficie promoveu a adesdo e agusapacidade de
transformacéo fenotipica dos microrganismos ndlmentiou na aderéncia das
leveduras, mas sim , na aderéncia de hifas.

Em uma revisdo de literatura, White ef‘aem 1998, descreveram
os fatores clinicos, moleculares e celulares qu#emoestar relacionados ao
desenvolvimento de resisténcia antifangica. Nodestalois tipos de resisténcia
foram definidos: a primaria (intrinseca a algumsséeies, como €. glabratae
C. kruse), e a secundaria (desenvolvida apds a exposigiongada a algum tipo
de medicamento). De acordo com o0s autores, os Isews de resisténcia
demonstrados na literatura variam conforme a med@avaliada. Os agentes
azois, por exemplo, atuam na inibicdo da biossntesergosterol, promovendo

alteracbes na funcédo apropriada de enzimas e egriobde da membrana
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citoplasmatica. Dessa forma, microrganismos redisée normalmente
apresentam mutacdes genéticas nas enzimas alvedioamento (envolvidas na
formacdo do ergosterol) e mecanismos para dimewoncentracdo celular da
droga. De um modo geral, a natureza fungistaticenddicamento, a dosimetria
de aplicacdo (freqiiéncia e quantidade de efeitouativo), a farmacocinética
(absorcéo, distribuicdo e metabolismo) e as inbfE®c¢medicamentosas sao
parametros relativos as drogas que podem influeri@esenvolvimento de
resisténcia antifangica. Além disso, fatores is@tos aos individuos também
podem interferir na resposta a medicagdo, comdaml@smunoldgico, o local e
severidade da infeccdo e a presenca de fatorevaatga (proteses dentais,
catéteres, valvulas cardiacas). Os autores frisammimportancia do
desenvolvimento de estratégias que identifiquenfodea segura a presenca de
microrganismos resistentes nas infec¢des, paraegapias apropriadas possam
ser aplicadas. Além disso, foi concluido que a dyser tratamentos que nao
promovam o desenvolvimento de resisténcia é deafuedtal importancia, tendo
em vista que os medicamentos disponiveis atualmeatecem continuar
promovendo novos mecanismos de resisténcia.

A presenca de espécies rabicans na candidose bucal em
pacientes HIV-positivos, foi avaliada por Cartledefeal’®, em 1999. Para a
realizacdo da pesquisa, foram selecionados pasieRt®/-positivos com
candidose oral pseudomenbranosa. Amostras de salisaletas por meio de
swabs foram submetidas a testes de identificacdo miotdpica e
susceptibilidade a antifangicos. ApG0s isso, osqudes receberam um tratamento
com antifungico durante 7 dias, sendo que um gfoipimatado com ketaconazol,
outro com itraconazol e outro com fluconazol. Pdgsaste periodo, a resposta
aos tratamentos foi classificada como sucesso gs@midos sinais de candidose)
ou insucesso (persisténcia da infeccdo), e essdtaws foi relacionado a
susceptibilidade in vitro das espécies isoladasiti®eos 921 isolados clinicos
identificados, 95 (10%) foram de espécies aliicans sendo que €. glabrata
foi a mais frequente. Desses, 85 isolados alBimans demonstraram resisténcia

in vitro ao fluconazol. Além disso, 32% do total idelados, foram identificados
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com C. albicansresistente a fluconazol. De uma forma geral, gea@ss nao-
albicans demonstraram baixos valores de susceptibilidade, viiro, aos
antifungicos testados. Nas infec¢cdes causadas sermpenuma dessas espécies,
os indices de falhas foram elevados, e os autoresuiram que os resultados dos
testes in vitro prognosticaram as respostas cinéceontradas. J& nas infec¢oes
mistas, os indices de sucesso nao estiveram seelpceonados aos resultados de
susceptibilidade in vitro, tendo em vista que derdntes espécies apresentaram
valores de susceptibilidade discordantes.

Banting, HilP, em 2001, avaliaram in vivo a desinfeccdo de
proteses totais por imersdo em clorexidina ou iegih em microondas como
meétodos adjuntos no tratamento de estomatite atdirinta e quatro pacientes
portadores de proteses totais superiores com asgfregositivos para pseudohifas
de C. albicansforam selecionados para um dos seguintes tratasiantadiacao
da protese em microondas ou imersdo da préteselegis clorexidina a 0,2%
(controle). Todos os pacientes receberam medicagiftingica topica (Nistatina
300000 IU 3 vezes ao dia) por 14 dias. As proteskecionadas para o tratamento
com as microondas foram escovadas com sabdo alittesée agua e entdo
irradiadas por um minuto a 850 W em trés dias elfezs (1°, 5° e 10° dia). Para o
grupo controle, as proteses foram imersas na swldeaclorexidina durante a
noite por 14 dias, com renovacao da solucédo aZdiks. Essas proteses também
foram escovadas em 3 dias diferentes (1°, 5° @liH3), estabelecendo parametro
para comparacao entre os grupos. Os resultadosndgaram que, apos 14 dias,
53% das proteses irradiadas por microondas apezaentpseudohifas d€.
albicanse que essa porcentagem aumentou para 84% pardt@ses imersas em
clorexidina. Por outro lado, ap0s esse mesmo periasl esfregacos citologicos
referentes a mucosa palatina dos pacientes cujesps foram irradiadas
apresentaram 1/4 do risco de infeccdo dos teciddatimos em relacdo aos
pacientes que tiveram suas protese imersas enxidio@® Trés meses apos o
tratamento, o grupo controle foi considerado 5 semais susceptivel a apresentar
pseudohifas de&. albicansquando em comparagcdo com 0 grupo que recebeu

tratamento com as microondas. Os autores concluffaen a exposicdo das
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proteses as microondas foi efetiva para uma adeqdesinfeccdo nas proteses
sem ocasionar efeitos deletérios aparentes nasguages das mesmas.

Em um trabalho de revisdo de literatura, Calderdfonzt®, em
2001, descreveram os fatores de virulénciaCdalbicans De acordo com o0s
autores, a candidose é uma infeccdo comum da qaelglade bucal e esodfago,
trato gastrointestinal, vagina e sistema vascutathemanos. Embora a maioria
das infeccdes ocorra em pacientes imunocompronsetido debilitados, &C.
albicans expressa diversos fatores de viruléncia que dm@m apara a
patogénese. Esses fatores incluem a presencarmdelégulas de reconhecimento
do hospedeiro (adesinas) e a producdo de fosfebBpas proteases aspartil
secretadas. Os autores descreveram os event@ssiai patogenia da candidose,
que se inicia pelo reconhecimento do hospedeirtigagdo do microrganismo a
proteinas ou competidores do microrganismo podeuttdir a sua identificagdo
por parte do hospedeiro. Além disso, embora sejadifundida a idéia de que a
invasao tecidual seja facilitada pela transformai@microrganismo para a forma
de hifas, de acordo com os autores, outros mecasisl@ penetracao tecidual
podem ocorrer. Os autores descreveram a invas#aécas leveduras por um
processo denominado “persoption”, e, também, pao e fagocitode por parte
das células humanas da regido da faringe e doges&dém disso, alteracdes
fenotipicas sdo acompanhadas de alteracbes nass&prantigénica, morfologia
de colbnia e afinidade aos tecidosQlalbicanse outras espécies @andida As
alteracdes podem proporcionar as células, flegidnle, favorecendo a sua
adaptacéo as condi¢Ges do proprio hospedeiro @donento imposto por algum
tipo de terapia.

Chandra et df, em 2001, verificaram a formac&o de biofimes de
C. albicans e de Saccharomyces cerevisasobre corpos de prova de
metilmetacrilato e de silicone. Para isso, foraitizatlas cepas padréo e isoladas
da cavidade bucal de pacientes, as quais foramlam®s nesses corpos de prova.
Foram utilizadas técnicas para verificagdo do nonder células pela reducéo de
tetrazolium e pelo peso seco dos materiais. Aléaadifoi avaliada a atividade

metabolica, por meio de corantes fluorescentesceostopia confocal a laser. Os
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autores também avaliaram a susceptibilidade dosorganismos a diferentes
concentracdes (0,5 a 256 mg/mL) de fluconazol, tanfona B, nistatina e
clorexidina. Os autores observaram que as leveddasgdas sao transformadas
em comunidades celulares bem definidas, inseridas wma matriz de
polissacarideos. Os biofilmes constituiram um nidbgrotecdo contra a terapia
com antifungicos, podendo criar uma fonte paracgdes refratarias. Além disso,
a observacdo de biofilmes por microscopia de feo#ecia e confocal de
varredura a laser demonstrou que os biofilmesCdealbicansséo altamente
heterogéneos, sendo compostos de elementos cslalaéo celulares. Em ambos
os modelos, a resisténcia antifungica das célulasneatou com o
desenvolvimento do biofilme. O biofilme formado s®lp silicone apresentou
camadas internas formadas por densos aglomeraddeveéuras, das quais
partiram prolongamentos miceliais (hifas) que assaram um revestimento
externo de polissacarideos. Com a remoc¢do mecdoidaofiime, por meio de
enxaguie ou raspagem, ainda permaneceram as célasass leveduriformes
aderidas ao material de susbtrato. Ao contrari@€dalbicans S. cerevisagao
apresentou capacidade de formar biofilme madurbpesntambém tenha aderido
as superficies protéticas. Os resultados obtidlos @eitores permitiram, segundo
eles, a identificacdo de bases para investigagd&esneécanismos moleculares da
biologia de biofiimes deC. albicans envolvidos na resisténcia antifungica e
forneceram meios para o desenvolvimento de novapiss para infeccdes
provocadas por biofilmes.

Em 2001, Chandra et @ desenvolveram um modelo reproduzivel
de biofiime deC. albicansem prétese para determinar a susceptibilidade de
isolados do microrganismo a quatro agentes aniddegnistatina, anfotericina,
fluconazol, clorexidina). Inicialmente foi obtidana suspensao celular de dois
isolados deC. albicans sendo um de paciente com estomatite protética elau
paciente HIV-positivo com candidose orofaringeaaRaformacéo do biofilme,
uma aliquota da suspensao celular foi aplicadasnpsrficies de um corpo-de-
prova de resina acrilica. A susceptibilidadeCdalbicanspresente no biofilme foi

comparada a de células planctonicas desse micisngan Houve 50% de
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reducdo da atividade metabdlica do biofilme quandoantifingicos nistatina,
anfotericina, clorexidina e fluconazol foram aptloa nas concentragbes de 8
pg/mL, 16 pg/mL, 128 pg/mL e superior a 64ug/mL, respectivamente.
Entretanto, as células plancténicas de C. albiéamasn susceptiveis aos agentes
antifngicos, com 50% de reduc¢édo da atividade ndéitabpara as concentragcdes
de 0,25ug/mL, 1 pg/mL, 4 ug/mL e 0,5ug/mL dos antifingicos nistatina,
anfotericina B, clorexidina e fluconazol, respeathente. Os autores concluiram
que, comparadas as ceélulas plancténicas, as célel@s albicansassociadas ao
modelo de biofilme em prétese apresentaram resistéos antifGngicos mais
freqlientemente utilizados para o tratamento daredit® protética.

A hidrofobicidade e aderéncia ao acrilico de 38lados de
Candida glabratae 14 de Candida albicansforam avaliadas por Luo,
SamaranayK8 em 2002. Além disso, os autores tentaram confiarerrelacdo
entre hidrofobicidade e aderéncia par@.aglabrata Corpos-de-prova de resina
acrilica auto-polimerizavel, com dimensfes de 5mrb, foram confeccionados,
submersos em 0,4 mL de uma suspensdo GergifL das cepas avaliadas e
incubados por 1 hora a 37°C, com leve agitacdo5depm. ApGs o periodo de
incubacgédo, os corpos-de-prova foram lavados em dgstilada, secos, corados e
avaliados automaticamente em um sistema de anédisemagens e em
microscopio optico. Para avaliar a hidrofobicidattes microorganismos, uma
aliquota de 5 mL da suspenséo previamente obtata, gada cepa avaliada, foi
transferida para 2 tubos, representando os grupoBote e experimental. A
hidrofobicidade foi avaliada através da diminuici@odensidade éptica dos tubos
experimentais, quando comparados aos tubos conffelstes para avaliar a
influéncia de diferentes temperaturas (37°C e 25A@) hidrofobicidade e
aderéncia de 6 isolados @e glabratatambém foram realizados. Os resultados do
estudo demonstraram queCa glabratatem 247% maior afinidade ao acrilico
quando comparada @. albicans Os autores justificaram esses resultados por
meio de duas observacoOes realizadas durante agi@ldas fotomicrografias: as
cepas d€. glabratasdo de proporgdes bem reduzidas e o fendmeno-adesdo

(adesao de cepas a outras cepas ja aderidas)weonrenaior intensidade nesta
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espécie. Foi observado também que os microorganrislaespéci€. glabrata
apresentam hidrofobicidade significantemente saopexos daC. albicanse os
autores encontraram uma correlacdo positiva enti@fbbicidade e aderéncia,
para ambas as espécies. Com relacao as diferenipsraturas avaliadas, 4 dos 6
isolados avaliados tiveram sua capacidade de adearémidrofobicidade afetadas
pela diminuicdo da temperatura de incubacéo. Ogremitconcluiram que os
resultados deste estudo oferecem informacdes gtifcam a maior prevaléncia
das duas espécies avaliadas em infec¢des opoatainist

No estudo de Goldman et?il.em 2004, foram avaliados os
mecanismos de resisténcia a fluconazol presentescepas deC. albicans
isoladas de pacientes HIV-positivos. Os isoladosars utilizados foram obtidos
de pacientes de nove hospitais, que apresentavadidoae oral ou orofaringena,
e que receberam fluconazol durante 6 a 12 mese20A=pas isoladas foram
identificadas e submetidas a testes de suscegtibdi aos antifingicos
fluconazol, itraconazol, ketoconazol e anfoteridhidEm seguida, foi realizada a
identificacdo genética das possiveis mutacdes idesrnas ceélulas fungicas das
cepas resistentes, por meio dos testes de seqgumemt@do gene ERG11, analises
por PCR e isolamento do DNA e RNA. Os resultadesatestraram a ocorréncia
de varios mecanismos de resisténcia nos isoladioécad avaliados. Tais
alteracfes incluiram a presenca de mutacfes e-sxpesssdo do gerteRG1]
responsavel pela producdo da enzimao-l4sterol dimetilase, precursora do
ergosterol presente na membrana citoplasmaticaédalss fungicas. Além disso,
outras quatro mutacdes previamente descritas fadamtificadas neste estudo
(Y132F, K143R, E2662 V437), e 14 novas mutacdes foram apresentadas.
Algumas cepas mostraram a ocorréncia de mais denwnecdo. Foi observado
também o desenvolvimento de mecanismos de expdadialrogas do interior
celular. Segundo os autores foi demonstrado queersanismos de resisténcia
antifingica previamente descritos na Europa e Asaédo Norte, estiveram
presentes nas cepas isoladas. No entanto, alguiesac@es também foram
encontradas em cepas susceptiveis aos antifUngicgsortanto, existe a
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necessidade de estudos complementares que esclaceelacdo entre as
alterac6es genéticas e o desenvolvimento de nesisté

Algumas diferencas e similaridades entr€.aglabratae aC.
albicansforam descritas por Kaur et*).em 2005. De acordo com os autores, a
C. glabrataé a segunda espécie @andidamais prevalente nos seres humanos,
sendo responsavel por cerca de 15% dos casos etgdeE. Assim como @.
albicans este fungo vive normalmente em relacédo de corfismsn podendo ser
isolado de mucosas em individuos saudaveis. Ambasspécies possuem um
elevado numero de adesinas, que parecem ser réagpangelas estratégias de
adaptacao desses fungos ao modo oportunista devad@rcia. No entanto, as
duas espécies sao distintas filogeneticamente.mddglcaracteristicas importantes
relativas a viruléncia d&. albicans como a morfodiferenciacdo em hifas e a
secrecdo de proteinases, parecem ndo possuir neparatelo nos fatores de
viruléncia daC. glabrata Além disso, aC. glabrata apresenta uma resisténcia
intrinseca a antifungicos do tipo azol. Este fam tsido proposto como uma
provavel explicacéo da alta prevaléncia dessa Espétpopulacdes que utilizam
o fluconazol com frequiéncia, para o tratamentoasaiciose.

Perezous et &f, em 2005, realizaram extensa reviso de literatura
a respeito da colonizacdo de diferentes espécieCatalida em pacientes
portadores de proteses dentarias, dando énfaskecgédn pelo virus HIV. De
acordo com 0s autores, a ocorréncia concomitantawni@isose oral em pacientes
infectados pelo virus HIV, especialmente os poresiale proteses dentarias,
sugere uma correlacdo entre a infeccdo por HI\Weatinio nos mecanismos de
defesa oral. Os autores destacam também que agaede biofilme na superficie
das proteses dentarias oferece uma reserva peot@ims microorganismos
presentes, dentre os quais, um grande namero elemliés espécies @andida
favorecendo o aparecimento de infec¢des recorrefteda, os autores relatam o
aumento da resisténcia dos microrganismos aosiagitios sistémicos utilizados
no tratamento da candidose oral, especialmente amerges imunossuprimidos
que fazem tratamento profilatico contra infec¢dexicas. Os autores concluem

gue mais atencdo deve ser direcionada ao relacertanentre os materiais das
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bases de proéteses e seus efeitos no crescimentorgzacdo dos fungos, pois é
um fator de risco para pacientes imunocompromegdagpresenca de saude oral
€ um componente essencial na batalha contra a AIDS.

Andes et af, em 2006, avaliaram o impacto do regime
medicamentoso de fluconazol no desenvolvimentoedisténcia antifingica, in
vivo. Para isso, foi utilizado um modelo animal adadidose sistémica, no qual
ratos foram contaminados com cepas @e albicans Foram avaliados 18
condicbes de administracdo do fluconazol, por ndeiovariagcdo de seis doses e
trés intervalos de aplicacdo do medicamento. Apdedacédo de infeccédo e
tratamento dos animais, foram realizados testes galeterminacéo da presenca
de resisténcia antifungica. As respostas aos difeseaegimes de aplicacdo foram
avaliadas ap6s 24 e 72 horas do término do tratameDs resultados
demonstraram que o surgimento de resisténcia feorégido nos regimes
medicamentosos com grandes intervalos de aplicdgaalroga. Uma maior
freqiéncia de administracdo do fluconazol suprimesenvolvimento de cepas
resistentes. Foi observado que grandes intervaosxgosicdo a droga podem
permitir a ocorréncia de concentragfes sistémintexidores ao valor minimo
necessario para a inibicdo do fungo. Este fatoagona caracteristica fungistatica
do fluconazol, poderia estar relacionado ao dedeinvento de resisténcia
antifingica. Segundo os autores, a associacao entegime de aplicacdo e o
desenvolvimento de resisténcia ndo é valida pazatag fungicidas, e portanto o
comportamento demonstrado no estudo foi devidacipalmente ao mecanismo

de inibicdo provocado pelas drogas do tipo azol.

2.2 DPOPYT

Bertoloni et af, em 1989, avaliaram a influéncia de diversos
parametros na foto-inativacdo @e albicanssensibilizadas por um derivado de
hematoporfirina. O microrganismo foi cultivado dg@oamente a 37°C em meios
de Sabourarud Broth e Brain Heart Infusion, os gjt@iam modificados ou néo, a

fim de se verificar a influéncia da composi¢cdo daama fotoinativacdo celular.
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pés a obtencdo de suspensdes celulares em solalpd@, sis amostras foram
incubadas no escuro com porfirina nas concentradg@®@s1 a 1000 mg/L por 6 ou
30 minutos. Para irradiacao, foram utilizadas quémpadas de tungsténio de
250 W, numa fluéncia de 6 mW/éme a suspensdo celular foi mantida em
diversas temperaturas, que variaram entre 2 e 4R2ACseguida, as amostras
foram analisadas em microscopia de luz e eletroAidmacéo entre a porfirina e
a célula foi estimada, e também foram avaliadaast@sdades enzimaticas de
ATPase e citocromo-oxidase, as quais indicam as propriedades funisicte
membrana citoplasmatica e da mitocondria celulaspectivamente. Foi
observado que a reducédo da viabilidade celulardépendente do tempo de
iluminacdo, e que apenas concentracdes acima deg/llL de porfirina foram
efetivas para foto-inativacdo celular. Uma redusi@mificativa da atividade da
enzima citocroma-oxidase foi verificada apds 5 minutos de irradia@hquanto
que a atividade da ATPase apresentou reducdo apdsulo de irradiagdo e néo
foi afetada por tempos mais prolongados. Tambénvédaficado que, quando
temperaturas maiores de irradiacdo foram utilizagl@&sativacéo celular foi maior
e a fluorescéncia das células foi menor, indicandbilidade da porfirina ligada a
célula. A sobrevivéncia das amostras cultivadasabouraud foi maior do que a
sobrevivéncia das amostras cultivadas em BraintHigaision. Adicionalmente, a
modificacdo dos meios ndo alterou a capacidadecdhdas em se ligar a
porfirina. A adicdo de glicose e a auséncia de sai®sfato aumentaram a
sobrevivéncia do microrganismo no meio de cultemquanto que a variagéo de
pH ndo alterou a viabilidade celular. Quando susfpes sensibilizadas pela
porfirina foram lavadas trés vezes, foram necessamaiores tempos de
irradiacdo para diminuir a viabilidade do microngamo, que apresentou maior
permeabilidade celular. A microscopia eletrbnicandestrou que as amostras
irradiadas por 10 minutos apresentaram células albenacées morfologicas, e
que as células irradiadas por tempos maiores aypeeaen rompimento da
membrana citoplasmatica e organelas. Também fdicaeto que, quando tempos
de 10 e 30 minutos foram utilizados para irradiagd@® amostras, a fluorescéncia

do DNA diminuiu, indicando dano a membrana nucl€s.autores concluiram
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que a fotossensibilizacdo @& albicanspela porfirina causa um dano inicial na
membrana citoplasmatica, o qual permite a peneirad@is moléculas do

fotossensibilizador para dentro do citoplasma, fadamdo componentes vitais

para célula.

