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RESUMO 
 
 

Os micro-organismos estão se tornando cada vez mais resistentes aos 
antimicrobianos e cepas de Candida albicans resistentes aos antifúngicos tem sido 
isoladas, assim, torna-se importante e necessário a realização de pesquisas que 
avaliem os efeitos de novos métodos terapêuticos, como a inativação fotodinâmica 
antimicrobiana (aPDI). Assim, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da 
inativação fotodinâmica sobre biofilmes de Candida albicans, avaliando seus efeitos 
sobre a expressão dos genes TEC1 (fator de transcrição), HWP1 (proteína de parede 
celular das hifas), EFG1 (regulador transcricional relacionado com a morfogênese), 
BCR1 (regulador da formação de biofilme e da parede celular), CPH1 (regulador 
transcricional envolvido na morfogênese) e ALS3 (adesina) de C. albicans. Foram 
avaliadas 30 amostras isoladas de pacientes portadores de HIV e 30 amostras de 
pacientes com estomatite protética, quanto a produção de biofilme, peso seco e 
filamentação. Destas, foram selecionadas as amostras mais virulentas de cada grupo 
que apresentaram melhor capacidade de formação de biofilme e filamentação. Assim, 
foi utilizada uma amostra clínica de C. albicans isolada de paciente portador de HIV, 
uma amostra clínica de C. albicans isolada de paciente com estomatite protética e 
uma cepa padrão ATCC 18804. A quantificação da expressão dos genes foi 
relacionada à produção desses genes nas amostras clínicas e na cepa de referência 
utilizando-se ensaio de PCR em tempo real. Para a aPDI, foram utilizados os 
fotossensibilizadores azul de metileno a 300 µM e eritrosina a 400 µM sensibilizados 
com laser de Índio-Gálio-Alumínio-Fósforo de baixa potência (vermelho visível, 660 
nm) e LED verde (532 ± 10 nm), respectivamente. Foram avaliados quatro grupos 
experimentais para a aPDI: a) F+L+: sensibilização com o corante e irradiação com 
luz; b) F+L-: somente tratamento com o fotossensibilizador; c) F-L+: somente 
irradiação com luz e d) F-L-: sem sensibilização com o corante e ausência de luz. Os 
resultados foram analisados por t-test, com um nível de significância de 5%. Após a 
análise fenotípica, as amostras Ca30 e 39 S foram selecionadas para a realização da 
aPDI. Como esperado, apenas para o grupo F+L+, quando comparado com o grupo 
F-L-, todos os genes analisados foram sub expressos após a aPDI. O fold-decrease 
para os genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 foram 0,73; 0,39; 0,77; 0,71; 
0,67 e 0,60; para laser, respectivamente, e 0,66; 0,61; 0,50; 0,43; 0,54 e 0,66; para 
LED, respectivamente. Pode-se concluir que a aPDI mostrou uma redução na 
expressão dos genes de C. albicans, sugerindo a diminuição de sua virulência. 

 
 

Palavras–chave: Biofilmes. Fatores de virulência. PCR em tempo real. Inativação 
fotodinâmica. Candida albicans.  
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and EFG1 in biofilms after photodynamic inactivation [doctorate thesis]. São José dos 
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ABSTRACT 

 
 