Os pesquisadores Dobson, WilKbem 1992, estudaram a acédo do
laser He-Ne (7.3 mW/632.8 nm/1.3 mm) associador@v&Ss sobre biofilmes
de Streptococcus Sanguinis Porphyromonas gingivalis Fusobacterium
nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitansOs biofilmes foram
cultivados em placas de Petri contendo meios deireukespecificos, e varias
substancias corantes foram adicionadas a essdskmfcom o intuito de avaliar
a capacidade fotossensibilizadora de cada uma, delgsido da iluminacdo com
a luz de laser. A analise dos resultados foi raddzpor meio do aparecimento de
zonas de inibicdo de crescimento. Para o microsgamiS Sanguis foram
utilizados os FSs violeta cristal, azul de metileapul de orto-toluidina e azul
metalico todos nas concentracdes de 0,01% e 0,18quaeto para o
fotossensibilizante ftalocianina, a concentrac@izatia foi de 0,005%. Todos os
biofilmes foram irradiados durante 10 ou 60 segsnttom a luz do laser de He-
Ne. Outro tipo de experimento foi realizado paragositro microrganismos
utilizando a concentracdo de 0.005% dos seguintesdensibilizantes: azul de
toluidina, hematoporfirina HCI, azul de metilentalécianina e hematoporfirina
éster, porém durante 10 ou 30 segundos de expaoaitdo do laser de He-Ne.
Pela analise dos resultados foi verificada a redlmgdnimero de microrganismos
para as quatro espécies apés a utilizacdo de a&zwrtd-toluidina e azul de
metileno, ambos na concentracdo de 0,005% submeadidoadiacdo durante 30
segundos (16,5 J/@n Os demais FSs foram efetivos apenas para alguns
microrganismos. Devido a estes resultados, os esitengerem que uma foto-
inativacdo pode ser efetiva para a eliminacdo dé&bas periodontopatogénicas
da placa dental.

A susceptibilidade de bactérias cariogénicas & RID verificada

por Burns et al’>, em 1993. Para isso, foram realizados dois exjetios

distintos, nos quais um aparelho de laser héliotioe@He-Ne) foi associado ao
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FS azul de toluidina. Inicialmente, as bactéri&reptococcus mutans
Streptococcus sobrinusLactobacillus caseie Actinomyces viscosugoram
individualmente inoculadas em caldo Tryptic Soyneubadas por 16 horas a
37°C. Em seguida, o FS foi adicionado a estas sa8ps celulares, obtendo-se as
concentracdes finais de 100, 50 e 25 mg/L. Apogriodo de incubagédo de 15
minutos, uma aliquota de 1 mL da cada suspensadarcédi transferida para
placas de Petri contendo o meio de cultura Tryptig Agar, e diferentes areas de
cada placa foram expostas a luz do laser durarteng®os de 15 a 300 segundos.
As amostras foram incubadas por 24 horas a 37°€ gpanadlise de zonas de
inibicdo de crescimento microbiolégico. O segurekid foi realizado por meio da
transferéncia de 10@L de cada suspensdo celular de microrganismo para
orificios de uma placa de microtitulacdo, juntareezdm o mesmo volume do FS
em varias concentragcdes, e em seguida a placxpost ao laser. O controle
constituiu-se de amostras adicionais que nao fargpostas ao laser, amostras
qgue receberam apenas meio de cultura e foram epastiz, e amostras que nao
receberam nem FS nem luz. Os resultados obtidosdos experimentos
demonstraram que a inativagdo dos microrganismasreac de forma dose-
concentracdo dependente. No primeiro, foram obdasvaonas de inibicdo nas
placas de5. mutansS. sobrinuse A. viscosusapos 15 segundos de exposicdo ao
laser e d_. caseiap0Os 45 segundos, quando o azul de toluidinatif@ado a 100
mg/L. A utilizagdo de concentracbes menores dod€®ssitou de maiores tempos
de iluminacdo para que fosse conseguida a inatvalg® quatro bactérias
testadas. Da mesma forma, os resultados do segxpéoimento demonstraram
significativa reduc&o nos valores de ufc/mL de sods microrganismos testados
apos a exposicéo por 60 segundos ao laser (38y6) Jiuando o FS foi utilizado
na concentracdo de 50mg/L. Entretanto, esta carg@iot do agente mostrou-se
toxica as ceélulas microbianas 8o mutans S. sobrinuspa auséncia de luz. A
exposicdo ao laser sem a presenca do FS ndo adaaificantemente a
viabilidade de das bactérias testadas. Com ostadssl obtidos, os autores
concluiram que a PDT pode ser empregada na odgi#plopara a

descontaminacédo de dentina cariada previamenttaaracao.
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Wilson, Mig®’, em 1993, avaliaram a inativacéo @andidaspp.
apos aplicacdo da PDT. Foram utilizados os FSsecfalina dissulfonato de
aluminio (FDA) e azul de metileno (MB) associadodaser de arseneto de galio
e aluminio (Ga-As, 660 nm), cuja poténcia é de 11m#nbéem, foram testados
os FSs violeta cristal, azul de toluidina (TB), efitatoporfirina-ester (HpDE) e
tionina em associacdo ao laser de hélio e nebreeNg| 632,8 nm), de poténcia
de 7,3 mW. Inicialmente o microrganismo avaliadbouima cepa padrédo de.
albicans Aliquotas de 50 pL da suspensao diluida 1:10@nioransferidas para
uma placa de 96 orificios. Uma aliquota de mesmonwe de um dos FSs foi
entdo adicionada a cada orificio, obtendo-se cdraggies finais de 100, 500, ou
1000 mg/L. ApoOs 5 minutos de incubacéo a tempeaxabiente, os orificios em
duplicatas foram expostos a luz de laser durant® d€gundos. Amostras
adicionais somente receberam o FS ou foram exp@sthg. Para todas as
amostras, 50 pL das diluicdes seriadas foram pétpseem duplicatas em Agar
Sabouraud Dextrose. Apos 3 dias a 37°C, as col@oiam contadas. Apés esta
etapa inicial, o FSs mais efetivo foi entdo sele@ito na concentracdo de 100
mg/L para avaliar a inativagdo de suspensodes neaisad (1:10) de cepas Ge
albicans C. steallatoideaC. tropicalise C. kefyr Os dados foram analisados pelo
teste-t de Student. Foi verificada que a exposighble-Ne reduziu os valores de
ufc/mL das amostras sensibilizadas por TB, tiomnaoleta cristal a 100 e 500
mg/L, sendo que a maior reducédo foi obtida com caTB)O mg/L. A irradiagéo
com o laser Ga-As promoveu reducgdo significativa dalores de ufc/mL das
amostras sensibilizadas por MB e FDA a 100 e 10§\ PDT néo foi efetiva
na inativacdo d€. albicansquando o HpDE foi utilizado. Os agentes TB , MB e
FDA se mostraram toxicos as células@lealbicans na auséncia de luz. Aléem
disso, o TB a 100 mg/L associado ao laser He-Nebéamfoi efetivo na
inativacdo das demais espécieCamdida no entanto essas se mostraram menos
susceptiveis a terapia em relacdo. albicans Os autores concluiram que a PDT
foi efetiva na inativacdo d€andidaspp. quando uma fonte de luz de laser de
baixa poténcia € associada a varios FSs.
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Os principios basicos de acdo da PDT contra cecae alguns

fotossensibilizadores, foram revisados por Colessil**

, em 1996. Segundo os
autores, a PDT é um processo fototerapico que@com o auxilio de um agente
quimico estranho ao organismo. A primeira invegfigain vitro do efeito
fotodindmico foi realizada em 1900, quando foi obaéa a acdo tdxica da luz em
Parameciumsensibilizado por acridina laranja na presencaoxigénio. A
descoberta das propriedades de um derivado da dwon@tina, em 1970,
despertou um novo interesse clinico para a PDT, ajualmente vem sendo
aplicada no tratamento de alguns tipos de neoplaB&ra que a inativagéo celular
ocorra, é necessaria a aplicacdo de um fotosskzesilor e luz. Essa associagéao,
na presenca de oxigénio, promove a formacédo deciespaltamente reativas,
como o oxigénio singlete, que pode interagir contemdas bioldgicas, levando a
morte celular. Um composto quimico, para ser agicem PDT como
fotossensibilizador, deve apresentar propriedadepecificas, tais como
solubilidade e estabilidade em solucdo aquosalitiadthe para transporte ativo ou
passivo, alto rendimento quantico e biocompatibdel Na terapia contra o
cancer, os derivados da hematoporfirina sao fregoesnte utilizados, pois agem
simultaneamente como localizadores Opticos e fetwmskilizadores destrutivos
com seletividade as células tumorais. Esse tipb3Iga foi aprovado pela FDA
(Food and Drug Administratignpara utilizacdo clinica em pacientes. Os lasers
sdo os sistemas Opticos mais indicados para astotswilizacdo, devido a suas
propriedades de monocromaticidade, coeréncia e@rdéiasidade. Além disso, a
luz de laser pode ser aplicada em regides de |d#fteisso, por meio de fibras
opticas. No entanto, o tratamento de lesGes suesfipode ser realizado com
sucesso por meio de irradiacdo com fontes de lug siraples. Foi concluido que
o desenvolvimento de sistemas o6pticos com tecrmlggnplificada poderdo
aumentar a aceitacdo e viabilidade da utilizacad®’Ba entre os clinicos em
geral.

Com base em dados cientificos publicados na afitex,
Wainwrighf?, em 1998, apresentou os fotossensibilizadoresonliggis para a

realizacdo da PDT antimicrobiana. De acordo comutmra a utilizacdo das
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porfirinas, que sao um tipo de FSs macrociclicatearrente do seu emprego no
tratamento fotodinamico de cancer. Os derivadofhataeatoporfirina, sdo uma
combinacéo de fotossensibilizadores oligoméricos/algos do sangue, e foram
0S primeiros agentes a receberem aprovacdo do FB#od( and Drug
Administration) para aplicacdo clinica da PDT. Asrfpinas anidénicas sao
efetivas para a foto-inativacdo de bactérias Grasitipas. Entretanto, as
bactérias Gram-negativas, por apresentarem umaeyardular mais complexa,
somente séo sensibilizadas quando a porfirina exai@utilizada em associacao a
um derivado nonapeptideo de colistina, que promabertura de canais na
membrana bacteriana. As porfirinas também tém setratas efetivas para
inativacdo de virus in vitro, causando aparenteenant dano ao envelope viral.
Segundo o autor, as pesquisa realizadas até o nmwieda nao indicam a PDT
como uma forma de tratamento em substituicdo agadrantimicrobianas, mas
sim como uma forma de se aprimorar o tratamentofdecdes locais devido ao
menor custo e a maior agilidade que pode ser obtida

Carré et al®’, em 1999, apresentaram um estudo da atividade
fotodindmica de 5 porfirinas sintéticas modificages meio de associacdes de
acucares e meso-carbonos. Todas as solucdes foegrargdas a partir de um
derivado de hematoporfirina, o qual também teve scapacidade
fotossensibilizadora avaliada. Apds a obtencédo 8s, Foram realizados testes
para a determinacdo da capacidade formadora dérogiginglete de cada um
deles. Suspensbes celulares do fuBgacharomyceserevisieforam colocadas
no interior de tubos de ensaio, e foram incubadas &s solucdes de porfirina na
concentracdo de POM. A iluminacdo das amostras foi realizada com uma
lampada de tungsténio (500 WjmSuspensdes controle foram tratadas com os
FSs e mantidas no escuro. Adicionalmente, foranlizegips testes para a
verificacdo da presenca de clonogenicidade e péititzale de membrana. Foi
observado que as porfirinas mais efetivas na iagdiv do fungo foram a
monoglucosilporfirina e a cis-diglucosilporfirinds andlises de presenca de
clonogenicidade e fragmentacdo de DNA evidenciargoe a atividade

fotodinamica desses compostos resultou em daraxéitdar nas células fungicas.
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Os autores concluiram que a habilidade dos FSstiagireo interior da célula
esteve diretamente relacionado ao potencial agfifdrdas porfirinas avaliadas.

O objetivo do estudo de Jackson et’aem 1999, foi avaliar se
suspensdes d€. albicans em forma de leveduras e hifas, poderiam ser
fotoinativadas. A PDT foi realizada por meio ddizdicdo do azul de toluidina em
associagdo com um laser de hélio-nebdnio (632,8 Amd@s variaveis foram
avaliadas: a concentracado do FS (3,12; 6,25; 25,550 e 100 mg/L), a dose de
luz (4,2; 10,5; 21 e 42 J) e o tempo de pré-irgaha Além disso, duas cepas de
C. albicanscom resisténcia a fluconazol foram submetidasabiacdo durante 5
minutos com 25 mg/L de azul de toluidina, e em miegforam iluminadas com
21 J de luz. A sobrevivéncia do fungo foi deterrda@elo método da contagem
de ufc/mL. Os resultados demonstraram que as duasi$ deC. albicansforam
efetivamente inativadas, no entanto, as hifas sd¢aesm de 12,5 mg/L de FS
para que a reducdo da viabilidade ocorresse, etajgae, para as leveduras, foi
necessaria a utilizacdo de 25 mg/L. Segundo osem ta maior susceptibilidade
da forma de hifas foi em consequéncia das altesagglalares ocorridas durante a
conversao da forma de leveduras para as hifas.aftigiade de reducao obtida,
para as duas formas, foi dependente da dose deplizada, sendo que a
aplicacdo de 42 J promoveu as maiores taxas dwagab. A aplicacdo de
diferentes tempos de pré-irradiacdo nao afetoetaviefade da PDT para a forma
de hifa, mas para a forma de levedura, o periodal ide incubacéo foi de 5
minutos. Como a conversao da forma de levedura pafarma de hifa é
responsavel pelo desenvolvimento de infec¢cdes oralbicans os autores
sugeriram que a eliminacdo das hifas por meio da pdle ser uma possivel
modalidade de tratamento para a candidose. Alésodas duas cepas &
albicansresistentes a fluconazol avaliadas foram inatisguda PDT, no entanto,
a reducéo obtida foi menor em relacédo aos reswdtdds experimentos anteriores.

Machad8', em 1999, apresentou uma revisdo da literatura a
respeito dos principios e potenciais aplicacbePda. De acordo com o autor,
essa modalidade terapéutica tem sido aplicada em®@sso no tratamento de

tumores, por meio da inativacao celular do tecigoptasico. Alguns estudos tém
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avaliado a possibilidade da sua aplicagdo em owgtadi¢cdes clinicas, como a
inativagcdo de microrganismos patogénicos. A inliiedgao celular promovida
pela PDT é resultado de uma reacdo que decorreapamente da excitacédo
eletrénica do FS pela luz, seguida da formacaosgéotes reativas de oxigénio
(oxigénio singlete). A primeira geracdo de agemiBs baseada em misturas de
derivados porfirinicos, tem sido efetiva no tratatoede diversos tipos de
tumores. Uma outra classe de FSs sédo os endodgmsesgdos na administracao
por via oral ou mesmo uso topico do actdaminolevulinico. Esse acido € um
precursor metabdlico da protoporfirina IX, um comsfoo fotodindmicamente
ativo. Em varios paises, o emprego da PDT comaiteranti-cancer ja foi
autorizado, como os Estados Unidos, Franca, HoJaG@dmada e Japdo. No
entanto, a PDT tem mostrado o seu grande potenciaue concerne a outras
moléstias, como a psoriase, arteriosclerose, degggie macular da retina e
remocdo de verrugas na laringe. Além disso, também sendo obtida a
destruicdo de infestacOes bactérianas resistentestaanentos convencionais e
descontaminacdo de sangue. O autor concluiu qpestglisas na area de PDT
estdo promovendo um acentuado desenvolvimento dessa modalidade
terapéutica em outras areas médicas, tornando-gutiea segura e viavel.

O efeito causado pelo oxigénio singlete nos éstgrresentes na
membrana citoplasmatica de um fungo foi objetosiad® de Bocking et &).em
2000. Inicialmente, suspensdes celularesSaecharomyces cerevisideram
incubadas durante 20 minutos com azul de toluidanaoncentracdo de 3,25 pM.
Em seguida, as suspensdes foram iluminadas contanmpada incandescente por
periodos variando entre 12 e 60 minutos, plaqueadasmeio de cultura e
incubadas durante 3 dias. Apds os procedimentasives a PDT, os lipideos
presentes nas células flungicas foram extraidos estes0is e seus produtos
oxidados foram isolados por meio de analises crognaficas. Também foram
realizadas analises que identificaram os derivaokislativos do ergosterol
formados a partir da aplicagdo da PDT. Os resudtademonstraram que a
aplicacdo da PDT sobre as célulassdeerevisia®casionou uma rapida oxidagéo

do ergosterol e um acumulo de seus derivados nabraem plasmatica. O
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produto oxidativo predominantemente formado foi aieimado de 8-DED.
Também foi observado que durante a aplicacdo da RDB&lula fungica mobiliza
seletivamente o ergosterol intracelular para reponivel desse lipideo na
membrana citoplasmatica, onde possui funcdes \ptig a célula. As alteracdes
ocorridas na membrana citoplasmatica apds a depbiga&rgosterol levaram ao
aumento da permeabilidade da membrana, que pdssibib entrada do
fotossensibilizador para o interior celular, a oéocia de danos na funcdo de
organelas como a mitocéndria e a inativacao celular

A fotoinativagdo de microrganismos cutaneos fget de estudo
de Zeina et &°, em 2001. Suspensées celularesStiEphylococcus aureus.
epidermidis  Streptococcus pyogenes Corynebacterium  minutissimym
Propionibacterium acnes C. albicans foram pipetadas em placas de Petri para a
realizagédo dos experimentos. A fotossensibilizalg@amostras foi realizada com
1 mL do corante azul de metileno, a 100 mg/L. Unjgtor de slides foi utilizado
como fonte de luz policromatica, e a iluminacéo damstras foi realizada sob
intensidades de luz que variaram de 1,6 a 42 m¥y/dependendo da distancia
entre o aparelho de luz e a amostra iluminada. IEagdo da luz foi realizada
durante periodos de 10 a 60 minutos, sendo qudaldaminutos transcorridos,
uma aliquota de 1 mL foi removida da placa de Pdittida e plaqueada em meio
de cultura especifico. A analise de regressao fitizada para o calculo da
quantidade de reducdo de todas as espécies testdélmsdisso, foram obtidos
“valores-D”, correspondentes ao tempo minimo deosido necessario para
promover uma reducdo na contagem de colonias giavei demonstrado que os
valores-D obtidos para cada microrganismo forantindis, sendo que &.
albicans mostrou o maior valor em comparag¢do com as bastéa iluminacao
por 660 segundos reduziu apenas 0,09 log ufc/mal)fafo foi atribuido ao maior
tamanho/volume da célula d@a albicans que é cerca de 25-50 vezes maior do
que as ceélulas das bactérias testadas. Além diggesenca da membrana nuclear
nos seres eucariontes, como os fungos, pode repaesena barreira adicional a
penetracdo do FS, tornanddCa albicansmais resistente a PDT em relagédo as

bactérias.



Revisio da literatura 20

A inativagdo deC. albicansin vivo foi avaliada no estudo
conduzido por Teichert et &, em 2002. Os autores verificaram a
susceptibilidade d€. albicanspresente em linguas de camundongos, por meio da
utilizacdo do azul de metileno como FS. Setenta@aamundongos com severa
imunodeficiéncia receberam inoculacdo durante quaémanas de uma cepa
clinica deC. albicansazol-resistente. Previamente a aplicacdo da P®anomnais
foram anestesiados e foi realizada uma coleta, rpeio de swab, para a
determinacdo do numero de ufc/mL presentes nadidgs animais. Em seguida,
os animais foram divididos em grupos de acordo eomoncentracdo de FS
aplicado topicamente (250, 275, 300, 35, 400, 460500 mg/L). Apdés 10
minutos de incubacao, a lingua foi exposta a lunrdeaparelho de laser diodo
(664 nm), durante 684,5 segundos, o que correspandena dose de 275 Jfcm
Ao final da iluminagéo, foi realizada uma nova taléa lingua e os animais
foram sacrificados. Os grupos controle correspa@ardea animais néo inoculados
que foram expostos ao laser e animais inoculados €o albicansque néo
receberam nenhum tratamento, além de animais eesll que receberam
somente 0 FS ou somente luz. Os resultados deramarstrque nao houve
diferenca significante entre os quatro grupos otatiNos grupos experimentais,
foi observada, independente da concentracdo deilzada, uma diminuicdo no
namero de colbnias viaveis por mL, apos a exposadéa do laser. Apesar disso,
somente as concentragbes de 450 e 500 mg/L eliammatotalmente o
microrganismo da cavidade bucal dos animais apdis@cao por luz.