Micro-organisms are becoming increasingly resistant to antimicrobial agents and 
Candida albicans resistant strains to antifungal has been isolated, so it is important 
and necessary to carry out studies that evaluates the effects of new therapeutic 
methods, such as antimicrobial photodynamic inactivation (aPDI). The objective of this 
study was verify the effects of aPDI on C. albicans biofilms, evaluating its effects on 
genes expression: TEC1 (transcription factor), HWP1 (cell wall protein hyphae), EFG1 
(transcriptional regulator related to morphogenesis), BCR1 (regulator of biofilm 
formation and cell wall), CPH1 (transcriptional regulator involved in morphogenesis) 
and ALS3 (adhesin) of C. albicans. Were evaluated 30 samples isolated from patients 
with HIV and 30 samples from patients with denture stomatitis, as the production of 
biofilm, dry weight and filamentation. Of these, the most virulent strains of each group 
that presented better biofilm formation capacity and filamentation were selected. 
Therefore, were used a clinical sample of C. albicans isolated from HIV positive patient, 
a clinical sample of C. albicans isolated from patient with denture stomatitis and a 
standard strain ATCC 18804. The quantification of gene expression was related to the 
production of these genes in clinical samples and in the reference strain using PCR 
assay in real time. For aPDI, were used the photosensitizer methylene blue at 300 uM 
and erythrosine at 400 uM, sensitized with low power laser Indium-Gallium-Aluminum-
Phosphorus (visible red, 660 nm) and green LED (532 ± 10 nm), respectively. Were 
evaluated four groups for aPDI: a) P+L+: sensitization with the photosensitizer and 
irradiation with light; b) P+L-: only treatment with the photosensitizer; c) P-L+: only 
irradiation with light and d) P-L-: without sensitization with the dye and absence of light. 
The results were analyzed by t-test, with a significance level of 5%. After the 
phenotypic analysis, the samples Ca30 and 39 S were selected for aPDI . As expected, 
only in the group P+L+ when compared with the group P-L-, all analyzed genes were 
downregulated after aPDI. The fold-decrease for the genes ALS3, HWP1, BCR1, 
TEC1, CPH1 and EFG1, were 0.73, 0.39, 0.77, 0.71, 0.67 and 0.60, for laser, 
respectively, and 0.66, 0.61, .050, 0.43, 0.54 and 0.66, for LED, respectively. It could 
be concluded that aPDI showed a reduction in the expression of C. albicans genes, 
suggesting its virulence decrease.  
 
 
Keywords: Biofilms. Virulence factors. Real-time PCR. Photodynamic inactivation. 
Candida albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Espécies de fungos pertencentes ao gênero Candida, sendo Candida albicans 

a espécie mais prevalente em candidoses e candidemia em todo o mundo, são uma 

das principais causas de infecções oportunistas (Das et al., 2011; Pfaller et al., 2012; 

Nucci et al., 2013; Guinea, 2014; Wisplinghof et al., 2014; Bassetti et al., 2015). Esta 

tendência tem sido observada ao longo da última década e ainda é o caso, mesmo 

em países desenvolvidos, como os Estados Unidos, Dinamarca, Noruega e Finlândia 

(Guinea, 2014). C. albicans é um micro-organismo comensal humano, e pode 

colonizar a pele, superfícies mucosas, o trato gastrintestinal e gênito-urinário feminino 

(Underhill, Iliev, 2014). Um fator importante que contribui para a patogênese da 

candidose é a formação de biofilme, e C. albicans tem a capacidade de formar biofilme 

em superfícies inertes e biológicas (Seddiki et al., 2015). 

 Estomatite protética é uma reação inflamatória comum, de etiologia 

multifatorial, que normalmente está associada com espécies de Candida, 

particularmente C. albicans, devido à sua alta virulência, capacidade de se aderir e de 

formar biofilmes em tecidos da cavidade oral e superfícies de próteses totais 

(Darwazeh et al., 2010; Lazarin et al., 2014; Gleiznys et al., 2015). 

Usuários de prótese intra-oral estão comumente associados com estomatite 

protética. Essa doença é caracterizada por mucosa inflamada, particularmente sob a 

superfície da prótese e os pacientes podem se queixar de sensação de ardor, 

desconforto ou gosto ruim, mas a maioria dos casos são assintomáticos. EP é uma 

lesão inflamatória da mucosa palatal sob próteses totais ou parciais removíveis e afeta 

pelo menos 65% dos usuários. Existem muitos fatores que influenciam o 

estabelecimento e a persistência da EP: trauma pela prótese, uso contínuo da prótese, 

fluxo salivar diminuído, limpeza inadequada da prótese, material da base da prótese, 

tempo de utilização da prótese, imunidade celular comprometida, tabagismo, fatores 

dietéticos, pH do biofilme e microbiota bucal (Coco et al., 2008; Gasparoto et al., 

2009).  