Bliss et al’, em 2004, avaliaram a susceptibilidade de cepds. de
albicans C. kruseie C. glabrataa PDT mediada pelo PhotoffinNeste estudo,
suspensdes celulares das trés espécies avaliadastfansferidas para cavidades
de uma placa de 96 orificios, incubadas por 30 toswcom o FS, em
concentracdes variando de 0,01 a 10 mg/L, e iludaimacom uma lampada de
arco (mercurio) durante 10 minutos a 15 mW/¢gnJ/cnf). A sobrevivéncia dos
microrganismos foi verificada por meio do testewvilbilidade celular (XTT).
Adicionalmente, foram realizadas analises em momoeist de fluorescéncia e

confocal, para a verificacdo da captacdo do FSmahlas fungicas. O controle
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foi constituido de suspensdes @andidaspp. associadas tanto a solucao salina
como ao Photofrifi (suspensdes n&o iluminadas). Os experimentos foram
realizados em triplicatas e as comparacOes davididie da PDT em relacao as
diferentes espécies avaliadas foram feitas comigendle Variancia. Os autores
demonstraram que,@ albicansfoi a espécie mais susceptivel a PDT, seguida da
C. kruseie C. glabrata Apos a irradiacdo, foram obtidas altas porcemsgke
reducdo da viabilidade celular, mais de 50%, comil@acdo de apenas 1 mg/L
do Photofriff para aC. albicanse C. krusej sendo que o FS a 10 mg/L reduziu
em cerca de 80 % a viabilidade dessas duas esp®a@es aC. glabrata no
entanto, a utilizacdo de 10 mg/L do Photdtrpromoveu baixas porcentagens de
reducdo, cerca de 30%. As imagens obtidas nas sesalmicroscopicas
demonstraram fluorescéncia quando o FS foi efetvdencaptado para o interior
da célula fungica. A fluorescéncia foi detectadapnesenca de 10 mg/L de
Photofri® em todas as espécies, porém, paf@. glabrata a quantidade de
fluorescéncia foi minima. Os autores concluiram gueaptacdo do FS para o
interior da célula esta diretamente relacionada aafetividade da PDT, e que a
C. glabrataapresenta uma menor susceptibilidade a inativeataddindmica, em
comparacao com as outras espécies avaliadas.

Chabrier-Rosellé et al, em 2005, avaliaram parametros da acéo
fotodinamica mediada pelo Photoftiem C. albicans O cultivo deC. albicans
foi realizado em tubo germinativo e em biofilmes2dehoras. As amostras foram
incubadas com Photoffinl0 mg/L por 1 e 5 minutos e, em seguida, irradiada
com uma lampada de mercurio de 400 a 700 nm, nlréacfa de 15 mW/cf
(0,9 J/cri por minuto de irradiacdo). Amostras deixadas noures (ndo
irradiadas) foram utilizadas como controle. A aade metabdlica do
microrganismo foi avaliada pelo teste XTT. Tubosngeativos deC. albicans
foram observados em microscopia de fluorescénfira de se avaliar a captacao
do Photofriff pela célula. Para avaliar a resposta adaptativ@idmrganismo a
injuria oxidativa, tubos germinativos foram submet repetidamente a
tratamentos com #, (primeiramente numa concentracdo subletal de 1 enM

posteriormente em concentracfes téxicas variadas &0 e 100 mM), PDT
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(Photofrin numa concentracdo subtdxica de 0,5 naglociada a irradiacao de 9
Jlenf, seguida por novas irradiacdes com concentracde®tdssensibilizador
entre 1 e 10 mg/L) ou associacdo de ambos os watam Adicionalmente,
amostras de biofilmes submetidas a PDT (10 mg/Pluetofrin, seguida por 30
minutos de incubacéo e irradiacdo de 18 ¥daram comparadas com amostras
tratadas com anfotericina B 10 mg/L. Todos os mimsentos foram realizados
em duplicatas e repetidos trés vezes. A analis¢igtsta foi realizada com o teste
t de Student. Os resultados obtidos com as amosigasubo germinativo
demonstraram que a PDT utilizando ambos os tempomalbacdo de 1 e 5
minutos com o FS promoveu a completa eliminacdatiédade metabdlica do
microrganismo. A microscopia de fluorescéncia rewetaptura uniforme de
Photofrir® pelos organismos ap6és 5 minutos. Foi verificadsist&ncia na
resposta adaptativa do microrganismo tratado cgreente com $D,. No
entanto, ndo houve resisténcia quando amostras Eubmetidas repetidamente a
PDT ou quando essa foi associada ao tratamentoH@a Com relacdo as
amostras em biofilme, a irradiacdo das amostrasitsbradas pelo Photofrfh
resultou em reducéo significativa da atividade m@liea deC. albicans Além
disso, a diminuicdo da atividade metabdlica do onganismo submetido a
fototerapia foi significativa em relacdo as amastratadas com anfotericina B.
Os autores concluiram que a PDT é uma alternatgara como modalidade
terapéutica para a inativagcdo microbiana, poissemelvimento de resisténcia é
aos efeitos fotodindmicos é improvéavel.

Deminova, Hambliff, em 2005, compararam a efetividade da PDT
na inativacdo de suspensdes das bact&sakerichia coli(gram-negativo) &.
aureus (gram-positivo), e do fung€. albicans,em concentracdes celulares de
10°-10’, 10-10" e 163-10° respectivamente. A foto-inativacdo foi testada @m
utilizacdo dos FSs rose bengal, azul de toluidim@rgugado de poli-lisina, em
varias concentracdes, associados a uma fonte dedlmzoerente, composta de
pacotes de fibras intercambiaveis. Inicialmenteswspensdes celulares dos trés
microrganismos foram obtidas por meio do crescimevernighta 37°C, em

meios de cultura especificos, seguido da centriffig® ressuspensao das células
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em solucdo tamponada. As suspensdes celulares) focaibadas em ambiente
escuro com os FSs em diferentes concentracdeste@@minutos, e em seguida,
aliquotas de 200uL foram transferidas para umaapke 96 orificios, e a
iluminacdo realizada com doses de luz que variaem0 a 200 J/cfn As
amostras foram iluminadas com e sem a remocéo cesex do agente. Foram
obtidas diluicbes seriadas de cada amostra, segd@alaqueamento, incubagao
overnight a 37°C, e obtencdo do numero de ufc/mlémAdisso, apds a
incubacéo, aliquotas adicionais foram utilizadas coobjetivo de verificar se os
FSs testados permanecem somente ligados a membcehdar dos
microrganismos ou se a captacdo para o interiocéida ocorreu. Os dados
obtidos foram analisados por meio do teste t StudEnresultados demonstraram
que a concentracdo celular das suspensbfes de gaiciemos afetaram a
efetividade de todos os FSs testados, ou sejat@uaior a concentracéo celular
presente na suspensdo, uma maior concentragdofdere§uerida. O Conjugado
de poli-lisina foi o FS mais efetivo para promoerfotossensibilizacdo das
bactérias e do fungo. A susceptibilidade dos trésramganismos variou em
decorréncia do microrganismo avaliado, sendo qQeabicansmostrou-se mais
resistente a PDT em comparacdo com as bactériasit@®s concluiram que, por
possuir um tamanho 10 a 50 vezes maior que a dédelzriana, a célula fungica
necessita de uma maior quantidade de oxigénioetenglara que sua inativacao
ocorra. Além disso, &. albicansé um ser eucarionte e a presenca da membrana
nuclear poderia atuar como uma barreira adicioa p penetracdo do FS.
Lambrechts et af, em 2005, realizaram um estudo para a
avaliacdo dos mecanismos de inativacao celular @& Rediada por uma
porfirina catibnica. Foram obtidas suspensdes amdsl deC. albicans nas
concentracdes de 4@ 10 células/mL. Em seguida, essas suspensdes foram
incubadas com a porfirina catiénica TriP [4], nacentracdo de 25 uM, durante
1, 15 ou 30 minutos. Aliquotas de 1 mL das suspen&dram transferidas para
um placa de orificios e iluminadas com uma lamgwléagena de intensidade de
30 mWi/cni. Suspensées incubadas durante 30 minutos tambeém favadas

duas vezes e em seguida iluminadas, para que possével a distingdo entre o
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efeito da porfirina em solucao, do efeito causagla porfirina que ficou ligada as
células. A sobrevivéncia do fungo foi verificaddopenétodo da contagem de
coldnias viaveis, e foi expressa como uma porcentaglativa ao observado em
suspensdes controles. Os resultados demonstrarama gobrevivéncia do fungo
foi reduzida gradativamente com o aumento da dedezl A aplicagao de 12,6
Jlent promoveu a completa eliminacdo do microrganisnoanélises realizadas
para a avaliacdo do mecanismo de acdo da porfigti@nica foram: analise do
espectro de absorcao do FS, microscopia de fluemes; microscopia confocal e
técnica de fratura por congelamento associada @oscmpia eletrdnica. Essas
andlises demonstraram que, apos a incubacdo daensées com o FS , esse foi
capaz de se ligar a parede celular Glaalbicans previamente a exposicéo
luminosa. Durante a iluminacdo, ocorreram danosnambrana celular, que se
tornou mais permeavel a entrada do FS. Apo6s oxaftlo FS para o interior da
célula, organelas intracelulares também foram w@&sy pelos processos
fotodinamicos. O aumento no tempo de incubacacati@mu a quantidade de FS
que entrou na célula previamente a iluminacgéo, téanmpouco a efetividade da
PDT. Os autores concluiram queéCaalbicanspdde ser inativada pela porfirina
catibnica, e a membrana citoplasmética foi a ppadciorganela atingida no
processo de inativacao celular.

O efeito da PDT em células humanas foi objetoesdido de
Lambrechts et &, em 2005. Os autores avaliaram a citotoxicidadgatamento
fotodindmico em fibroblastos humanos, por meio tilzacdo de parametros pré-
definidos em estudos anteriores, 0s quais demoastreficiéncia para a completa
inativacdo deS. aureusP. aeruginosae C. albicans As culturas de fibroblastos
dérmicos foram obtidas a partir de tecido humanscaltado em cirurgias e
tratadas com uma porfirina catidbnica em 11 dife@entoncentragbes, que
variaram entre 0,05 e 50 uM. Em seguida, as cétafasn expostas a uma fonte
de luz halégena (27J/é&nlavadas duas vezes e incubadas a 37°C com odaeio
cultura especifico. A sobrevivéncia das célulasaf@liada por meio do teste de
viabilidade colorimétrico MTT, apods 0, 6 e 18 hodasexposicdo a PDT. Esses

resultados foram comparados com os valores de MiXilas com as mesmas



Revisio da literatura =)

células humanas, previamente a terapia. Foi demaalastjue, a utilizacdo da
mesma concentracao de porfirina catibnica que caustivacdo d&. aureusem
estudo anterior, foi suficiente para promover éivagao de 79% dos fibroblastos.
No entanto, a inclusdo de soro fetal bovino no naeiccultura resultou em um
efeito protetor dos fibroblastos a fotoinativacd@s concentracbes do
fotossensibilizador necessérias para a inativagd®. dalbicanse P. aeruginosa
também resultaram na inativacdo de fibroblastosss®eforma, os autores
concluiram que os fibroblastos foram menos susapta PDT em relacdo &
aureus o que parece sugerir a seletividade desta teeapiftoinativar a bactéria.
Também foi concluido que a utlizacdo da porfirir@atibnica como
fotossensibilizador para a inativacdo@ealbicanse C. glabratando € indicada
devido ao dano substancial ocorrido nos fibrobkasto

O objetivo do estudo de Paulino effalem 2005, foi avaliar o
efeito da PDT sobre cepas & mutanse fibroblastos, utilizando diferentes
concentracdes do FS rose bengal (Ogk) associando um fotopolimerizador
(HHP) com diferentes tempos de exposicao de [u0(6}. Segundo os autores, 0
HHP apresentava as seguintes caracteristicas: ®b@r5/cmi e 400-500 nm.
Apés a realizagdo dos procedimentos relativos dtveaupara obtencdo do
crescimento tanto d§. mutansomo dos fibroblastos, foram, entéo, verificados
os efeitos citotoxicos da PDT sobre estas céldga@senca e auséncia de luz. Os
resultados microbioldgicos foram obtidos pela cgata das colénias (ufc/mL). A
viabilidade celular dos fibroblastos foi avaliada eAmara de Neubauer pelo teste
de exclusadrypan Blue Pelos resultados foi observado que a aplicagiada
da luz ndo promoveu efeitos toxicos, mas o FS detrmn toxicidade para as
células testadas em concentracées acima d@N2,550b a exposicdo de luz e
concentracdes do fotossensibilizante acima d@M,5houve completa eliminagéo
de S. mutanse essa mesma condicdo experimental ndo ocasgquadguer efeito
citotoxico sobre os fibroblastos. Dessa forma, wteras afirmaram que a foto-
ativacdo do FS Rose bengal pelo uso de HHP inativioactéria selecionada para
este estudo sem afetar a viabilidade de fibrodasto



Revisio da literatura o6

O estudo de Zanin et &|. em 2005, teve por objetivo avaliar o
efeito da associacédo do azul de orto-toluidina ©TBOO mg/L) a uma luz LED
vermelha (620-660 nm) ou a um laser de He-Ne (68&\Bsobre biofilmes ds.
mutanscrescidos em um fermentador de espessura e fluxtbnaos (CDFF). A
utilizacdo do CDFF possibilitou a simulagdo da facéo da pelicula adquirida e
0 crescimento dos biofilmes, a partir de culturagptes deS. mutanssobre discos
de hidroxiapatita (HA), em local constantementehiaalo por saliva artificial. Os
biofilmes foram crescidos sob suplementacdo de @%adarose. Na aplicacao da
PDT, os discos de HA contendo os biofilmes foramaedos do CDFF apés 3, 7
e 10 dias, e 2hL de TBO foi adicionado em cada biofilme e deixaoescuro
durante 5 min. ApOs este periodo, os biofilmesnoexpostos por 5, 15 e 30
minutos ao laser He-Ne ou a luz do LED, sendo amagsoténcia de 32 mW
utilizada por ambos aparelhos, e a dose de enpagéos diferentes tempos de
irradiacdo correspondeu a 49, 147 e 294 ?/caspectivamente. Os resultados
deste estudo demonstraram reducdo significativa coasagens das bactérias
presentes em biofilmes d& mutansapos a realizacdo da PDT. Nao foram
observadas diferencas significativas no efeitar@ntbbiano promovido quando o
laser de He-Ne ou a luz LED foram utilizados. Enbasios casos, o FS utilizado
foi o TBO na concentracao de 100 mg/L, e, tantersibilizacdo dos biofilmes na
auséncia da luz, como a irradiacdo dos biofilmesauséncia do corante, néo
demonstraram efeito antimicrobiano sobre os bi@#ntestados. Além disso, a
microscopia confocal demonstrou que a inativag@bdatérias promovida pela
PDT ocorreu predominantemente nas camadas extdasabiofiimes e que os
biofilmes mais velhos foram menos susceptiveis sa dsrapia. Outro ponto
importante a se ressaltar € que a luz LED vermeapeesentou efeito
antimicrobiano semelhante ao obtido pelo laser edNE. Assim, considerando o
surgimento crescente de bactérias resistentesnéibgdicos, a PDT surge como
uma terapia antimicrobiana alternativa para o nmat#o e/ou prevencdo de
doencas como cérie dental.

Alexiades-Armenakds em 2006, avaliaram, por meio de uma

revisdo de literatura, a aplicabilidade da PDT matamento de lesGes
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dermatoldgicas superficiais. Segundo o autor, oegiros FSs utilizados foram

os derivados da hematoporfirina. Em associacadesode luz como lampadas
halégenas, luzes ndo coerentes e lampadas de aspkrtro de emissao
luminosa, foram empregadas. A escolha do compriondatonda emitido pela
fonte de luz, deve levar em consideragao o espdetabsorcdo do FS utilizado.
No caso das porfirinas, a luz azul é a melhor afidarpois apresenta um pico de
absorcéo por volta dos 400nm. No entanto, fontelsizieom emissdo vermelha
também sé&o utilizadas, embora ndo possuam altor pdeleabsorcdo pelas
porfirinas, sdo profundamente absorvidas pelo ¢tedizevido ao alto poder de
penetracdo tecidual, a utilizacdo de luzes vermsefitavocam o surgimento de
efeitos colaterais nos tecidos proximos a lesémdea Dessa forma, estudos
recentes tém sido conduzidos com o objetivo deatcanPDT uma modalidade
terapéutica segura para o tratamento de infeco@esrfeciais, minimizando o

surgimento de desconfortos, eritema e sangramempos sua aplicacdo. A
utilizacdo da luz azul possui uma penetracdo mfeno tecido bioldgico, e

portanto, a chance de ocasionar danos aos tecidpacentes € menor. Além
disso, os lasers pulsados de corantes tém sidta@eslpara o tratamento de
enfermidades como a queratose actinica, queilitmie&, hiperplasia sebacea,
liqguen esclerdtico e mais recentemente para oneated de acne. O autor
concluiu que o desenvolvimento de novas fontesudeel FSs tem promovido a
aplicacdo da PDT em dermatologia, com menoressigdeoefeitos colaterais e
com alta eficiéncia no tratamento de alguns tigpkeddes.

O objetivo do estudo de Souza ef®alem 2006, foi avaliar a
viabilidade de diferentes espécies@indidaapos a fotossensibilizagdo com azul
de metileno (100mg/L), e iluminacdo com um laseddi (685 nm; 28 J/cth
Suspensfes celulares @e albicans C. dubliniensis C. kruseie C. tropicalis
contendo 10 células por mL, foram submetidas as seguintes icoesl
experimentais: aplicacdo de FS seguida de ilummmag@m laser, somente
aplicacdo de FS, somente iluminagdo com laser, leagfo de nenhum
tratamento (controle). Para avaliagdo da viabikdeglular apds a PDT, os autores

utilizaram o método da contagem das ufc/mL. Pasa, iap0s a execucdo dos
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experimentos, diluicdes seriadas de cada amodirag1L0% , foram plaqueadas
em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, eaagplforam incubadas por 48
horas. Os dados obtidos foram submetidos ao td$@VA e teste de Tukey. Foi
demonstrado que a iluminacdo com laser, na preséacAzul de metileno,
reduziu o numero de ufc/mL em 88,6% pdta albicans 84,8% paraC.
dubliniensis 91,6% para &. kruseie 82,3% para &. tropicalis Também foi
observado que a utilizacdo do FS ou da luz, isoladée, ndo causaram reducdes
significativas no numero de ufc/mL das amostrase&xpara &. tropicalis Os
autores concluiram que a fotoativacdo do azul dédeme pela luz vermelha do
laser promoveu um efeito fungicida sobre as céluastodas as espécies
avaliadas.

Jori et af* publicaram em 2006, uma revisdo de literaturadzese
nos principios de acdo e aplicagbes da PDT navagdtd microbioldgica.
Segundo os autores, apesar da PDT ser atualmeptegada no tratamento de
neoplasias, o primeiro relato da utilizacdo destapia foi na area microbioldgica,
em 1900. No entanto, o potencial da PDT no tratéonda infeccdes ficou por
muitos anos, inexplorado. Atualmente, com a emeigéae doencas infecciosas
resistentes aos tratamentos convencionais, muistsde@s tém buscado o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas parataacdo de microrganismos
patogénicos. A PDT parece oferecer muitas vantagama o tratamento de
infec¢des originadas por microrganismos, tais camamplo espectro de agao, a
inativagcdo de microrganismos resistentes e o bpotencial mutagénico nas
células expostas. A PDT tem se mostrado capaz dengwer atividades
citotoxicas contra uma grande variedade de basiéuagos e protozoarios. No
entanto, a foto-inativacdo de fungos parece ses dificil de ser atingida, devido
ao maior tamanho celular desses microrganismos, exige uma maior
quantidade de oxigénio singlete para que a inatvacelular ocorra, em
comparacdo com bactérias. Particularmente no cascaddidose, a aplicacdo
topica de FS associdada a luz para a inativacambiddogica parece oferecer um
importante avango para o tratamento de pacient@sadebilitados, como os HIV

positivos. A utilizacdo de porfirinas tem se maodtraefetiva para a
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fotossensibilizacdo d&. albicans,e promove a inativagdo do fungo apos a
iluminagdo com luz visivel. A PDT também represent@ma modalidade
terapéutica potencialmente aplicavel para o tratdoneée doencas periodontais e
caries. No entanto, sdo encontrados poucos esindewo que utilizam esse
método terapéutico para o tratamento de infec¢c@ssien, a aplicacdo clinica da

PDT antimicrobiana ainda estd em desenvolvimento.



3 @;géaam

Com base nas informacfes apresentadas nos oapétuieriores,
este estudo teve como objetivo avaliar a efetivadda Terapia Fotodinamica na
inativacdo deC. albicanse C. glabratg ATCC e resistente a fluconazol, em
funcao de:

¢ cinco concentraces do agente fotossensibilizaklotogent;

¢ quatro doses de luz de LED no comprimento de ondi a
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4 1 WMaterial

Para a realizacdo da fase experimental desta pasfmiam

utilizados os seguintes materiais de consumo um&ntos e aparelhos:

L. 1. 1 Wateriais de consume

1- Cultura deCandida albicansproveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA
Numero (ATCC number): 2327

2- Cultura deCandida glabrataproveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA
Numero (ATCC number): 2001

3- Trés culturas de isolados clinicos @andida albicanscom resisténcia a
fluconazol, provenientes do Laboratorio Especial Méologia da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Sétw PArasil
Identificagbes: 10 R, 15 R e 23 R

4- Trés culturas de isolados clinicos @andida glabratacom resisténcia a
fluconazol, provenientes do Laboratorio Especial Méologia da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Sétw Parasil
Identificagbes: 50 R, 63 R e 87 R

5- Agua destilada

6- Meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB), produzigela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Lote 100,431

7- Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, produzita Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Lote r100,717C
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8- Cloranfenicol levégiro Quemicetifia produzido por Laboratérios Pfizer
Ltda, Jandira, S&o Paulo, Brasil
Lote n° BC 0112

9- Sdbdio cloreto (P. A. A. C. S.), produzido por CAQasa da Quimica
Industria e Comércio Limitada

10-Pontas descartaveis para micropipeta

11-Micotubos tipo Eppendorfs Graduado, produzido pomid Polymer-Boie
Proof.

12-Sal sédico derivado de hematoporfirina Photo§gmoduzido no Instituto
de Quimica Fina de Moscou, Moscou, RUssia

13-Placa de orificios Costarcom 96 cavidades de fundo redondo estéril,

produzida por Corning Incorporated, New York, EUA

4. 1.2 Fnstrumentss

1- Placas de Petri 100 X 15 mm, fabricada por Petriq

2- Tubos de ensaio 100 X 10 mm, fabricados por Pyrex

3- Pipetador para acoplamento de pipetas de vidractado pela Pipump.
4- Béquer graduado, fabricado pela Vidrolabor

5- Erlenmeyer graduado, fabricado pela Vidrolabor

6- Micropipeta de 0,5-1QlL, fabricada pela Boeco, Alemanha

7- Micropipeta de 20-200lL, fabricada pela Boeco, Alemanha

8- Micropipeta de 100-1000L, fabricada pela Boeco, Alemanha

9- Bico de Bunsen, fabricado por J.Prolab

10-Alca metalica para inoculacdo de microrganismos

11-Alca de Drigalsky, fabricada pela Vidrolabor
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4 7.3 Cé}@écmwm

1- Balanca de preciséo, fabricada por Gehaka — Indist€Comércio Eletro
Eletrdnica Gehaka Limitada, S&o Paulo, Sao PaubsiB
Modelo: BG 400
N° 016450

2- Centrifuga Revan, fabricada por Revan do Brasil
Modelo: Ciclo CI

3- Contador de colénias CP 600 Plus, fabricado peleeik Industria e
Comeércio de Equipamentos Cientificos Limitada, Agarara, S&o Paulo,
Brasil
Modelo: CP-600
Nr-série: 919

4- Autoclave vertical, fabricada pela Phoenix Indaste Comeércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Baolo, Brasil
Modelo : AV 60
N° 6614

5- Estufa para secagem e esterilizacéo, fabricad&poroni Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sado Paulo, Bras
Modelo: MA 033
Série: 9819

6- Agitador de tubos, fabricado por Phoenix IndustgaComeércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Baolo, Brasil
Modelo: AP 56
Série: 9803

7- Estufa bacteriologica, produzida por Marconi Equigntos Laboratoriais
Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil
Modelo — MA 0324
Série — 9819011
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8- Camara de fluxo laminar vertical, fabricada pelaHaae Industria e
Comércio Limitada, Piracicaba, Sado Paulo, Brasil
Modelo — PA 115
Numero — 12898

9- Mesa difusora de iluminagcdo com LEDs azuis (455 desenvolvido no
Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Padmpas de Sdo Carlos
(IFSC), titulado Bio Tablé.
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4.2 Wetodeo

O meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) foi prepdo para a
reativacdo das espécies @andidautilizadas neste estudo. Esse meio de cultura
constitui-se de um caldo nutriente que propiciaes@mento de varios tipos de
microrganismos. A manipulacdo e a esterilizacacaleseio de cultura foram
realizadas segundo as recomendacdes do fabri¢zarz.0 preparo do meio, foi
utilizada uma proporcdo de 30 g de p6 do meio deireupara 1 L de agua
destilada. O pdé proporcionado foi colocado em ungubg e a agua foi
adicionada. A seguir, o béquer foi aquecido em banhria para a dissolucao
completa do meio de cultura na agua destilada. Apdkssolucdo, a solucéo
resultante foi distribuida em tubos de ensaio. @iiguota de 5 mL do meio de
cultura preparado foi pipetada e dispensada em waddos tubos de ensaio. Os
tubos de ensaio foram devidamente identificadoatadds. A seguir, esses tubos
contendo o meio de cultura foram tampados com algedlevados em autoclave
vertical para esterilizacdo a PZlpor 15 minutos. Apds esse procedimento, os
tubos de ensaio tampados foram deixados ao ardteratingirem a temperatura
ambiente. Finalmente, foram armazenados em gedadeSC até a utilizacdo nos
procedimentos experimentais.

A solucado salina utilizada nas diluicbes seriadsdizadas neste
estudo foi preparada pela diluicdo completa dgy&}8 cloreto de sédio em 1 L de
agua destilada. A dissolucéo do sal na 4gua disstita realizada em um béquer,
pela manipulacdo de uma haste de vidro. Apés aldi®, a solugdo salina
resultante, na concentracéao de 0,15 mol, foi Oisittia em tubos de ensaio. Para a
distribuicdo, 900 pL da solucédo salina foram pigesae transferidos para cada
um dos tubos de ensaio. A seguir, esses tubos ftaampados com algodao e
levados em autoclave vertical para esterilizacd@8C por 15 minutos. Apds a
esterilizacdo, os tubos de ensaio foram deixadosralivre até atingirem a

temperatura ambiente. Finalmente, os tubos de cersaitendo solucdo salina
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foram armazenados em geladeira %€ S@té a utilizacdo nos procedimentos
experimentais.

O meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDdyjtendo 5
ug/mL de cloranfenicol foi utilizado nas semeadudas placas de Petri. Esse
meio de cultura apresenta-se sélido apds o prepanalo seletivo para a cultura
de fungos. Para o preparo do meio de cultura, tdizada a proporcao
recomendada pelo fabricante: 65 g de p6 misturad®@b g de cloranfenicol
para 1 L de agua destilada. Para o preparo, o deeitultura proporcionado foi
individualmente colocado em um béquer e misturamon @ agua destilada. A
seguir, o béquer foi levado ao banho-maria até ogmresse a dissolucédo
completa do meio de cultura. Uma aliquota de 2@itmuk da solucéo resultante
foi pipetada e dispensada em tubos de ensaio, aedase liquida (temperatura
superior a temperatura de solidificacdo). A segog,tubos de ensaio foram
devidamente identificados, datados, tampados cogodab e levados em
autoclave vertical para esterilizagdo a®@for 15 minutos. Apds a esterilizacio,
0S meios de cultura, ainda na fase liquida, foramidos em placas de Petri
estéreis. Para a realizacdo desse procedimentopos de ensaio contendo 0s
meios de cultura foram levados a camara de fluxaniar.

Para receber os tubos de ensaio, a camara aeldonnar vertical
foi preparada para permitir um ambiente asséptara p manipulacédo dos tubos
de ensaio e das placas de Petri. Para isso, a ¢mnaro da camara de fluxo
laminar foi fechada e a luz ultravioleta foi acidagoor 10 minutos. Apds esse
periodo, a luz ultravioleta foi desligada e o Vedtr da camara de fluxo laminar
foi acionado para aclimatizacdo do ambiente. Agpdet vidro da camara de fluxo
laminar foi ligeiramente aberta para que os tulm®msaio e as placas de Petri
estéreis fossem colocados no ambiente assépti@docrE importante ressaltar
que a esterilizacdo das placas de Petri foi refdizgreviamente aos
procedimentos executados na camara de fluxo lamite®a a esterilizacdo das
placas de Petri, um papel filtro cortado em cirdolointerposto entre as partes

superior e inferior de cada uma delas. A partersupe a inferior das placas de
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Petri foram encaixadas e todo o conjunto foi endmlam papel comum. As
placas embaladas foram esterilizadas em estuf&’€ por 2 horas.

Apés a esterilizacdo, as placas de Petri embalftam deixadas
ao ar livre até atingirem a temperatura ambienfgdsAesse procedimento, as
placas de Petri foram levadas a camara de fluxantme retiradas das
embalagens de papel comum. Apds a colocagédo dzsspde Petri e dos tubos de
ensaio na camara de fluxo laminar, foram repetidosrocedimentos previamente
descritos para que a manipulacdo do meio de cultsse realizada de forma
asséptica. Apds a aclimatizagdo, o ventilador peeteu ligado durante todo o
procedimento de colocacdo do meio de cultura nasapl Os tubos de ensaio
foram individualmente vertidos nas placas de P€ada tubo de ensaio contendo
20 mL do meio foi aberto e o conteudo do mesmaédoiido na parte inferior da
placa de Petri. As placas de Petri foram indivichealte fechadas e mantidas na
camara de fluxo laminar até que fosse observadalidifsacdo do meio de
cultura. Apoés a solidificacdo dos meios de cultoraentilador foi desligado, e a
camara de fluxo laminar foi aberta. Todas as plaeaPetri foram devidamente
identificadas, datadas e incubadas em estufa bEétgca a 37C por 24 horas.
Estes procedimentos foram realizados com o objetevwerificar a esterilizacao
das placas de Petri e dos meios de cultura. Apdsubacao, foram descartadas
deste estudo todas as placas que apresentaramupraisdicios de crescimento
microbiano. A seguir, a parte inferior de cada plde Petri foi externamente
dividida em quadrantes. Esses quadrantes foranadibaccom caneta para
retroprojetor para facilitar posteriormente os pdimentos de semeadura dos
microrganismos (diluicdo seriada por quadrante)alfiente, as placas de Petri
foram armazenadas em geladeira’@ para serem utilizadas nos procedimentos

de semeadura dos microrganismos.
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Preparo do agente fotossensibilizador e da fameduz

A fotossensibilizacdo das amostrasdelbicans e C. glabratéoi
realizada com a utilizacdo do agente fotossensdlnitr Photogefh (Figura 1).
Esse medicamento é produzido a partir da hemafdparf uma substancia
presente no sangue de animais e de humanos. Ogehté fabricado na Russia
— Moscou, aprovado peMinistry of Public Health Service and Medical Inthys
of Russian Federatiosob autorizacdo 42-3199-98. Além disso, a utiivagesse
agente é aprovada para uso em humanos pelo Costittalede Farmacologia da
Federagdo Russa e também pela ANVISA (data 08/03{2(processo
25351.189638/02-00; exp 132851/02-4). Apresentaastorma de um po violeta
escuro, comercializado em frascos esterilizadoseodo 200 mg do po, sendo
que sua distribuicdo € realizada somente sob |g@ecrpara instituicdes
especializadas. Pode ser armazenado por até Zanam local protegido da luz
e em temperatura inferior a 5°C. Em soluc&o, o ¢fest’ apresenta uma banda
caracteristica de absorcdo com um pico maximo etnhri36, e outras quatro

bandas menores (Figura 2).
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FIGURA 1 — Embalagem comercial FIGURA 2 — Espectro de absorgao Optica do
do fotossensibilizador Photogerfi.

Photogerfi.
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Para a realizacao deste experimento, aliquotasmgdo FS foram
fornecidas pelo Laboratério de Biofoténica do lngt de Fisica de Sado Carlos —
USP (IFSC), e armazenadas em microtubos de plastiwolvidos em papel
aluminio para protecao da luz a temperatura de Bf€iamente a sua utilizacao,
foi realizado o preparo da solucdo deste medicament meio da dissolugcéo do

pé em solugéo salina estéril.

Inicialmente, uma aliquota de 1 mL de solucainaadstéril foi
pipetada no interior de um microtubo contendo 5 degpé de Photoge O
microtubo foi colocado em agitador de tubos e dgitaigorosamente por 1
minuto para a completa dissolu¢do do pé. Em segaidmlucdo resultante foi
removida do microtubo e transferida para um tub@msaio contendo 4 mL de
solucéo salina estéril, e o tubo foi agitado por mmuto para homogeneizar a
solucdo fotossensibilizadora. Dessa forma, cadgu@tih de 5 mg de po foi
dissolvida em 5 mL de solugéo salina estéril, aidese uma solugédo estoque de
fotossensibilizador na concentracdo de 1000 mgésaEsolucéo foi armazenada
em tubos de ensaio envolvidos em papel aluminientiicados e datados, a
temperatura de 4°C (Figura 3). E importante ressajttie o Photoge™hé uma
substancia fotossensivel, isto é, pode sofrer dagém de seus componentes
quando exposto a luz. Assim, a manipulacdo destiécaraento durante o preparo
da solucdo estoque e posteriormente na fotosskzresgio dos microrganismos,

foi realizada em ambiente escuro.

A capacidade fotossensibilizadora do Photdtéon avaliada por
meio da utilizacdo de cinco concentracdes dessgeadeb, 5, 10, 25 e 50 mg/L.
Para isso, aliquotas da solucdo estoque de Photq@ea0 mg/L) foram diluidas
em solucdo salina estéril, até a obtencdo de ditgigdes do FS: 5, 10, 20, 50 e
100 mg/L. Essas diluicdes correspondem ao dobrocdasentracbes avaliadas
neste estudo, ja que, quando estas solucdes fatmmreadas as suspensdes de
Candidaspp., a concentracéo do Photo§eisi reduzida pela metade, atingindo-
se as concentracdes finais de 2,5, 5, 10, 25 e ¢0.® preparo das cinco
diluicdes da solucéo estoque de Photdyéon sempre realizado instantes antes
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do seu uso, seguindo uma proporcao fixa de solsgiita/solugéo estoque. Para
isso, foram realizados célculos de regra de tr8gles que possibilitaram a
obtencéo das seguintes proporc¢des: solucdo estoqlie% para a concentracao
de 5,0 mg/L, solucédo estoque a 1,0 % para a caagdot de 10 mg/L, solucéo
estoque a 2,0 % para a concentracao de 20 mglig&okstoque a 5,0 % para a
concentracdo de 50 mg/L e solucéo estoque a 1(fré&oa concentracédo de 100
mg/L (Apéndice 1). As solucbes foram preparadasreonotubos envolvidos em
papel aluminio (Figura 3) e agitadas vigorosameyie 1 minuto para sua

completa homogeneizagao.

FIGURA 3 — Tubo de ensaio contendo a solucéo estdgiPhotogefn(1000 mg/L),
juntamente com as cinco diluicdes preparadas no®tabos.

A fonte de luz empregada na iluminacdo das am®mskeste estudo
foi um aparelho constituido de LEDs azuis, idedliza desenvolvido no Instituto
de Fisica da Universidade de S&o Paulo (USP), caBao Carlos, intitulado
de Bio Table(Figura 4). Foram utilizadas lampadas do tipo LERHL-PRO9,
Luxeor® Ill Emitter, Lumileds Lighting, San Jose, CalifanUSA) distribuidas
uniformemente no interior do sistema Optico. Saiselampadas, foi acoplada
uma placa de vidro difusora, para permitir a enois$d luz uniforme em toda a
superficie de iluminacdo do aparelho.Bdo Table possui poténcia de saida

constante de 12,5 mW/éme a luz emitida se encontra numa estreita faxa d
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espectro fotomagnético, predominantemente em 455%amual o FS empregado
apresenta alta capacidade de absorcédo de luz. ke@orento da poténcia de
saida do aparelho utilizado é um fator importantgeaconsiderado, pois este
valor, juntamente com o tempo de iluminacéo, deteara quantidade de energia
aplicada na amostra irradiada. Essa quantidadeatgia € denominada fluéncia
ou dose de luz, e é expressa pela energia po(Hoed). A formula empregada

para o calculo da dose é a seguinte:

Dose(J/crf) = Poténcia(W/cri) X Tempo(s).

FIGURA 4 —Bio Table- Aparelho constituido de LEDs utilizado para
iluminacdo das amostras.

Para a avaliacdo da efetividade da PDT na irgitvade C.
albicans e C. glabrataforam testadas quatro doses de luz: 37,5%)/2575 J/cr
18,0 J/cri e 10,5 J/cth Como a fonte de luz utilizada possuiu poténcizstamte,

a variacdo da dose de luz foi realizada pela v@oialp tempo de exposicao das
amostras microbiolégicas a luz azulRia Table Assim os tempos de iluminacao
utilizados foram 50, 34, 24 e 14 minutos, respeacatignte. Os célculos realizados

para a obtencéo dos tempos de iluminacdo estaaotdeswm Apéndice 2.
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Microrganismos utilizados e condi¢cdes experimastavaliadas

Os microrganismos selecionados para execucéae dsstdo foram
oito diferentes cepas deandidg dentre elas, uma cepa padréoQlealbicans
(ATCC 2327) e uma d€. glabrata(ATCC 2001). As seis restantes foram cepas
de origem clinica, isoladas de pacientes com é&sgi& a fluconazol, sendo trés
da espéci€. albicans(10 R, 15 R e 23 R) e trés @e glabrata(50 R, 63 R e 87
R). As culturas dos oito microrganismos testad@senestudo foram armazenadas
em meio de cultura TSB acrescido de glicerol neriat de microtubos a - 70°C,
até o momento de sua utilizagdo. E importante rdaligque a utilizagio de cepas
de origem clinica foi aprovada pelo Comité de EdicaPesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (Apéndice 3).

Para a realizacdo dos experimentos, os micrages foram
individualmente inoculados em meio de cultura eulracos em estufa
bacteriolégica para sua reativacdo. Cada culture&Caedida foi inicialmente
descongelada e, a seguir, uma aliquota de 10 pkefoada do microtubo e
inoculada em 5 mL de TSB contido em um tubo deiensaqual foi incubado a
37°C durante 16 horas (periodo denominadernigh). Apds a incubacao, o tubo
de ensaio foi colocado em agitador de tubos e dwitagorosamente por 30
segundos, para se verificar o crescimento microgiob por meio da turvacao do
meio de cultura (Figura 5). Em seguida, o tubodemtrifugado a 2000 rpm,
durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartade eélulas (sedimentado)
foram ressuspensas em 5 ml de agua destiladal.e€éttiubo foi agitado
novamente por 30 segundos e 0s mesmos passos tdugagdo foram
repetidos. As células foram, entéo, ressuspensa®kIgho salina estéril até que a
concentracdo celular no interior do tubo de ende&se equivalente a 40
células/mL (escala McFarland). Para isso, aliqudeag00 pL de solucdo salina
foram transferidas gradativamente para o interituibo de ensaio que continha
as células d€andida sedimentadas, até que o grau de turvacdo noanieoi
tubo fosse visualmente semelhante com o padrasadae Dessa forma, foram
obtidas suspensdes celulares de todos os micrengasiavaliados, em solugéo

salina, padronizadas em uma mesma concentracdarqdldf células/mL).
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FIGURA 5 - Tubos de ensaio com turvacdo apos @gerde incubacéo.

A susceptibilidade das oito cepas@andidaa PDT, foi avaliada
por meio da exposi¢cao das suspensdes celulares@ a@ncentragdes do agente
Photogerfi (2,5, 5, 10, 25 e 50 mg/L) e quatro doses de 3dz5( 25,5, 18,0 e
10,5 J/crf) no comprimento de onda azul (predominantemente46B nm).
Assim, para cada microrganismo, foram testadas @2@licbes experimentais,
obtidas a partir do cruzamento das quatro dosksdmm as cinco concentracoes
de Photogefh avaliadas, denominadas de P+L+. Adicionalmentefeito da
aplicacdo isolada de cada concentracdo do Phofo@geni-) e de cada dose de
luz (P-L+) também foi avaliado, sobre as suspensékgares, o que totalizou 29
condicOes experimentais. As amostras referentegr@go controle ndo foram
fotossensibilizadas com Photog®ém ndo receberam iluminagdo com o LED (P-
L-). Dessa forma, foram obtidas 30 condi¢cbes erpamtais que avaliaram a
efetividade da PDT na inativacdo @e albicans e C. glabrataEssas condicdes

estdo descritas na Tabela A1 do Apéndice 4.
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A seguir, estdo descritas as etapas realizadasapavaliacdo da
efetividade da PDT na inativacdo das cepas Gdndida As condigoes
experimentais avaliadas estdo descritas em forméapieos e foram dividas em
quatro grupos com a finalidade de simplificar acde8o das etapas. Todas as

etapas foram realizadas para as oito cep&addidaavaliadas.

¢ P I+

As amostras incluidas nesta condicdo experimerfitahm
fotossensibilizadas com o Photodemm cinco concentracbes, e, em seguida,
foram expostas a iluminacao nas quatro doses dadostas.

Para cada cepa deandida avaliada, aliquotas de 1Qd. da
suspensao de celular, em solugéo salina, foramsférasas individualmente para
15 orificios de uma placa de 96 cavidades. Em daguwiada uma dessas 15
amostras foi fotossensibilizada com o mesmo voldePhotogefh (100pL), em
uma das concentracdes avaliadas (n = 3) (Figuri placa de orificios contendo
as suspensoes resultantes foi deixada em repousscnoo durante 30 minutos,
para promover a fotossensibilizacdo das amoseagp(i de pré-irradiagdo). Apos
esse periodo, a placa foi colocada sobre o vidusal daBio Table O aparelho
foi entdo, acionado e todos os orificios da plawanh iluminados uniforme e
simultaneamente. (Figura 7).

O procedimento descrito anteriormente foi rediizapara a
avaliacdo das quatro doses de luz propostas residoe37,5, 25,5, 18,0 e 10,5
Jlcnf). Dessa forma, quatro placas de orificios comrbsiras cada uma, foram
utilizadas, e cada uma delas foi exposta ao congptimde onda azul, nas doses
de luz obtidas durante 50, 34, 24 ou 14 minutatud@nacao.
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FIGURA 6 — Placa de orificios com 15 amostras de
suspenséo celular associadas ao PhotBgem

em cinco diferentes concentracdes.

FIGURA 7 — Placa de orificios posicionada sobreupetficie de iluminagdo dBio Table

acionada.

¢ P

Para que fosse avaliada a existéncia de efeitxisos apds a
aplicacdo do Photogéimsobre as suspensées celulares, foram incluidds nes
estudo amostras sensibilizadas com o medicamergonga foram iluminadas
com o LED. Para cada cepa @andida avaliada, aliquotas de 1Qd. da
suspensao de celular foram pipetadas individuaknent 15 orificios de uma
placa de 96 cavidades. Em seguida, o0 mesmo voluemePhbtogeffi foi

transferido para cada um desses orificios. Paraa cedncentracdo de
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fotossensibilizante avaliada, foram utilizados toéi$icios. A placa foi deixada
em repouso durante 30 minutos no escuro, e emdsegigi deixada sobre a
bancada durante 50, 34, 24 ou 14 minutos (tempoaguote as doses de luz

aplicadas nas amostras P+L+).