Pereira et al. (2013b) isolaram, quantificaram, identificaram e compararam 

micro-organismos de 100 indivíduos usuários de prótese total superior removível, 

sendo que 50 tinham EP e 50 não tinham a lesão. Foram coletadas amostras da 
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superfície da prótese, do palato duro e através de enxágue bucal. C. albicans foi a 

espécie mais isolada em todos os grupos, seguida de C. tropicalis e C. glabrata. 

Martins et al. (2016) isolaram e determinaram a incidência de espécies de 

Candida em próteses orais. A coleta foi feita em 66 pacientes e C. albicans foi a 

espécie de micro-organismo mais isolada (63%). 

A candidose bucal é a manifestação fúngica mais comum ocorrida em 

pacientes com AIDS (Coogan et al., 2006). É reportado que 84-100% dos indivíduos 

HIV positivos desenvolverão pelo menos um episódio de colonização por Candida 

spp. e acima de 90% desenvolverão candidose pseudomembranosa sintomática. A 

candidose constitui um indicador da progressão da infecção por HIV, revelando falha 

imunológica dos pacientes, pois a imunidade celular específica desempenha 

importante papel na prevenção da candidose bucal (Samaranayake YH, 

Samaranayake, 2001; Gaitán-Cepeda et al., 2005; Samaranayake LP et al., 2009).  

Junqueira et al. (2012) coletaram amostras da cavidade bucal de 60 pacientes 

HIV positivos e após identificação das espécies pelo sistema API20C, a mais 

comumente isolada foi C. albicans (51,56%). Além disso, os autores demonstraram 

que as cepas isoladas foram resistentes ao fluconazol e anfotericina B, antifúngicos 

importantes no tratamento de candidoses.  

Em um estudo semelhante conduzido por Maheshwari et al. (2016), em um 

total de 128 isolados de Candida, obtidos de 88 pacientes HIV-positivo, 7 diferentes 

espécies foram identificadas e C. albicans foi a mais comumente isolada (50%).  

O tratamento da candidose bucal em pacientes HIV positivos é dificultado em 

virtude de episódios recorrentes e exposição intermitente e contínua a terapia 

antifúngica que favorece a seleção de cepas resistentes. Estudos demonstraram que 

C. albicans e cepas não-albicans estão desenvolvendo resistência aos antifúngicos 

indicados para tratamento de candidose bucal, como fluconazol e anfotericina B 

(Winteger et al., 2007). O fluconazol é o antifúngico de escolha para tratamento de 

candidose bucal em indivíduos com HIV, entretanto Mulu et al. (2013) observaram 

perfis de 12,2%, 7,7% e 4,7% de resistência aos azóis fluconazol, cetoconazol e 

itraconazol, para cepas não-albicans e C. albicans, respectivamente, de 177 isolados 

da cavidade bucal de pacientes com AIDS. Desses, 139 isolados (81%) eram de C. 

albicans. 
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A anfotericina B tem sido utilizada como uma alternativa para tratamento de 

candidose bucal devido a emergente resistência aos azóis (Samaranayake LP et al., 

2009). A resistência a este antifúngico por Candida, apesar de ser rara, já foi relatada, 

além disso, a anfotericina B apresenta efeitos colaterais consideráveis (Winteger et 

al., 2007; Samaranayake LP et al., 2009). 

Sabe-se que a virulência de C. albicans está ligada a seus fatores intrínsecos, 

que contribuem para o desenvolvimento de candidoses. Os principais são a formação 

de hifas, o dimorfismo, as alterações fenotípicas, a aderência, o sinergismo com as 

bactérias, seus mecanismos de interferência com o sistema de defesa do hospedeiro 

e a produção de enzimas hidrolíticas (Hube, 2004; Wilson et al., 2009). Além disso, a 

formação de biofilme protege efetivamente as células fúngicas contra condições 

ambientais adversas, incluindo mecanismos de defesa do hospedeiro e a ação de 

antifúngicos (Pierce, Lopez-Ribot, 2013). 