¢ P+

Da mesma forma que na condicdo anterior, foiiadal se a
aplicacdo de luz, na auséncia do fotossensibikzgmbderia apresentar efeitos
toxicos para os microrganismos avaliados. Assiés aliquotas de 100L da
suspensdo de celular de cada microrganismo avali@dam pipetadas
individualmente em trés orificios de uma placa @ec@vidades. A seguir, 0
mesmo volume de solucao salina estéril foi trarddgrara cada um dos orificios.

A placa foi deixada em repouso no escuro durantmi8@tos, e em seguida, foi
colocada sobre Bio Tablepara ser iluminada em uma das doses avaliadas. Ess
procedimento foi realizado para as quatro dosdszdpropostas (37,5, 25,5, 18,0

e 10,5 J/crd).

¢ P

Nesta condicdo experimental, foram incluidas amassde cada
microrganismo avaliado, que ndo foram submetidaspaocedimentos de PDT.
Os resultados obtidos com as culturas dessas asdsttam utilizados como
parametro para comparacdo com aqueles obtidos soculras das amostras
submetidas a fotossensibilizacéo e iluminagdo cdrk@. Aliquotas de 10QL
das suspensdes celulares de cada microrganismiadavaloram pipetadas
individualmente em trés orificios de uma placa @ec@vidades. A seguir, 0
mesmo volume de solugdo salina estéril foi traiddguara cada um dos orificios.
A placa foi deixada em repouso durante 30 minutbgesturo, e em seguida, foi
deixada sobre a bancada por mais 50 minutos (tempwalente a maxima dose

de luz aplicada nas amostras P+L+).
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Para todas as condicbes avaliadas, foram reafizatluicOes
seriadas a partir das amostras contidas nos osdfidas placas. Para isso, uma
aliquota de 100 pL foi removida de cada amostraresterida para um tubo de
ensaio contendo 900 pL de solucdo salina estéste Hubo foi agitado
vigorosamente em agitador de tubos e uma novactdiqle 100 pL foi removida
do mesmo e colocada em outro tubo de ensaio can@3@IpL de solugéo salina.
Esse procedimento foi realizado trés vezes para aatbstra e, desta forma, as

diluicdes seriadas de 1@ 10° foram obtida¥ (Figura 8).

As trés diluicbes seriadas (10L0% e 10°% foram utilizadas para a
realizacdo da semeadura nas placas de Petri comteméio de cultura SDA com
5 ug/mL de cloranfenicol. Para este procedimentoubes de ensaio contendo as
diluicdes seriadas foram individualmente agitadosagitador de tubos de ensaio.
A seguir, aliquotas de 25 pL de cada diluicdo dariforam pipetadas em
triplicata. Cada aliquota foi transferida para uns dquadrantes de trés placas de
Petri contendo o meio de cultura. Adicionalmentégquatas de 25 pL foram
removidas das cavidades das placas de orificisansferidas diretamente para
um quadrante da placa de Petri, sem a realizacdduiigho (Figura 9). Uma alca
de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhaotucdo sobre o meio de cultura
em cada quadrante da placa. Os procedimentos dsdam foram realizados em
triplicatas.

Apds 48 horas de incubacéo 4@G7as placas de Petri referentes as
amostras das condi¢cdes experimentais avaliadas femametidas a contagem de
colonias. Para este procedimento, cada placa de fBieposicionada em um
contador de colbnias digital. A quantificacdo daddwias foi realizada e os

nimeros de unidades formadoras de colbnias forkoulados.
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FIGURA 8 - Diluicbes seriadas FIGURA 9 - Aliquotas de 25 pL foram
referentes a uma transferidas diretamente do orificio
das cavidades das para placas de Petri contendo meio
placas de orificios. de cultura.

Para cada condicdo avaliada neste estudo, foeafizadas trés
repeticbes. Esta decisdo baseou-se em metodolegastemente publicadas que
avaliaram a efetividade da PDT antimicrobiana, gaais a utilizacdo de trés
amostras por grupo mostra-se adeqli&d2D plagueamento das amostras foi
realizado em triplicata para uma melhor caracteéaalo valor obtido.

Apoés a incubacdo das placas de Petri a 37° CA®droras, foi
realizado o célculo do numero de microrganismosgeisa em valores de ufc/mL,
obtido nas amostras experimentais e controle. @aralculo desses valores, as
coldnias viaveis presentes nas placas de Petrade ftiplicata foram contadas
com o contador de colénias digital. E importantesaitar que, para cada
triplicata, a contagem do numero de colbnias falizada em cada uma das
diluices semeadas (}010% e 10% e também no quadrante onde a aliquota
plagueada foi retirada diretamente da suspens@tacdétiluicdo zero). Para os
grupos controle (P-L-, P+ L- e P-L+) foram consatlrs somente os valores entre
30 e 300 coldnias, sendo escolhido o numero denied@eferente a uma unica

diluicdo que representasse um valor entre a variegasiderada. Para 0os grupos
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experimentais (P+L+), essa regra ndo pode seraalicpois muitas vezes o
crescimento nas placas nao atingiu o valor minim8@icol6nias, tendo em vista
as taxas de reducdo obtidas apdés a aplicacdo da Pido, quando valores
inferiores a 30 foram observados, o numero de @ddconsiderado foi referente
a diluicdo que apresentou algum crescimento. Ap@erdagem, foi obtida a
média entre as triplicatas de cada amostra e onoldeeunidades formadoras de
colénias por mililitro (ufc/mL) foi calculado. Taran foi calculada a média entre
os valores obtidos com as trés cepas resisteffligsoaazol, de cada espécie. Para
o calculo de ufc/mL, utilizou-se a férmula a segBiara esse calculo, utilizou-se a

formula a seguir:

ufc/mL = ndmero de coldnias X 10

q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto dagdio (0, 1, 2 ou
3), e g equivale a quantidade, em mL, pipetada pada diluicdo quando nas
semeaduras das placas. No presente estudo, q5j@,gRe foram pipetados 25
pL para cada diluigdo. Os valores de ufc/mL obtifimam deixados em notagéo
cientifica.

Os valores de ufc/mL s&do extremamente elevadgsoe,isso,
considerados de dificil avaliacdo. As contagensnagorganismos, em ufc/mL,
foram transformadas em logaritmo para a analistepdela neste trabalho. O
teste t de Student foi utilizado na comparacédondea média com um valor padrao

e na comparacédo de duas médias, ao nivel de 5¥gnificancie.



&5 Resultade

O numero de colbnias obtido em cada triplicata togas as
amostras avaliadas neste estudo esta represenbad@éndice 5, no qual as
Tabelas A2 a A21 sao referente€ aalbicans e as Tabelas de A22 a A4l séo

relativas &C. glabrata

&. 7 Avaliacdo da efetividade da PDT na inativagao @ealbicans

ATCC e resistente a fluconazol

Na Tabela 1 estdo descritos os valores de logarde ufc/mL
relativos a cepa padrdo @e albicans(ATCC), e na Tabela 2 estdo as médias e
desvios padrdao dos log(ufc/mL) referentes as tefms dessa mesma especie,
com resisténcia a fluconazol. Esses resultado® estiiesentados graficamente
nas Figuras 10 e 11, para a ATCC e a resistersigec8vamente.

De acordo com as Tabelas 1 e 2, foi possivetengbo de valores
nulos de crescimento microbioldgico apos a aplicat@PDT, o que demonstrou
a inativacao total das ceélulas @e albicanspresentes nas suspensdes celulares
expostas a terapia (Figura 12). Esses resultadas fobservados com a aplicacao
de doses a partir de 18 Jfgrpara as duas origens @e albicansavaliadas. Os
valores destas tabelas também demonstram quepses de 25,5 e 37,5 Jfgm
C. albicansATCC necessitou de apenas 5 e 2,5 mg/L de Phofbgama que sua
inativacdo total fosse alcancada, respectivaméub. as mesmas doses de luz
(25,5 e 37,5 Jicf), a C. albicansresistente a fluconazol foi completamente
inativada com 10 e 5 mg/L do FS, respectivamenti&mAlisso, pode-se observar
a ocorréncia de reduzidos valores de ufc/mL emasutondicdes experimentais,
que embora ndo tenham sido capazes de inviab#igasuspensdes celulares,
promoveram uma inativagdo parcial dos microrganssema relagédo ao controle
(Figura 13).
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Tabela 1 - Logaritmo de ufc/mL d& albicans

Photogerti Dose de luz (J/cth

(mg/l) 0,0 10,5 180 255 37,5
0 6,65 6,47 6,69 6,54 6,50
2,5 6,74 6,42 6,53 522 0,00 *
5 6,73 6,42 563 0,00 * 0,00
10 6,79 6,40 458 * 0,00 0,00
25 6,77 6,29 0,64 * 0,00 0,00
50 6,72 551 0,00 0,00 0,00

* Média de resistente a fluconazol é significanteteediferente do
ATCC, ao nivel de 5%

Tabela 2 - Médias e desvios padréo (DP) de logardemufc/mL

deC. albicansresistente ao fluconazol

Photogerfi Estatistica Dose de luz (J/cf
(mg/L) 00 105 180 255 37,5
0 Média 6,65 6,60 6,61 6,34 © 6,27
DP 003 002 004 001 006
2,5 Média 6,66 6,59 6,25 " 547 T 4,98
DP 001 002 009 008 009
5 Média 6,66 6,56 6,02 " 3,81 " 0,00 "
DP 002 001 010 003 0,00
10 Média 6,64 6,43 5,74 0,00 " 0,00
DP 001 004 003 000 0,00
25 Média 6,65 6,07 © 2,73 7 0,00 0,00
DP 002 008 012 000 000
50 Média 6,62 5,24 0,00 © 0,00 0,00

DP 001 0,18 0,00 0,00 0,00

* na linha e + na coluna: significativamente megioque o anterior, ao nivel de 5%
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FIGURA 11 - Representacéo grafica das médias daritow de ufc/mL deC.

albicansresistente a fluconazol.



Resubtads

86

FIGURA 12 — Placa de Petri representativa
da ocorréncia de inativacdo
total deCandidaspp..

FIGURA 13 — Representagdes de crescimento de esliuidveis apos
48 horas a 37°C, para as amostras controle (Iyegm
amostras das condicBes experimentais que obtiveram
inativacdo parcial d€. albicans(ll). Em A, C. albicans
ATCC; em B,C. albicansresistente a fluconazol.
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O teste t de Student foi utilizado para a comg@ralas médias das
cepas resistentes a fluconazol em relagao ao patindo C.albicansATCC), ao
nivel de 5% de significancia. Esta analise aponegumas diferencas
estatisticamente significantes, apresentadas neld@dbDe um modo geral, essas
diferencas ocorreram quando valores inferioresfdenl. foram obtidos para @.
albicansATCC, em relacdo a mesma espécie resistente@fizol (Tabela 2). A
utilizacéo da dose de 18 Jfcem conjuncdo com o PhotogBmas concentracées
de 10 e 25 mg/L, promoveu a obtencdo de menoresegatie log(ufc/mL) para a
C. albicansATCC. Além disso, sob as doses de luz de 25,5,8 3eni, a
Inativacao total daC. albicansATCC ocorreu com concentragoes inferiores do
FS. Essas diferencas estatisticamente significal@e®nstram que @. albicans
ATCC é inativada em concentracdes menores do Pémfogm relacdo a
resistente a fluconazol, e portanto, esta Ultimanfenos susceptivel a PDT.

Para a avaliacdo estatistica das contageis dtbicansresistente
a fluconazol conforme se varia a concentracéo aaogenf, em mg/L, e a dose
de luz, em J/cfy definiu-se um desvio padrdo comum a todos ogesldgual a
0,07 em unidades de log(ufc/mL), desconsiderandossgrupos com valores
iguais a zero. Em seguida, com base no teste tutkeI8 para a comparacéo de
duas médias, foi definida uma diferenca minimaaligy41, acima da qual duas
médias sao significativamente diferentes ao nieeéd%. O resultado do teste t de
Student € apresentado na Tabela 2, mas somentang@i@cado entre uma média
e a anterior, tanto na direcdo das concentracd&hdmgerfi (colunas) como na
direcdo das doses de luz (linhas). Esta analiseom®nou uma progressiva
reducdo no valor de log(ufc/mL) & medida que seemiana concentracdo do
Photogerfi em cada dose de luz aplicada. Da mesma formanerea na dose de
luz aplicada numa unica concentracdo de FS, promesgeltados mais
satisfatorios de inativacédo celular. A comparagd® \thlores da Tabela 2 com os
obtidos para a cepa padrdo (Tabela 1), demonstex a@ucaracteristica
concentracdo/dose dependente é observada para as dhdgens do
microrganismo, embora algumas diferencas estatmgate significantes sejam
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encontradas. Essa semelhangca no comportamento alvagdo pode ser
visualizada também nas Figuras 10 e 11.

De acordo com a Tabela 2, a utilizacdo do Phat8gea auséncia
de iluminacao pelo LED (0 J/@nn&o foi capaz de promover reducdo nos valores
de log(ufc/mL), nas cinco concentracdes avaliadaB$l A aplicacéo isolada da
luz do LED, sem a prévia fotossensibilizacdo dasstras (0 mg/L), resultou em
valores reduzidos no nimero de coldnias vidveisrirpda dose 25,5 J/ém
Apesar disso, esse resultado deve ser visto cotelaaja que os valores obtidos
para as quatro doses de luz, na auséncia do Phttag® semelhantes. Tal fato
pode ser explicado com base no baixo desvio-paandmum (0,07) utilizado para

a realizacao do teste estatistico, que apontoredifas entre nimeros proximos.

4.2 Avaliacéo da efetividade da PDT na inativacao @e glabrata

ATCC e resistente a fluconazol

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores dethlogadie ufc/mL
referentes &. glabrataATCC, e na Tabela 4 estdo as médias e desviosgadra
dos log(ufc/mL) referentes @. glabrataresistente a fluconazol. Esses resultados
estdo representados graficamente nas Figuras B} eedpectivamente, para a
ATCC e a resistente a fluconazol. De acordo corfa®las 3 e 4, foi obtida
invibilizagéo total de suspensdes celulareCdeglabrata ATCC e resistente a
fluconazol, em determinadas condicbes experimer{tagura 12). Para &.
glabrata ATCC, esses resultados foram observados com oot em
concentra¢des a partir de 10 mg/L associado aX3@i5. A C. glabrataresistente
a fluconazol necessitou de 25 ou 50 mg/L do FQ)ceeda ao LED nas doses a
partir de 25,5 J/icfn Em outras condicdes experimentais, foi demonatrad
obtencédo de valores reduzidos de log(ufc/mL) eracésl aos valores controle,
caracterizando uma inativacdo parcial das célulasgiéas presentes nas

suspensodes expostas a PDT(Figura 16).
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Tabela 3 - Logaritmo de ufc/mL de. glabrata
Photogerfi Dose de luz (J/cf

(mg/L) 0,0 105 180 255 37,5
0 6,72 6,70 6,61 6,73 6,28
2,5 6,73 6,70 6,66 6,65 568"
5 6,78 6,72 6,61 654 4,46
10 6,79 6,69 6,61 562 0,00
25 6,79 6,71 5,83 3,37 0,00
50 6,81 6,23 435 1,92° 0,00

* Média de resistente a fluconazol é significantetae
diferente do ATCC, ao nivel de 5%

Tabela 4 - Médias e desvios padrao (DP) de logardeufc/mL

deC. glabrataresistente ao fluconazol ATCC

Photogerfi Estatistica Dose de luz (J/cf
(mg/L) 00 105 180 255 37,5
0 Média 6,74 6,74 6,76 665 6,55
DP 0,03 0,02 0,02 0,02 X 0,03 X
2,5 Média 6,75 6,72 6,69 * 6,43 6,26
DP 0,02 0,02 0,02 0,06 . 0,04 X
5 Média 6,74 6,69 6,65 6,26 " 596 "
DP 0,01 0,01 . 0,04 . 0,02 . 0,05 .
10 Média 6,76 6,68 6,61 = 525 414"
DP 0,02 0,01 . 0,03 . 0,04 . 0,01
25 Média 6,75 6,68 6,40 " 0,00 ™ 0,00 *
DP 0,02 0,01 0,01 . 0,00 . 0,00
50 Média 6,73 6,69 6,10 0,00 © 0,00

DP 0,02 0,01 0,03 0,00 0,00

* na linha e + na coluna: significativamente menor do guaaterior, ao niv
de 5%.
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FIGURA 14 - Representacao grafica de logaritmo fdémL deC. glabrata
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FIGURA 15 - Representacao grafica de médias deitagade ufc/mL deC.

glabrataresistente a fluconazol.
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FIGURA 16 — Representagdo de crescimento de caloné&éveis de apds 48
horas a 37°C, para as amostras controle (l) e gmamostras
das condicdes experimentais que obtiveram inativaigicial
de C. glabrata (Il). Em A, C. glabrata ATCC; em B, C.
glabrataresistente a fluconazol.

A comparacdo das médias das cepas resistentasoadzol em
relacéo ao valor padra€( glabrataATCC) foi realizada pelo teste t de Student,
ao nivel de 5% de significancia. Os resultadosadastilise sdo mostrados na
Tabela 3, com o asterisco indicando as comparasigsficantes. Foram
apontadas diferencas significantes para os vattrésg (ufc/mL) obtidos com as
associacbes de 50 mg/L de FS e 10,53#mriuz, e 25 e 50 mg/L com 18 Jicm
Nesses casos,@ glabrataATCC apresentou menores contagens de ufc/mL. Sob
a dose de 25,5 J/éras diferencas encontradas apontaram menoregsalerlog
(ufc/mL) para aC. glabrata resistente a fluconazol, que foi completamente
inativada com concentragcdes a partir de 25 mg/Lin&ivacao total daC.
glabrata ATCC ocorreu com a dose de luz de 37,5 3/associada a 10 mg/L de

FS. Nesta dose de luz, foram encontrados valoremnmee de contagem celular
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para aC. glabrataATCC, nas concentracdes de 2,5, 5 e 10 mg/L, éag&e aC.
glabrataresistente a fluconazol.

Para a avaliacdo estatistica das conta@ergdabrataresistente a
fluconazol conforme se varia a concentracdo dodgeof’, em mg/L, e a dose de
luz, em J/crfy obteve-se um desvio padrdo comum igual a 0,03idedes de
log(ufc/mL). A diferenca minima acima da qual duasédias sé&o
significativamente diferentes ao nivel de 5% é ligmal,15. O resultado da
comparacao entre uma meédia e a anterior, tantoregdd das concentracdes de
Photogerfi (colunas) como na direcdo das doses de luz ()résid na Tabela 4.
De acordo com esta andlise, o aumento, tanto nsssdde luz, quanto nas
concentracdes de FS, promoveu a obtencdo de vatwmesres de log(cfu/mL),
que resultou na completa inativacdo do microrganjsrom o Photogefha partir
de 25 mg/L e 25,5 J/dne iluminacdo. No entanto, o aumento na dose de luz
para 37,5 J/chn&o demonstrou maior efetividade para a inativagéal deC.
glabrataresistente a fluconazol.

Na auséncia do Photog®i® mg/L), a utilizacéo de doses de luz a
partir de 25 J/ch promoveu uma reducdo estatisticamente significarate
contagem celular d&. glabrataresistente a fluconazol, entretanto, os valores
obtidos sdo muito semelhantes (Tabela 4). E imptrteessaltar que algumas
diferencas estatisticamente significantes encoasragdossuem valores muito
similares, em razdo aos baixos valores de deseaihsip obtidos. Assim, algumas
diferencas encontradas podem néo representar nanelewancia clinica.
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8.3Susceptibilidade a PDT d&. albicansem relagao &C. glabrata

De acordo com os resultados apresentados, asedpasies de
Candidaavaliadas foram efetivamente inativadas apos iaag@lo da PDT. No
entanto, a observacao das Figuras 10, 11, 14 erhbristra claramente queCa
glabrata apresentou maior resisténcia a fotoinativacao edatdo aC. albicans
tanto para a ATCC como para a resistente a fluanaz

A C. albicansATCC foi totalmente eliminada sob a dose de 18
Jlent e concentracéo de 50 mg/L, enquanto que a apliadgdnaior dose de luz
avaliada (37,5 J/cfh promoveu a inviabilizacdo das suspensées cefulane
todas as concentracdes do Photdydgh5, 5, 10, 25 e 50 mg/L). ParaCa
glabrata ATCC, a inativacdo total ocorreu somente na dos87j& J/crf, e as
concentracdes requeridas foram a partir de 10 mg/L.

Para aC. albicansresistente a fluconazol, a inativacdo total foi
atingida apos a fotossensibilizacdo das suspers@iass0 mg/L e iluminacéo
com 18 J/crfy enquanto que a utilizacdo de maiores doses dadoessitou de
menores concentragbes do FS, para que a inativagdioesse. AC. glabrata
resistente a fluconazol foi completamente inativada a dose de 25,5 e 37,5

Jlent, com as concentracdes de PhotoGerpartir de 25 mg/L.



6 Digeussdio

O desenvolvimento de novas modalidades terap@utpara o
tratamento da candidose bucal tem sido alvo de éndsnpesquisas’ tendo em
vista 0 surgimento de microrganismos resistentsstr@bamentos convencionais
com medicamentos tépicos e sistémit6%?® De forma semelhante ao que ocorre
ante aos antibioticos, a utilizacdo de antifungigcas o tratamento da candidose
pode ocasionar resisténcia das espécieSatalida,impedindo a regresséo das
infecc6e8®®* Além disso, a presenca de diversas espéci€daddidaem uma
mesma infec¢do contribui para o insucesso do teatttom antiflngicos, ja que
a susceptibilidade aos medicamentos pode variaacdedo com a espécfe’
Algumas espécies, como@ glabratae aC. krusej sédo intrinsecamente mais
resistentes as drogas do tipo azol em comparagéioad®. albican§*, fato que
deve ser levado em consideracdo na escolha deontmata adequado para as
infeccdes causadas por esses microrganismos.

A utilizacdo de substancias fotossensibilizadaras associacao
com uma fonte de luz tem sido sugerida como métaltiernativo para o
tratamento de infecgbes localizadas como a carefifis A fotoinativacdo de
microrganismos patogénicos por meio da PDT reptas@ma nova abordagem
desse método terapéutico atualmente empregado pargatamento de
tumore$’*. Investigacbes in vitro tém demonstrado a suduiéigtide de

patoégenos, como bactériag" % 46:30,69

e fungo a essa terapia. Além disso,
alguns estudos tém avaliado seu potencial no temttonde enfermidades
dermatoldgicas superficiais, como a queratose ieatinacne e liquén A

aplicacdo da PDT como modalidade terapéutica pdratamento de infeccdes
ainda esta em desenvolvimento. Embora sejam emclmstr estudos que
comprovem a utilizagdo de luz associada a FSs aom@rocedimento efetivo
para inativagcdo microbiologica, algumas variaveidgm influenciar essa terapia,
como o tipo e a concentracdo do FS, a espécie dmnmganismo, o periodo de
pré-irradiacdo e a fonte de de luz e a dose emge®gad conhecimento da

contribuicdo desses fatores para o sucesso da Ridii@obiana tem sido alvo
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de estudos que buscam tornar essa pratica umanadiver viavel para a
eliminacédo de infecgdes.

Este estudo avaliou a susceptibilidadeCdalbicans e C. glabrata
a PDT por meio da associacéo de cinco concentraf@ézhotogef e quatro
doses de luz do tipo LED e constatou que as dupécies deCandida
selecionadas foram totalmente inativadas em datedas condi¢cdes
experimentais. Entre as varias combinacdes posgileekS e luz, a associacdo de
25 mg/L e 50 mg/L do Photog&mcom iluminacdo a 37,5 J/éntdo LED
promoveu a total inviabilizagdo de todas as suffnselulares d€andida
avaliadas. Além disso, a utilizacdo dessa mesma desuz (37,5 J/cth com
concentracdes menores do FS foi efetiva na eliimd@C. albicansATCC (2,5
mg/L; 5 mg/L e 10 mg/L), d&€. albicansresistente a fluconazol (5,0 mg/L e 10,0
mg/L) e daC. glabrataATCC (10 mg/L). Esses resultados foram constatpdts
auséncia de crescimento microbioldgico nas plaedReatri apos 48 horas a 37°C.
O mesmo comportamento foi observado apds a apticde®5,5 J/cfhassociada
ao Photogefhem concentracdes a partir de 5 mg/L f@ralbicansATCC, de 10
mg/L paraC. albicansresistente a fluconazol e de 25 mg/L par@. ajlabrata
resistente a fluconazoA aplicacdo da dose de 18 Jfchioi efetiva para a
inativacao total d&. albicansATCC e resistente a fluconazol (50 mg/L).

Apesar dos relatos encontrados na literatura caceda
susceptibilidade de espécies @andidaa PDT, poucos estudos observaram a
inativacdo total deC. albicang®®® enquanto que a eliminacdo @e glabrataé
um resultado completamente novo. Ja foi demonstgadoa utilizacdo de uma
porfirina catidnica (25 uM) associada a 12,6 J/cm luz halégena resultou na
auséncia de coldnias viaveis @ealbicansapés 48 hord& Embora os FSs com
cargas positivas (catiénico) possam apresentarrratiisdade fotodinamica, os
mesmos autores também demonstraram toxicidade da&ina@o catibnica as
células fungicas previamente a exposicdo lumitipsa dano consideravel em
fibroblastos quando esse FS foi avaliddd@ais fatos poderiam contra-indicar as
porfirinas catibnicas para utilizagdo clinica dalRitimicrobiana. O corante azul

de metileno também foi efetivo em fotossensibila&. albicans promovendo a
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completa eliminagdo desse microrganismo da cavidadeal de ratos
imunossuprimidos, apés iluminagéo com 275 JMenlaser diodd. Para isso os
autores utilizaram concentracdes superiores de4b® ihg/L a 500 mg/L), em
comparacdo com 0 presente estudo, para a inativat@lodeC. albicans No
entanto, os FS utilizados nos dois estudos séoicpnmente distintos, e, portanto,
podem apresentar caracteristicas fotossensibiliaadtiferente. Além disso, a
fonte de luz utilizada por Teichert et@possuia emissdo de luz no comprimento
de onda vermelho, e o estudo foi realizado em #ragl animais infectados por
Candidag o que poderia explicar a necessidade da utilmdedconcentragbes de
FS e doses de luz maiores em relagcéo ao preséund® es

A eliminacao total de espécies @andidapor meio da PDT, pode
apresentar importantes vantagens em relacdo daméatos convencionais com
antifingicos para as infec¢des bucais causadaggs®s microrganismos. Vem
sendo demonstrado que os medicamentos antifangiaas vezes nédo eliminam

a4,12,20

completamente as espeécies Gandid e que, por isso, nado atingem

resultados satisfatérios no tratamento da candidmszal. Chandra et &.
demonstraram que a utilizagcdo de agentes tOpicasstémicos € capaz de
provocar apenas uma reducéo, cerca de 50%, ndaatésimetabdlica de biofilmes
de C. albicans existindo a possibilidade da persisténcia dogarganismos na
infeccdo apds o término do trataméftdParticularmente, no caso da aplicacdo
topica de antifungicos, como a nistatina e o mizoheaos efeitos diluentes da
saliva podem prejudicar a efetividade desses ageardeerradicacdo do agente
etiologico, promovendo uma reducdo da concentrafi@amedicamento para
niveis subterapéuticdsAlém disso, os medicamentos do tipo azol, como o
fluconazol e itraconazol, possuem acdo fungist&atae as células fungicas, e,

portanto, ndo eliminam necessariamente o microsgasii®*

A presenca de
infeccdes recorrentes por causa da sobrevivénciaidrganismo no sitio da
infeccdo é comufh especialmente em individuos com o sistema imgnm6
comprometido, nos quais a eradicacdo do microrgemiadquire fundamental
importancia para que nao haja recidivas. De acoodo os resultados do presente

estudo, a PDT parece ser um método promissor jpéeagio da eliminacao total
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de C. albicanse C. glabratg o que contribuiria para suprir as limitacdes dos
medicamentos convencionais e proporcionar mellresegtados do tratamento.
Para a realizacdo dos experimentos deste edtrdm utilizadas
suspensdes celulares @andidaspp.. A utilizacdo de culturas plancténicas pode
ndo simular fielmente as condi¢bes encontradasvim ja que, clinicamente, os
microrganismos encontram-se agrupados em comursidademplexas,
denominadas biofilmes microbiartd& Segundo Chandra et’d].a sensibilidade
de microrganismos a diferentes tipos de tratamenticsnui consideravelmente
quando séo avaliados biofilmes. Porém, foi demadstrpor Chabrier-Rosell6 et
al”, uma reducdo significativa na atividade metabdliea biofilmes deC.
albicansapoés a fotossensibilizacdo com 10 mg/L de Phafofiiluminacéo a 18
Jlenf. Também ja foi demonstrada a eliminacdo Qlealbicans presente em
linguas de ratos com a utilizacdo do azul de nmetile lasef. Dessa forma, a
utilizacao efetiva da PDT, in vivo, parece ser tampo de estudo promissor. No
presente estudo, as suspensfes celulares utiliZada® obtidas a partir de
culturas em meio liquido, o que favoreceu o dedemaento dos microrganismos
na forma de leveduras, também denominados blastgpo blastoconidia. As
células leveduriformes tém sido consideradas asoresi constituintes de
biofilmes deC. albicansdesenvolvidos in vitro em corpos-de-prova de eesin
acrilica e também sdo capazes de invadir os tedddosais em invaginacdes
mucosa¥'**! No entanto, a forma de hifas @ albicansé considerada a
principal responséavel pelo desenvolvimento de gifies causadas por essa
espécie. Ja foi demonstrada a maior susceptibdidedhifas deC. albicansem
comparacdo com a forma de levedlr&egundo os autores, a parede celular
passa por algumas modificagbes antes, durante eaaptieracdo morfogenética
para a forma de hifas, que resultam na maior sédailbe do microrganismo a
fotoinativagéo. Os resultados obtidos por Blisalétconfirmam essa teoria, pois
observaram, por meio de microscopia confocal, arrénoia de influxo de
Photofrir para o interior das hifas previamente & exposigétnosa. Assim,
embora o presente estudo néo tenha utilizado eslaeC. albicansna forma de

hifas, pode-se supor que a PDT mediada pelo Phofbgeotencialmente efetiva
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na inativagao dessa forma celular@aalbicans tendo em vista que a forma de
leveduras foi susceptivel apos a iluminacdo conuz LED. Os resultados

encontrados no presente estudo poderdo servir qmar@metro para futuras

investigacdes, nas quais a associacdo do Phofogdm do tipo LED podera ser
avaliada em situagdes que simulem as condi¢cOesadas clinicamente.

O efeito antimicrobiano da PDT tem sido descciwno resultado
da interacao de luz de comprimento de onda adeqraadaim composto quimico
nao toxico (FS) e oxigénio, o que promove a forrnadé espécies reativas
capazes de induzir a inativagao celular. O mecamidanfotossensibilizagao tem
inicio quando as moléculas do FS sao irradiadasloamuisivel e os fétons séo
absorvidos pelo FS. Com isso, um elétron é excitidestado fundamental para
o estado singlete (elétrons de spins emparelhaBssg elétron pode retornar ao
estado fundamental emitindo fluorescéncia ou pgssar 0 estado triplete (spins
paralelos). O FS no estado triplete possui um tedgpwida relativamente longo,
0 que permite um aumento do numero de colisbedaam estado excitado, com
outras moléculas (por exemplo, com o oxigénio)aBsteracdo com moléculas
vizinhas pode ocorrer por meio de dois principaecamismos. Os produtos da
reacdo tipo | sdo radicais livres que podem geéaios produtos oxidados.
Entretanto, sdo as reacdes do mecanismo tipo pPriasipais envolvidas no
processo da inativacdo celular. O FS no estaddetigransfere energia ao
oxigénio molecular’®Q,), produzindo o oxigénio singletéd), e o FS retorna ao
seu estado fundamental. A espé¢le é altamente reativa no sistema biolégico e
pode interagir com proteinas e lipideos promoveadmativacdo celula**
Portanto, a aplicacédo de luz sem a presenca deSuméae é capaz de promover a
formagao do oxigénio singlete, sendo fundamentaleaenca de uma substancia
para intermediar o processo de formacdo dos radi€a resultados observados
pela analise das Tabelas 2 e 4 confirmam essa téendo em vista os valores de
log (cfu/mL) obtidos nas condi¢cdes experimentaik+P-Embora tenham sido
apontadas algumas diferencas entre os valoresdgums suspensdes celulares
foram expostas somente as quatro doses de luza $etossensibilizacdo prévia,

os valores demonstrados foram muito semelhantesaosntrole.
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Particularmente para €. albicans os processos fotoquimicos
mediados por derivados da hematoporfirina pareqemqver, inicialmente, uma
alteracdo na membrana citoplasmatica do microrgafiisEsse efeito ocorre,
possivelmente, por meio de alteracdes oxidativalpideos e proteinas presentes
na membrarfa O ergosterol é o principal lipideo presente nambrana
citoplasmatica das células fungicas, responsavalmpedulacdo de propriedades
vitais as células, como fluidez e permeabilidadendanbran&’. A fotoxidacdo do
ergosterol leva a formacdo de oxisterois, que ré@m pazes de manter as
funcbes vitais da membrana citoplasmética, aumdataua permeabilidafie
Dessa forma, o FS pode penetrar para o interiocélidla, e ocasionar danos
irreversiveis a organelas intracelulares, o qua Eeinativacdo celularSegundo
Jor!, o aumento da permeabilidade da membrana durasteprocessos
fotoquimicos iniciais é fundamental para acentuaefe@ito fotodindmico em
células fungicas, pois a inativacdo ocorre efetemate apds a captagdo do FS para
o interior da célula. Tal fato pode ser comprovpdims resultados de Lambrechts
et al®® Segundo esses autores, como a permeabilidade embnana
citoplasmatica é maior para moléculas com cargéiymsa utilizacdo de FSs
catidnicos promoveu a fotoinativacido @ealbicanssob uma baixa dose de iz
O presente estudo utilizou o Photofecomo FS. As suspensées celulares foram
incubadas com esse FS, durante 30 minutos, prentan#e iluminacdo. Esse
periodo é denominado de tempo de pré-irradiacitempo de incubacibe é
fundamental para a realizacdo de PDT em tecidogldmsioo’, pois os FSs sdo
aplicados sistemicamente e precisam atingir o ¢etichoral antes da aplicacao
da luz. Na PDT antimicrobiana, esse periodo taméégecomendado para que o
FS possa se ligar a célula microbiana, fotossdizsibdo-a. Entretanto, ndo existe
um consenso na literatura sobre os tempos de ig&abainimos necessarios para
a fotossensibilizacdo de microrganismos devido andg variedade de FS
aplicados nos estudoA utilizacdo de curtos periodos de incubacédo,damo 1
ou 5 minutos, tem sido suficiente para a fotosedirsicdo deC.albicans,mas a
inativagdo demonstrada nesses estudos ocorre apancisimente, ou seja,

verifica-se apenas uma reducéo da viabilidadearetld microrganisnd¢
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As duas espécies deandidaresistentes a fluconazol utilizadas
neste estudo também foram totalmente inativadas @oADT. Atualmente, a
resisténcia antifiungica é considerada a principaka de falhas na terapia com
antifingico§®. Estudos demonstram que a exposicédo das célul@smtidaspp.
ao fluconazol durante longos periodos pode levardasenvolvimento de
alteracdes nessas células, diminuindo a suscégdithd aos antifiungicos ou,
ainda, promovendo mecanismos de expulsdo do meentanpara fora das
célulag®. Também vem sendo relatado que a utilizacdo deecoracdes néo-
efetivas de antifingicos tépicos e sistémicos paztntribuir para o
desenvolvimento de resisténcia as drdg&s resultados do presente estudo
demonstraram que as diferencas encontradas napsbsicade a PDT entre a
Candida ATCC e a resistente a fluconazol foram estatisterae significantes.
Foram necessarias maiores concentracdes de Phétogem a obtencdo da
inativagdo total daCandida fluconazol-resistente, em comparacdo com a cepa
padrdo, para as duas espécies avaliadas. Um camamto semelhante foi
observado no estudo de Jackson et’ atjue verificaram menores taxas de
mortalidade de cepas azol-resistenteClealbicans em comparagdo com uma
cepa de laboratério, apos aplicagdo de PDT medimia azul de toluidina.
Segundo os autores, como a atuacdo dos FSs usizach PDT ocorre
primariamente na membrana celular dos microrgarsSimas alteraces genéticas
presentes nas células fungicas azol-resistentesivpbieente dificultariam a
fotoinativagdo dessas células. Os medicamentolagitos do tipo azol atuam,
principalmente, na inibicdo da biossintese do ¢egols agindo diretamente na
enzima lanosterol dimetilase que atua via de pradudesse lipidéd O
desenvolvimento de resisténcia antifingica a ef§s® de medicamento &,
normalmente, relacionado a modificacées genétiaasnzima atingida e também
a super-expressdo da enzima no interior céul& aumento na producdo da
enzima poderia, portanto ocasionar uma maior p@adg ergosterol constituinte
da membrana, promovendo modificacdes nessa orgdbahao a fotoinativacéo
depende da oxidacao do ergosterol e consequententmiie permeabilidade da

membrana, € possivel que o efeito fotodinamico @lulas fluconazol resistentes
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seja dificultado. Dessa forma, a utilizacdo de mesicconcentracoes de FS pode
ser justificada, tendo em vista que permitiria amfacdo de maiores quantidades
de oxigénio singlete, necessario para a fotoxidalfi@rgosterol. Todavia, ndo
sdo encontrados estudos na literatura que confiressa possibilidade. Apesar
disso, deve-se ressaltar que as duas espéciéartidaresistentes a fluconazol
utilizadas neste estudo foram totalmente inativamtes a PDT, assim como as
cepas padrdo. Esse resultado possui grande rei@vpaca o tratamento de
infeccdes recorrentes, como a candidose, uma vea DT poderia ser utilizada
também para o tratamento de infeccbes resistentes raedicamentos
convencionais, e a eliminacgéo total do microrganistiiminuiria a possibilidade
de recidivas da doenca. Entretanto, essa hipétesesg ser validada por meio de
estudos clinicos.

Um outro resultado obtido neste estudo foi a @&mia de valores
reduzidos de ufc/mL em relacdo as suspensdes t(labelas 1, 2, 3 e 4). Os
dados obtidos dentro das condi¢cdes experimentamoptas demonstraram que a
inativacdo dos microrganismos avaliados ocorreu dma maneira
concentracdo/dose dependente, pois a taxa de cedbtida apds a aplicagdo da
PDT aumentou proporcionalmente com a aplicagdo dsedd de luz e
concentracdes do Photogemais elevadas. De forma semelhante, outros estudos
também observaram que a concentracdo dd'F® a dose de 1GZ°s&o fatores
que interferem na efetividade da fotossensibiliaad&C. albicanspor compostos
derivados da hematoporfirina. Bertoloni ef albservaram que o porcentual de
sobrevivéncia desse fungo foi reduzido a medidaforeem aumentados o tempo
de iluminacdo das amostras (a dose de luz) e aptracdo do FS. Os autores
demonstraram que a utilizacdo de 10 mg/L da herodtopa provocou uma
reducdo na viabilidade celular da albicansapds 4 minutos de iluminacéo,
enquanto concentracdes inferiores necessitaranmdempo maior de exposicéo
luminos&. No entanto, as doses de luz obtidas com os meridd iluminacédo
avaliados ndo foram fornecidas pelos autores. Bitsal’ também obtiveram
resultados similares ao avaliarem a atividade ndét@bdaC. albicansapés a

PDT mediada pelo Photoffin quando uma curva concentracdo-dependente foi
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observada até a obtencdo do menor valor de flugmesc pelo teste XTT (3
mg/L). Entretanto, esse teste é capaz de mengueaas atividade enzimética da
célula e ndo necessariamente a morte célul@evido a essa limitacdo, o
presente estudo utilizou o método da contagem ftaslu para a avaliacdo da
inativagdo dos microrganismos. Dessa forma, a lmzacao celular dos fungos
foi efetivamente constatada pela auséncia ou redugé crescimento
microbioldgico nas placas de Petri ap0s a aplicaigdBDT, e foi verificado que
baixas concentracdes do Photofesrigem altas doses de luz para a obtencéo da
inativacdo daCandidg e que altas concentragdes séo efetivas em desks d
inferiores. Entretanto, a utilizagcdo de baixas eatracoes de FS pode né&o ser
adequada, pois o dano celular provocado pode @cemieniveis que permitam a
reparacéo celular, e, assim, a inativacdo nao exaefetivamenfe Apesar disso,

0 uso de concentracdes subletais de FS pareceenéapmz de induzir resisténcia
nas células fangicad$ devido ao mecanismo de acéo da PDT.

As propriedades fotossensibilizadoras de subsisincorantes,
como o azul de metileno e o azul de toluidina, g&amkiém sido avaliadas.
Wilson, Mig®” demonstraram que o azul de toluidina foi efetimoappromover a
inativacdo deCandidaspp. apos a aplicacdo da luz de um laser de hédaio.
Souza et al® observaram que a iluminagéo de suspensées celuiane laser (28
Jlenf), na presenca de 100 mg/L de azul de metilenan@veu 80% de reducéo
no numero de ufc/mL de espécies@indida A mesma concentracdo de azul de
metileno (100 mg/L) também foi efetiva em reduzimionero de coldnias viaveis
de C. albicans quando uma luz policromatica era aplicada (15n2Jf& Além
disso, outros microrganismos também tem sido efetente inativados com a
utilizacéo desses compostos, coioaureu&®® S. mutan§*®® S. sobrinu¥’, L.
caset®, A. viscosu§ e P. gingivali€* . No entanto, devido as caracteristicas
corantes, a utilizacdo intrabucal dessas substpoderia ocasionar alteracdo na
cor de superficies dentais, protéticas e de remtaas resinosas. Dessa forma,
para o tratamento de infeccbes bucais como a aaselidseria apropriada a
utilizagdo de substancias que ndo ocasionassemharaeato as superficies

dentais e reabilitadoras. O Photo§emado possui propriedades corantes e,
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portanto, poderia ser utilizado com maior segurarapacientes portadores de
restauracdes estéticas e em usuarios de prétetésiae

Os resultados deste estudo demonstraram que glabrata
necessitou de maiores concentracoes de FS e doses ghra sua inativacéo, em
comparacdo com@. albicans Essa diferenca é claramente observada nas Figuras
10, 11, 14 e 15. Outros estudos ja observaram spas eluas espécies@eandida
podem apresentar comportamentos distintos antiagitos e PDT®* Bliss et
al.” observaram resisténcia @ glabrataem ser inativada com 10 mg/L de
Photofrin e 9 J/cfde luz, enquanto @. albicansteve sua atividade metabdlica
reduzida em mais de 80% sob as mesmas condi¢cOedrsgptais. Uma andlise
das células d€. glabrataem microscopia de fluorescéncia demonstrou que néo
ocorreu a captacao do FS para o interior das sglsilmerindo que esse fator esta
relacionado com a reduzida susceptibilidade desspéce aos efeitos
fotodinamicod. Filogeneticamente, @. albicanse aC. glabratasdo distintas, e
algumas caracteristicas intrinsecas das espéci¢do emelacionadas a
comportamentos diferentes em relacdo aos fatoreguléncia” e capacidade de
adesdo a superficies acrilitasDa mesma forma, pode-se supor que algumas
dessas peculiaridades inerente€.aglabrata possam atuar como resisténcia a
inativacdo celular por meio de processos fotoquisjicomo é o caso da PDT.
Tem sido sugerido que &. glabrata possui uma maior hidrofobicidade
superficial em relacéo @. albicané’. Tal caracteristica é responsavel por uma
maior tendéncia das células @eglabrataa se apresentarem co-aderidas umas as
outras, quando na forma de blastoconideos. Para gfeto fotodinamico ocorra,
€ necessario que o oxigénio singlete seja formatd@rmximidade ao seu alvo,
devido ao seu tempo de vida curto e baixa capaeidadiifusdo em agidDessa
forma, o fenbmeno de co-adesao entre as célulds. dgabrata poderia estar
associado a uma maior dificuldade do oxigénio silegém atingir a superficie das
células fungicas, diminuindo a efetividade da terafNo entanto, nenhuma
informacao especifica é apontada na literatura.

E importante lembrar que este foi um estudo zadb in vitro, no

qual ndo foram simuladas todas as condi¢Ges emac@astrclinicamente. Dessa
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forma, embora os resultados tenham demonstrada T possa representar
uma alternativa promissora para o tratamento daidase, inclusive em
infeccdes resistentes, a interpretacado dos dadessee feita com cautela. Alguns
aspectos dessa modalidade terapéutica ainda prese&aesclarecidos em futuras
investigacdes, como a susceptibilidade de biofildesCandida a PDT, a
influéncia da saliva na efetividade da terapia gossibilidade de sua aplicacéo

sem a ocorréncia de efeitos colaterais aos tesiagacentes.
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Com base nas condi¢cdes experimentais do pressbielo, foi

possivel concluir que:

1. A utilizacdo da PDT com LED associada ao PhotSgém
efetiva na inativacdo das duas espéciesCdadida avaliadas,
ATCC e resistente a fluconazol.

2. A reducgao da viabilidade dos microrganismos foietelente da
concentracéo de Photog®m dose de luz aplicada.

3. A combinacdo de 25 mg/L e 50 mg/L do Photo§eoom
iluminacao a 37,5 J/chtlo LED promoveu a total inviabilizacdo de
todas as suspensodes celulare€dedidaavaliadas.

4. A minima dose de luz necessaria para a inativag&h dlbicans
ATCC e fluconazol resistente foi de 18 Jfcem associacdo com
50 mg/L do Photogefh

5. A C. glabrataATCC foi totalmente inativada apenas com a dose
de luz de 37,5 Jichmassociada ao Photogram concentracées a
partir de 10 mg/L.

6. A C. glabrata resistente a fluconazol foi inativada com a
associacdo de 25,5 J/tde luz e 25 mg/L de Photog&m
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pendice 1

Célculos realizados para a obtencdo das propos;tlizadas no
preparo das cinco concentracdes do Photo§em partir da solucéo estoque.

¢ Proporcéo utilizada para se obter a concentrac&onalg/L:

Solugéo estoque 1000 mg/L ---------- 100%
Solugdo diluida 5 mg/L --------------- X

X =500/1000

X=05%

¢ Proporcéo utilizada para se obter a concentraca® adeg/L:

Solugao estoque 1000 mg/L ---------- 100%
Solugdo diluida 10 mg/L -------------- X

X =1000/1000

X=1,0%

¢ Proporcéo utilizada para se obter a concentrac20 adeg/L:

Solugéo estoque 1000 mg/L ---------- 100%
Solucdo diluida 20 mg/L ------------- X

X =2000/1000

X=2,0%
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¢ Proporcéo utilizada para se atingir a concentrdeds0 mg/L:

Solugao estoque 1000 mg/L ---------- 100%
Solugdo diluida 50 mg/L ------------- X

X =5000/1000

X=50%

¢ Proporcéo utilizada para se atingir a concentrdedb00 mg/L:

Solugéo estoque 1000 mg/L ---------- 100%
Solucgdo diluida 100 mg/L ------------- X

X =10000/1000

X=10,0%



Tpendice 2

Célculos realizados para a obtencdo dos temposlulminacéo

das amostras d€andida spp.

A dose de luz (J/cfpé calculada por meio de uma férmula, na qual
o seu valor é diretamente proporcional & intensidelluz do parelho (W/chne

ao tempo de iluminagéo (segundos):
Dose (J/cm) = 1 (W/em?) X T (s)

E importante ressaltar que a intensidade de bitida por meio da
multiplicacdo da poténcia de saida do aparelhop®\g area de iluminac&o (ém
Este valor € fixo e foi fornecido pelo Instituto Bésica de S&o Carlos (IFSC)
juntamente com as instrucfes para utilizacdo da TRible”. Como na maioria
das fontes de luz, o valor da intensidade foi foide na unidade mW, ou seja,
Watts divididos por mil. Portanto, para inserireesalor na formula, foi preciso
fazer a transformacédo de unidades. Dessa formaJop &a intensidade de 12,5
mW/cnt foi convertido para 0,0125 W/ém

¢ Célculo do tempo de iluminacéo para a dose deJl6r5:

Dose (J/cf) = | (W/cnf) x T (s)
10,5 J/crh= 0,0125 W/crAx T
T =10,5 J/crfv 0,0125 W/crh
T =840 s ou 14 minutos
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¢ Célculo do tempo de iluminagéo para a dose dect&:J/

Dose (J/cf) = | (W/ent) x T (s)
18 J/cri= 0,0125 W/crhx T

T = 18 J/crfi/ 0,0125 W/crh

T = 1440 s ou 24 minutos

¢ Calculo do tempo de iluminacéo para a dose de 265

Dose (J/crf) = | (W/enf) x T (s)
25,5 J/crh= 0,0125 W/crix T
T = 25.5 J/crfv 0,0125 W/crh
T = 2040 s ou 34 minutos

¢ Célculo do tempo de iluminacéo para a dose de B#5:

Dose (J/crf) = | (W/enf) x T (s)
37.5 J/crh= 0,0125 W/crix T
T =37.5 J/crfV 0,0125 W/crh
T = 3000 s ou 50 minutos



Spendice 3

O projeto e protocolo de pesquisa referente a estudo, foi
encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa dadaaeuide Odontologia de
Araraquara (CEP). Estavam incluidos no projeto awiinicialmente, dois
estudos distintos, que continham a proposta deagdo de cepas de origem
clinica para avaliacdo da efetividade da PDT. Ntardn, apenas a pesquisa
relativa a esta dissertacdo foi concluida. Dessadpos resultados obtidos neste
estudo foram enviados como relatério parcial paepreciacdo do CEP, que o

considerou aprovado.
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Tabela A1 — Condi¢gbes experimentais avaliadas pada microrganismo
exposto a PDT. Os parametros dose de luz e coacéntrde Photogém

foram variados

Parametros da Terapia Fotodinamica

Condicdes
experimentais Dose de luz Concentracao do
(Jlcnd) Photogerfi (mg/L)
1 P-L- — Controle
Positivo
2 P-L+ 37,5
3 P-L+ 25,5
4 P-L+ 18,0
5P-L+ 10,5
6 P+L- 50
7 P+L- 25
8 P+L- 10
9 P+L- 5
10 P+L- 25
11 P+L+ 37,5 50
12 P+L+ 37,5 25
13 P+L+ 37,5 10
14 P+L+ 37,5 5
15 P+L+ 37,5 2,5
16 P+L+ 25,5 50
17 P+L+ 25,5 25
18 P+L+ 25,5 10
19 P+L+ 25,5 5
20 P+L+ 25,5 2,5
21 P+L+ 18,0 50
22 P+L+ 18,0 o5
23 P+L+ 18,0 10
24 P+L+ 18,0 5
25 P+L+ 18,0 2,5
26 P+L+ 10,5 50
27 P+L+ 10,5 25
28 P+L+ 10,5 10
29 P+L+ 10,5 5

30 P+L+ 10,5 2,5




pendice 5

Resultados de contagem celular obtidos nas obeslic

experimentais avaliadas.
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Tabela A2 — Valores originais obtidos com a expgsidas suspensdes Ge

albicansATCC a 37,5 J/cfy ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0 0,00E+00
84,666667 3,39E+06
90 87,333333 3,49E+06
70 67 2,68E+06

o

25 mg/L

10 mg/L

5 mg/L
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Tabela A3 — Valores originais obtidos com a expgsidas suspensdes Ge

albicansATCC a 25,5 J/cy ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

NUmero de colbnias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 1 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

5 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

2,5 mg/L 1 16 14 18 16 6,40E+04
2 62 66 74 67,333333 2,69E+05

3 67 65 71 67,666667 2,71E+05

0 mg/L 1 62 111 77 83,333333 3,33E+06
2 83 104 121 102,66667 4,11E+06

3 74 72 85 77 3,08E+06
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Tabela A4 — Valores originais obtidos com a expsidas suspensdes Ge

albicansATCC a 18 J/cth ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

NUmero de colbnias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 1 5 0 2 8,00E+01
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 111 119 118 116 4,64E+04
2 51 100 97 82,666667 3,31E+04

3 117 85 74 92 3,68E+04

5 mg/L 1 106 118 115 113 4,52E+05
2 119 111 106 112 4,48E+05

3 109 111 72 97,333333 3,89E+05

2,5 mg/L 1 87 74 93 84,666667 3,39E+06
2 80 88 89 85,666667 3,43E+06

3 91 70 88 83 3,32E+06

0 mg/L 1 119 124 118 120,33333 4,81E+06
2 116 125 117 119,33333 4,77E+06

3 123 126 128 125,66667 5,03E+06

Tabela A5 Valores originais obtidos com a exposigas suspensdes dg

albicansATCC a 10,5 J/cfy ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 43 38 50 43,666667 1,75E+05
2 119 105 103 109 4,36E+05

3 121 105 100 108,66667 4,35E+05

25 mg/L 1 51 43 41 45 1,80E+06
2 61 41 48 50 2,00E+06

3 51 47 52 50 2,00E+06

10 mg/L 1 60 73 63 65,333333 2,61E+06
2 55 49 62 55,333333 2,21E+06

3 86 59 66 70,333333 2,81E+06

5 mg/L 1 63 59 42 54,666667 2,19E+06
2 76 91 84 83,666667 3,35E+06

3 56 69 64 63 2,52E+06

2,5 mg/L 1 56 77 60 64,333333 2,57E+06
2 65 51 73 63 2,52E+06

3 80 57 69 68,666667 2,75E+06

0 mg/L 1 90 101 75 88,666667 3,55E+06
2 86 77 111 91,333333 3,65E+06

3 54 41 55 50 2,00E+06
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Tabela A6 — Valores originais obtidos com suspens@elulares do
microrganismoC. albicansATCC, sem exposi¢cdo ao LED, apos 48 horas da

semeadura em placas de Petri

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 137 151 134 140,66667 5,63E+06
2 120 115 106 113,66667 4,55E+06

3 148 131 137 138,66667 5,55E+06

25 mg/L 1 161 145 150 152 6,08E+06
2 144 132 187 154,33333 6,17E+06

3 151 147 112 136,66667 5,47E+06

10 mg/L 1 140 153 148 147 5,88E+06
2 155 149 162 155,33333 6,21E+06

3 170 149 176 165 6,60E+06

5 mg/L 1 155 146 150 150,33333 6,01E+06
2 96 113 101 103,33333 4,13E+06

3 149 154 155 152,66667 6,11E+06

2,5 mg/L 1 134 125 125 128 5,12E+06
2 158 169 142 156,33333 6,25E+06

3 123 119 139 127 5,08E+06

0 mg/L 1 92 101 78 90,333333 3,61E+06
2 102 97 91 96,666667 3,87E+06

3 157 161 167 161,66667 6,47E+06

4 105 118 107 110 4,40E+06

5 107 121 124 117,33333 4,69E+06




Tpéndlce &. 128

Tabela A7 — Valores originais obtidos com a expisigas suspensdes @e
albicans10R a 37,5 J/cfapds 48 horas da semeadura em placas de Petri

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

5 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

2,5 mg/L 1 49 64 71 61,33333 2,45E+05
2 68 68 59 65 2,60E+05

3 91 74 106 90,33333 3,61E+05

0 mg/L 1 76 58 95 76,33333 3,05E+06
2 84 55 36 58,33333 2,33E+06

3 87 69 71 75,66667 3,03E+06

Tabela A8 — Valores originais obtidos com a expisigas suspensdes @e

albicans10R a 25,5 J/cfnapds 48 horas da semeadura em placas de Petri
Numero de colbnias vidveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL
50 mg/L 0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
10 mglL 0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
0 0 0 0 0,00E+00
2,5 mg/L 131 156 141 142,6667 5,71E+05
170 169 165 168 6,72E+05
127 120 99 115,3333 4,61E+05
0 mg/L 46 59 55 53,33333 2,13E+06
66 67 48 60,33333 2,41E+06

39 31 51 40,33333  1,61E+06
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Tabela A9 — Valores originais obtidos com a expsidas suspensdes Ge
albicans10R a 18 J/cfyapds 48 horas da semeadura em placas de Petri

Ndmero de colbnias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 53 65 49 55,66667 2,23E+03
2 36 34 37 35,66667 1,43E+03

3 31 39 30 33,33333 1,33E+03

10 mg/L 1 50 35 49 44,66667 1,79E+06
2 42 38 45 41,66667 1,67E+06

3 39 41 36 38,66667 1,55E+06

5 mg/L 1 51 58 60 56,33333 2,25E+06
2 80 68 102 83,33333 3,33E+06

3 92 87 89 89,33333 3,57E+06

2,5 mg/L 1 64 97 109 920 3,60E+06
2 82 109 97 96 3,84E+06

3 65 63 90 72,66667 2,91E+06

0 mg/L 1 78 84 55 72,33333 2,89E+06
2 127 118 101 115,3333 4,61E+06

3 107 81 95 94,33333 3,77E+06

Tabela A10 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensoes de
C. albicanslOR a 10,5 J/cimap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 43 45 36 41,33333 1,65E+05
2 142 139 136 139 5,56E+05

3 131 85 127 114,3333 4,57E+05

25 mg/L 1 91 104 95 96,66667 3,87E+06
2 60 64 48 57,33333 2,29E+06

3 59 87 83 76,33333 3,05E+06

10 mg/L 1 97 93 100 96,66667 3,87E+06
2 128 89 138 118,3333 4,73E+06

3 91 73 86 83,33333 3,33E+06

5 mg/L 1 108 103 99 103,3333 4,13E+06
2 104 94 75 91 3,64E+06

3 91 75 121 95,66667 3,83E+06

2,5 mg/L 1 89 83 108 93,33333 3,73E+06
2 101 110 122 111 4,44E+06

3 78 95 113 95,33333 3,81E+06

0 mg/L 1 106 95 98 99,66667 3,99E+06
2 81 79 65 75 3,00E+06

3 114 95 87 98,66667 3,95E+06
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Tabela A1l — Valores originais obtidos com suspessoelulares do
microrganismoC. albicans10R, sem exposicdo ao LED, apds 48 horas da

semeadura em placas de Petri

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 117 115 104 112 4,48E+06
2 102 95 89 95,33333 3,81E+06

3 118 110 117 115 4,60E+06

25 mg/L 1 116 104 115 111,6667 4,47E+06
2 118 132 111 120,3333 4,81E+06

3 111 97 100 102,6667 4,11E+06

10 mg/L 1 104 115 108 109 4,36E+06
2 113 104 106 107,6667 4,31E+06

3 117 114 126 119 4,76E+06

5 mg/L 1 102 94 106 100,6667 4,03E+06
2 96 113 101 103,3333  4,13E+06

3 114 114 109 112,3333  4,49E+06

2,5 mg/L 1 101 113 118 110,6667 4,43E+06
2 132 125 125 127,3333 5,09E+06

3 123 119 129 123,6667 4,95E+06

0 mg/L 1 124 124 93 113,6667 4,55E+06
2 100 126 103 109,6667 4,39E+06

3 120 101 115 112 4,48E+06

4 116 112 88 105,3333 4,21E+06

5 120 113 125 119,3333 4,77E+06
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Tabela A12 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspenstes de
C. albicans15R a 37,5 J/cfap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de coldnias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3  Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
17 20 8,00E+02
26,33333 1,05E+03

13 5,20E+02
71,66667 2,87E+06

62 2,48E+06
35,33333 1,41E+06

25 mg/L

10 mg/L

5 mg/L

cNeoNeoNeoNeolNoNoNolNolNolNo
o NeolNeolNeleolNoNolNolNololNolNol
eNeoNeoNeolNololNoNolNolNolNo
cNeoNeoNeolNolloNolNolNolNolNolNol

2,5 mg/L

DR N W
W NN O
D~ W
O PP
(ool B \V)
w w R

0 mg/L

WN P WNPFEPOWONPFPWONPEPOWONPEPWDN
~
~
a1
oo
al
A

w
A
)
0
N
'—\

Tabela A13 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de
C. albicans15R a 25,5 J/cfap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3  Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

5 mg/L 1 35 40 47 40,66667 1,63E+04

2 35 34 35 34,66667 1,39E+04

3 51 32 46 43 1,72E+04

2,5 mg/L 1 106 101 103 103,3333 4,13E+05
2 73 46 64 61 2,44E+05

3 49 65 66 60 2, 40E+05

0 mg/L 1 71 63 69 67,66667 2,71E+06

2 52 47 55 51,33333 2,05E+06

3 79 79 67 75 3,00E+06
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Tabela Al4 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. albican: 15R a 18 J/c?, apos 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3  Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 1 38 35 30 34,33333 1,37E+05
2 34 30 33 32,33333 1,29E+05
3 31 38 36 35 1,40E+05
2,5 mg/L 1 56 50 57 54,33333 2,17E+06
2 36 47 47 43,33333 1,73E+06
3 31 27 25 27,66667 1,11E+06
0 mg/L 1 109 125 121 118,3333 4,73E+06
2 137 129 117 127,6667 5,11E+06
3 115 127 129 123,6667 4,95E+06

Tabela A15 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. albicans15R a 10,5 J/cfap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 34 38 38 36,66667 1,47E+04
2 42 35 40 39 1,56E+04

3 31 20 32 27,66667 1,11E+04

25 mg/L 1 61 47 55 54,33333 2,17E+05
2 64 74 74 70,66667 2,83E+05

3 47 46 40 44,33333 1,77E+05

10 mg/L 1 47 46 52 48,33333 1,93E+06
2 59 57 56 57,33333 2,29E+06

3 a7 32 42 40,33333 1,61E+06

5 mg/L 1 97 97 103 99 3,96E+06

2 111 125 118 118 4,72E+06

3 109 113 121 114,3333 4,57E+06

2,5 mg/L 1 104 113 119 112 4,48E+06
2 89 101 95 95 3,80E+06

3 121 118 123 120,6667 4,83E+06

0 mg/L 1 115 107 99 107 4,28E+06

2 104 104 111 106,3333 4,25E+06

3 103 97 110 103,3333 4,13E+06
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Tabela A16 — Valores originais obtidos com suspessoelulares do
microrganismoC. albicans15R, sem exposicdo ao LED, apos 48 horas da

semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3 ~ Média ufc/mL

50 mg/L 1 107 119 102 109,3333 4,37E+06
2 127 110 107 114,6667 4,59E+06
3 110 118 114 114 4,56E+06
25 mg/L 1 119 121 121 120,3333 4,81E+06
2 125 120 118 121 4,84E+06
3 117 125 111 117,6667 4,71E+06
10 mg/L 1 104 97 97 99,33333 3,97E+06
2 106 111 102 106,3333 4,25E+06
3 91 106 102 99,66667 3,99E+06
5 mg/L 1 123 115 119 119 4,76E+06
2 118 107 115 113,3333 4,53E+06
3 120 116 118 118 4,72E+06
2,5 mg/L 1 113 118 102 111 4,44E+06
2 119 125 113 119 4,76E+06
3 107 110 94 103,6667 4,15E+06
0 mg/L 1 99 80 113 97,33333 3,89E+06
2 112 119 105 112 4,48E+06
3 130 127 121 126 5,04E+06
4 119 102 121 114 4,56E+06
5 124 117 119 120 4,80E+06
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Tabela A17 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensfes de

C. albican: 23R a 37,5 J/c?, apds 48 horas da semeadura em placas d
NUmero de colbnias viaveis

Photogem® Triplicata  Triplicata  Triplicata
Amostra 1 2 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
2,5 mg/L 1 59 105 100 88 3,52E+03
2 75 60 103 79,333333 3,17E+03
3 30 34 62 42 1,68E+03
0 mg/L 1 134 140 136 136,66667 5,47E+05
2 145 133 147 141,66667 5,67E+05
3 163 157 146 155,33333 6,21E+05

Tabela A18 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. albicans23R a 25,5 J/cfap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri
Numero de colbnias vidveis

Photogem® Triplicata  Triplicata  Triplicata
Amostra 1 2 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 1 106 96 94 98,666667 3,95E+03
2 100 94 102 98,666667 3,95E+03
3 59 60 71 63,333333 2,53E+03
2,5 mg/L 1 63 64 76 67,666667 2,71E+04
2 74 73 74 73,666667 2,95E+04
3 45 58 50 51 2,04E+04
0 mg/L 1 48 39 41 42,666667 1,71E+06
2 57 46 49 50,666667 2,03E+06
3 61 58 43 54 2,16E+06
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Tabela A19 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. albican: 23R a 18 J/c?, ap6s 48 horas da semeadura em placas d
NUmero de colbnias viaveis

Photogem® Triplicata  Triplicata  Triplicata
Amostra 1 2 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 1 36 50 30 38,666667 1,55E+04
2 33 31 31 31,666667 1,27E+04
3 32 35 32 33 1,32E+04
2,5 mg/L 1 68 75 76 73 2,92E+05
2 84 90 99 91 3,64E+05
3 55 51 63 56,333333 2,25E+05
0 mg/L 1 79 85 89 84,333333 3,37E+06
2 91 99 84 91,333333 3,65E+06
3 102 98 89 96,333333 3,85E+06

Tabela A20 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. albican: 23R a 10,5 J/c?, apds 48 horas da semeadura em placas d

NuUmero de colbnias viaveis

Photogem® Triplicata  Triplicata  Triplicata
Amostra 1 2 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 34 30 43 35,666667 1,43E+05
2 31 37 31 33 1,32E+05
3 45 37 33 38,333333 1,53E+05
25 mg/L 1 40 48 52 46,666667 1,87E+05
2 113 100 97 103,33333 4,13E+05
3 34 37 41 37,333333 1,49E+05
10 mg/L 1 81 73 73 75,666667 3,03E+06
2 31 33 37 33,666667 1,35E+06
3 50 56 76 60,666667 2,43E+06
5 mg/L 1 64 77 69 70 2,80E+06
2 52 63 55 56,666667 2,27E+06
3 68 62 57 62,333333 2,49E+06
2,5 mg/L 1 79 86 77 80,666667 3,23E+06
2 75 73 81 76,333333 3,05E+06
3 93 87 95 91,666667 3,67E+06
0 mg/L 1 99 106 101 102 4,08E+06
2 100 103 95 99,333333 3,97E+06
3 112 109 105 108,66667 4,35E+06
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Tabela A21 — Valores originais obtidos com suspessoelulares do
microrganismoC. albicans23R, sem exposicdo ao LED, apos 48 horas da
semeadura em placas de Petri

NlUmero de colbnias viaveis

Photogem® Triplicata  Triplicata  Triplicata
Amostra 1 2 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 92 87 87 88,666667 3,55E+06
2 107 95 102 101,33333 4,05E+06
3 91 105 83 93 3,72E+06
25 mg/L 1 89 93 100 94 3,76E+06
2 103 109 112 108 4,32E+06
3 98 110 98 102 4,08E+06
10 mg/L 1 117 106 111 111,33333 4,45E+06
2 121 119 119 119,66667 4,79E+06
3 115 120 117 117,33333 4,69E+06
5 mg/L 1 126 109 110 115 4,60E+06
2 115 110 112 112,33333 4,49E+06
3 132 125 119 125,33333 5,01E+06
2,5 mg/L 1 120 123 117 120 4,80E+06
2 104 116 99 106,33333 4,25E+06
3 119 106 112 112,33333 4,49E+06
0 mg/L 1 94 86 95 91,666667 3,67E+06
2 115 101 124 113,33333 4,53E+06
3 86 120 104 103,33333 4,13E+06
4 121 114 103 112,66667 4,51E+06
5 126 109 115 116,66667 4,67E+06
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Tabela A22 — Valores originais obtidos com a exgzsidas suspensfesde

glabrate ATCC a 37,5 J/cP, apés 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
5 mg/L 1 110 89 70 89,66667 3,59E+04
2 122 120 110 117,3333 4,69E+04
3 37 37 30 34,66667 1,39E+04
2,5 mg/L 1 134 180 140 151,3333 6,05E+05
2 74 73 85 77,33333 3,09E+05
3 108 158 167 144,3333 5,77E+05
0 mg/L 1 70 52 52 58 2,32E+06
2 30 44 56 43,33333 1,73E+06
3 33 44 52 43 1,72E+06

Tabela A23 — Valores originais obtidos com a exgiisidas suspensbesde
glabrataATCC a 25,5 J/ch) ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias viaveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 3 2 1 2 8,00E+01
2 1 2 2 1,666667 6,67E+01
3 3 3 2 2,666667 1,07E+02
25 mg/L 1 92 93 93  92,66667 3,71E+03
2 54 75 60 63  2,52E+03
3 31 36 36 34,33333 1,37E+03
10 mg/L 1 111 113 81  101,6667 4,07E+05
2 132 126 97  118,3333 4,73E+05
3 95 84 94 91  3,64E+05
5 mg/L 1 57 64 64 6166667 2,47E+06
2 119 131 106  118,6667 4,75E+06
3 101 83 83 89  3,56E+06
2,5 mg/L 1 138 101 119 119,3333 4,77E+06
2 99 154 130  127,6667 5,11E+06
3 103 99 78 93,33333 3,73E+06
0 mg/L 1 145 179 127 150,3333 6,01E+06
2 127 131 136 131,3333 5,25E+06
3 115 152 103 123,3333 4,93E+06




Tpéndlce &. 138

Tabela A24 — Valores originais obtidos com a exgiisidas suspensdes@e

glabrate ATCC a 18 J/ci?, ap6s 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 51 74 66 63,66667 2,55E+04
2 89 87 76 84 3,36E+04
3 32 38 30 33,33333 1,33E+04
25 mg/L 1 185 178 194 185,6667 7,43E+05
2 169 140 200 169,6667 6,79E+05
3 136 149 164 149,6667 5,99E+05
10 mg/L 1 109 96 110 105 4,20E+06
2 83 77 108 89,33333 3,57E+06
3 129 114 101 114,6667 4,59E+06
5 mg/L 1 118 94 123 111,6667 4,47E+06
2 80 83 98 87 3,48E+06
3 107 105 114 108,6667 4,35E+06
2,5 mg/L 1 110 112 115 112,3333 4,49E+06
2 117 126 125 122,6667 4,91E+06
3 110 105 110 108,3333 4,33E+06
0 mg/L 1 85 97 98 93,33333 3,73E+06
2 98 125 130 117,6667 4,71E+06
3 96 94 91 93,66667 3,75E+06

Tabela A25 — Valores originais obtidos com a exgxsidas suspensdes@e
glabrataATCC a 10,5 J/ch) ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias viaveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3  Média ufc/mL

50 mg/L 1 27 25 30 27,33333 1,09E+06
2 31 72 39 47,33333 1,89E+06
3 55 69 58 60,66667 2,43E+06
25 mg/L 1 151 134 122 135,6667 5,43E+06
2 132 163 145 146,6667 5,87E+06
3 95 117 116 109,3333 4,37E+06
10 mg/L 1 83 104 122 103 4,12E+06
2 126 139 117 127,3333 5,09E+06
3 143 136 139 139,3333 5,57E+06
5 mg/L 1 139 131 147 139 5,56E+06
2 131 136 138 135 5,40E+06
3 127 109 131 122,3333 4,89E+06
2,5 mg/L 1 130 104 121 118,3333 4,73E+06
2 134 131 143 136 5,44E+06
3 107 132 138 125,6667 5,03E+06
0 mg/L 1 131 103 124 119,3333 4,77E+06
2 138 137 144 139,6667 5,59E+06
3 109 136 105 116,6667 4,67E+06
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Tabela A26 — Valores originais obtidos com suspessoOelulares do
microrganismdC. glabrataATCC, sem exposicédo ao LED, apds 48 horas da

semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 157 181 174 170,6667 6,83E+06
2 170 140 156 155,3333 6,21E+06
3 168 154 163 161,6667 6,47E+06
25 mg/L 1 161 145 150 152 6,08E+06
2 144 132 187 154,3333 6,17E+06
3 169 154 157 160 6,40E+06
10 mg/L 1 140 153 148 147 5,88E+06
2 161 149 156 155,3333 6,21E+06
3 178 153 166 165,6667 6,63E+06
5 mg/L 1 155 146 150 150,3333 6,01E+06
2 132 151 146 143 5,72E+06
3 154 157 157 156 6,24E+06
2,5 mg/L 1 134 125 125 128 5,12E+06
2 139 146 142 142,3333 5,69E+06
3 132 129 147 136 5,44E+06
0 mg/L 1 138 145 131 138 5,52E+06
2 127 135 118 126,6667 5,07E+06
3 127 98 107 110,6667 4,43E+06
4 134 127 86 115,6667 4,63E+06
5 157 181 177 171,6667 6,87E+06
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Tabela A27 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. glabrata50R a 37,5 J/cmapods 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 31 30 34 31,66667 1,27E+04
2 35 37 37 36,33333 1,45E+04
3 41 30 33 34,66667 1,39E+04
5 mg/L 1 38 33 42 37,66667 1,51E+06
2 45 37 32 38 1,52E+06
3 42 31 35 36 1,44E+06
2,5 mg/L 1 63 51 53 55,66667 2,23E+06
2 53 48 51 50,66667 2,03E+06
3 52 45 60 52,33333 2,09E+06
0 mg/L 1 58 63 63 61,33333 2,45E+06
2 74 85 71 76,66667 3,07E+06
3 65 61 73 66,33333 2,65E+06

Tabela A28 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. glabrata50R a 25,5 J/cimapods 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias viaveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 72 73 78 74,33333 2,97E+05
2 106 101 94 100,3333 4,01E+05
3 98 100 75 91 3,64E+05
5 mg/L 1 183 198 187 189,3333 7,57E+05
2 205 191 198 198 7,92E+05
3 188 216 222 208,6667 8,35E+05
2,5 mg/L 1 78 85 56 73 2,92E+06
2 77 74 76 75,66667 3,03E+06
3 55 57 62 58 2,32E+06
0 mg/L 1 95 110 97 100,6667 4,03E+06
2 84 114 133 110,3333 4,41E+06
3 91 106 127 108 4,32E+06
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Tabela A29 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de
C. glabrata50R a 18 J/cfy ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 38 34 31 34,33333 1,37E+06
2 31 35 38 34,66667 1,39E+06
3 34 34 37 35 1,40E+06
25 mg/L 1 83 74 80 79 3,16E+06
2 87 94 92 91 3,64E+06
3 59 85 93 79 3,16E+06
10 mg/L 1 118 107 86 103,6667 4,15E+06
2 87 74 109 90 3,60E+06
3 124 106 120 116,6667 4,67E+06
5 mg/L 1 107 83 145 111,6667 4,47E+06
2 137 152 144 144,3333 5,77E+06
3 77 104 95 92 3,68E+06
2,5 mg/L 1 110 139 119 122,6667 4,91E+06
2 128 110 124 120,6667 4,83E+06
3 105 133 119 119 4,76E+06
0 mg/L 1 132 138 140 136,6667 5,47E+06
2 173 145 116 144,6667 5,79E+06
3 155 177 126 152,6667 6,11E+06

Tabela A30 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. glabrat: 50R a 10,5 J/c?, apés 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 142 129 137 136 5,44E+06
2 140 116 138 131,3333 5,25E+06
3 120 120 162 134 5,36E+06
25 mg/L 1 127 139 141 135,6667 5,43E+06
2 156 140 137 144,3333 5,77E+06
3 127 156 131 138 5,52E+06
10 mg/L 1 133 141 157 143,6667 5,75E+06
2 174 145 121 146,6667 5,87E+06
3 110 115 174 133 5,32E+06
5 mg/L 1 148 143 134 141,6667 5,67E+06
2 175 146 151 157,3333 6,29E+06
3 149 132 141 140,6667 5,63E+06
2,5 mg/L 1 176 183 175 178 7,12E+06
2 161 154 178 164,3333 6,57E+06
3 166 161 172 166,3333 6,65E+06
0 mg/L 1 147 155 151 151 6,04E+06
2 168 174 174 172 6,88E+06
3 153 142 161 152 6,08E+06
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Tabela A31 — Valores originais obtidos com suspesisbelulares do
microrganismoC. glabrata50R, sem exposi¢do ao LED, apds 48 horas da

semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 148 135 139 140,6667 5,63E+06
2 142 156 144 147,3333 5,89E+06
3 137 140 135 137,3333 5,49E+06
25 mg/L 1 132 149 151 144 5,76E+06
2 148 148 142 146 5,84E+06
3 159 161 149 156,3333 6,25E+06
10 mg/L 1 139 156 127 140,6667 5,63E+06
2 156 151 149 152 6,08E+06
3 155 163 169 162,3333 6,49E+06
5 mg/L 1 158 164 145 155,6667 6,23E+06
2 151 163 161 158,3333 6,33E+06
3 149 154 142 148,3333 5,93E+06
2,5 mg/L 1 158 146 151 151,6667 6,07E+06
2 162 168 145 158,3333 6,33E+06
3 138 134 152 141,3333 5,65E+06
0 mg/L 1 130 125 119 124,6667 4,99E+06
2 128 134 115 125,6667 5,03E+06
3 166 141 174 160,3333 6,41E+06
4 180 147 128 151,6667 6,07E+06
5 159 143 154 152 6,08E+06
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Tabela A32 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. glabrata63R a 37,5 J/icimapos 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 67 62 70 66,333333 2,65E+04
2 55 53 61 56,333333 2,25E+04

3 63 59 60 60,666667 2,43E+04

5 mg/L 1 172 165 171 169,33333 6,77E+05

2 216 163 137 172 6,88E+05

3 120 108 82 103,33333 4,13E+05

2,5 mg/L 1 71 75 76 74 2,96E+06
2 62 63 60 61,666667 2,47E+06

3 36 62 50 49,333333 1,97E+06

0 mg/L 1 101 75 93 89,666667 3,59E+06

2 120 117 105 114 4,56E+06

3 100 111 95 102 4,08E+06

Tabela A33 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. glabrata63R a 25,5 J/cfapds 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00

3 0 0 0 0 0,00E+00

10 mg/L 1 38 32 37 35,666667 1,43E+05
2 36 32 35 34,333333 1,37E+05

3 42 48 32 40,666667 1,63E+05

5 mg/L 1 111 98 105 104,66667 4,19E+06

2 112 105 113 110 4,40E+06

3 118 108 120 115,33333 4,61E+06

2,5 mg/L 1 130 130 124 128 5,12E+06
2 134 139 148 140,33333 5,61E+06

3 108 112 103 107,66667 4,31E+06

0 mg/L 1 131 125 135 130,33333 5,21E+06

2 132 136 125 131 5,24E+06

3 122 125 125 124 4,96E+06
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Tabela A34 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. glabrata63R a 18 J/cfy apds 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1l Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 99 117 97 104,33333 4,17E+04
2 107 100 106 104,33333 4,17E+04
3 103 125 101 109,66667 4,39E+04
10 mg/L 1 72 57 82 70,333333 2,81E+06
2 62 52 57 57 2,28E+06
3 59 53 48 53,333333 2,13E+06
5 mg/L 1 79 97 109 95 3,80E+06
2 96 86 74 85,333333 3,41E+06
3 90 81 89 86,666667 3,47E+06
2,5 mg/L 1 111 128 89 109,33333 4,37E+06
2 126 101 144 123,66667 4,95E+06
3 90 94 96 93,333333 3,73E+06
0 mg/L 1 147 151 139 145,66667 5,83E+06
2 131 126 131 129,33333 5,17E+06
3 147 131 143 140,33333 5,61E+06

Tabela A35 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. glabrat: 63R a 10,5 J/c? apds 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 127 112 117 118,66667 4,75E+06
2 140 139 132 137 5,48E+06
3 127 119 121 122,33333 4,89E+06
25 mg/L 1 89 125 111 108,33333 4,33E+06
2 106 97 116 106,33333 4,25E+06
3 140 117 120 125,66667 5,03E+06
10 mg/L 1 119 112 107 112,66667 4,51E+06
2 102 118 112 110,66667 4,43E+06
3 111 109 117 112,33333 4,49E+06
5 mg/L 1 107 124 121 117,33333 4,69E+06
2 105 108 124 112,33333 4,49E+06
3 107 114 127 116 4,64E+06
2,5 mg/L 1 122 124 120 122 4,88E+06
2 106 125 121 117,33333 4,69E+06
3 118 122 113 117,66667 4,71E+06
0 mg/L 1 113 114 124 117 4,68E+06
2 135 127 122 128 5,12E+06
3 113 127 121 120,33333 4,81E+06
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Tabela A36 — Valores originais obtidos com suspesisbelulares do
microrganismoC. glabrata 63R, sem exposi¢cdo LED, apdés 48 horas da

semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 115 126 120 120,33333 4,81E+06
2 126 119 135 126,66667 5,07E+06
3 111 124 122 119 4,76E+06
25 mg/L 1 126 131 129 128,66667 5,15E+06
2 138 125 128 130,33333 5,21E+06
3 129 133 138 133,33333 5,33E+06
10 mg/L 1 149 136 141 142 5,68E+06
2 134 142 129 135 5,40E+06
3 145 151 153 149,66667 5,99E+06
5 mg/L 1 109 113 125 115,66667 4,63E+06
2 119 115 122 118,66667 4,75E+06
3 128 126 118 124 4,96E+06
2,5 mg/L 1 146 139 148 144,33333 5,77E+06
2 156 142 145 147,66667 5,91E+06
3 147 135 139 140,33333 5,61E+06
0 mg/L 1 126 103 120 116,33333 4,65E+06
2 111 120 132 121 4,84E+06
3 151 133 139 141 5,64E+06
4 147 150 135 144 5,76E+06
5 152 146 123 140,33333 5,61E+06
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Tabela A37 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. glabrate 87R a 37,5 J/c?, apds 48 horas da semeadura em placas d

NUmero de col6nias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 71 85 90 82 3,28E+03
2 66 69 73 69,333333 2,77E+03
3 82 67 60 69,666667 2,79E+03
5 mg/L 1 156 172 143 157 6,28E+05
2 215 211 178 201,33333 8,05E+05
3 104 143 147 131,33333 5,25E+05
2,5 mg/L 1 177 168 215 186,66667 7,47E+05
2 274 299 272 281,66667 1,13E+06
3 252 240 234 242 9,68E+05
0 mg/L 1 71 153 86 103,33333 4,13E+06
2 97 83 94 91,333333 3,65E+06
3 79 83 99 87 3,48E+06

Tabela A38 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de

C. glabrat: 87R a 25 J/cn?, apds 48 horas da semeadura em placas d

NUmero de colbnias viaveis

Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL
50 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
25 mg/L 1 0 0 0 0 0,00E+00
2 0 0 0 0 0,00E+00
3 0 0 0 0 0,00E+00
10 mg/L 1 85 110 79 91,333333 3,65E+04
2 80 82 90 84 3,36E+04
3 77 60 80 72,333333 2,89E+04
5 mg/L 1 85 90 80 85 3,40E+05
2 82 93 92 89 3,56E+05
3 77 66 71 71,333333 2,85E+05
2,5 mg/L 1 102 99 107 102,66667 4,11E+05
2 120 119 101 113,33333 4,53E+05
3 97 98 90 95 3,80E+05
0 mg/L 1 103 97 95 98,333333 3,93E+06
2 121 109 109 113 4,52E+06
3 90 95 113 99,333333 3,97E+06
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Tabela A39 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensdes de
C. glabrata87R a 18 J/chy ap6s 48 horas da semeadura em placas de Petri

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 55 51 64 56,666667 2,27E+06
2 63 68 73 68 2,72E+06
3 66 45 57 56 2,24E+06
25 mg/L 1 113 100 99 104 4,16E+06
2 118 94 92 101,33333 4,05E+06
3 118 108 97 107,66667 4,31E+06
10 mg/L 1 146 154 147 149 5,96E+06
2 128 151 143 140,66667 5,63E+06
3 146 121 144 137 5,48E+06
5 mg/L 1 140 137 142 139,66667 5,59E+06
2 137 131 137 135 5,40E+06
3 124 139 112 125 5,00E+06
2,5 mg/L 1 152 131 157 146,66667 5,87E+06
2 137 134 157 142,66667 5,71E+06
3 135 136 136 135,66667 5,43E+06
0 mg/L 1 131 142 134 135,66667 5,43E+06
2 148 148 143 146,33333 5,85E+06
3 161 157 153 157 6,28E+06

Tabela A40 — Valores originais obtidos com a exgisidas suspensodes de

C. glabrat: 87R a 10,5 J/c?, ap6s 48 horas da semeadura em placas d

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 107 120 101 109,33333 4,37E+06
2 93 106 116 105 4,20E+06
3 108 112 109 109,66667 4,39E+06
25 mg/L 1 91 145 79 105 4,20E+06
2 96 111 123 110 4,40E+06
3 123 110 79 104 4,16E+06
10 mg/L 1 124 97 108 109,66667 4,39E+06
2 109 98 115 107,33333 4,29E+06
3 106 107 120 111 4,44E+06
5 mg/L 1 101 112 115 109,33333 4,37E+06
2 99 96 120 105 4,20E+06
3 112 95 91 99,333333 3,97E+06
2,5 mg/L 1 100 135 112 115,66667 4,63E+06
2 115 91 98 101,33333 4,05E+06
3 99 109 120 109,33333 4,37E+06
0 mg/L 1 138 129 142 136,33333 5,45E+06
2 135 129 127 130,33333 5,21E+06
3 141 129 122 130,66667 5,23E+06
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Tabela A41 - Valores originais obtidos com suspesséelulares do
microrganismaoC. glabrata87R, sem exposi¢cdo ao LED, apos 48 horas

semeadura em placas de Petri

da

Numero de colbnias vidveis
Photogem® Amostra Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 Média ufc/mL

50 mg/L 1 126 149 141 138,66667 5,55E+06
2 154 142 159 151,66667 6,07E+06
3 146 123 148 139 5,56E+06
25 mg/L 1 129 136 128 131 5,24E+06
2 154 146 128 142,66667 5,71E+06
3 152 149 155 152 6,08E+06
10 mg/L 1 143 128 146 139 5,56E+06
2 125 159 135 139,66667 5,59E+06
3 158 155 124 145,66667 5,83E+06
5 mg/L 1 158 142 133 144,33333 5,77E+06
2 141 125 112 126 5,04E+06
3 138 134 129 133,66667 5,35E+06
2,5 mg/L 1 148 153 125 142 5,68E+06
2 119 126 130 125 5,00E+06
3 126 122 118 122 4,88E+06
0 mg/L 1 159 139 151 149,66667 5,99E+06
2 127 122 119 122,66667 4,91E+06
3 149 135 132 138,66667 5,55E+06
4 151 144 135 143,33333 5,73E+06
5 148 135 139 140,66667 5,63E+06
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