Com o aumento das infecções oportunistas causadas pelo gênero Candida 

em pacientes imunodeprimidos e consequente surgimento de cepas emergentes 

resistentes aos antifúngicos convencionais, são requeridas novas opções de 

tratamento para candidose bucal com finalidade de melhorar o arsenal terapêutico. 

Desta forma, a inativação fotodinâmica antimicrobiana (aPDI) tem sido relatada como 

uma nova opção para redução de leveduras do gênero Candida na cavidade bucal 

(Souza SC et al., 2006; Souza RC et al., 2010; Pereira et al., 2011; Freire et al., 2014, 

2016). 

O mecanismo de ação da aPDI foi investigado com algum detalhe, mas ainda 

não é completamente elucidado (Hamblin, 2016). A aPDI envolve a absorção de um 

fóton de luz (com um comprimento de onda que corresponde à banda de absorção do 

corante, também chamado fotossensibilizador (FS), que conduz à excitação deste ao 

seu estado singleto. Este FS em estado singleto pode sofrer um cruzamento 

intersistemas, e mudar seu estado de energia para seu estado tripleto. Este último 

pode reagir com o oxigênio do ambiente, em seu estado fundamental por dois 

caminhos fotoquímicos diferentes, chamados Tipo 1 e Tipo 2. O Tipo 1 envolve uma 

transferência eletrônica para produzir radicais superóxidos e, em seguida, radicais 

hidroxilas (HO). O Tipo 2 envolve a transferência de energia para produzir o estado 

singleto de oxigênio excitado (O2). Ambos HO e O2 são espécies de oxigénio 
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altamente reativas (ROS) que podem danificar quase todos os tipos de biomoléculas 

(proteínas, lípidos e ácidos nucleicos) e matar células (Broekgaarden et al., 2015). 

O fotossensibilizador azul de metileno é um corante tricíclico (Malik et al., 

2010) que atua como indicador redox que é azul em um ambiente oxidante e torna-se 

incolor após redução. Este, combinado com luz foi relatado como sendo benéfico na 

supressão do C. albicans (Souza RC et al., 2010; Martins et al., 2011; Pereira et al., 

2011, Freire et al., 2015, 2016). Pereira et al. (2011), avaliaram o efeito da aPDI in 

vitro usando azul de metileno (0,1 mg/mL – 300 μM) como fotossensibilizador e laser 

de baixa potência (InGaAlP – 660 nm – 98 s) como fonte de luz, em biofilmes 

individuais e mistos de C. albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. 

Após a aplicação da aPDI e desprendimento do biofilme, foi realizada a contagem de 

UFC/mL. Reduções (log10) de biofilme das espécies individuais foram melhores (2,32-

3,29) do que as de biofilme com espécies associadas (1,00- 2,44). Estes resultados 

comprovam que a aPDI mediada por azul de metileno pode ser um bom recurso para 

o controle de biofilmes orais. 

A eritrosina é um composto cíclico, que absorve a luz na região visível (500-

550 nm) e, por conseguinte, capaz de iniciar reações fotoquímicas. Sua principal 

aplicação na odontologia é a evidenciação da presença de biofilme dental (Metcalf et 

al., 2006; Wood et al., 2006). Costa et al. (2012), utilizaram LED como fonte de luz e 

rosa bengala e eritrosina como fotossensibilizadores para a inativação fotodinâmica 

em culturas planctônicas e biofilmes de C. albicans. Os resultados revelaram uma 

significante redução nas culturas planctônicas (1,97 log e 3,45 logs) e em biofilmes 

(<1 log) para a aPDI realizada com rosa bengala e eritrosina, respectivamente. Pereira 

et al. (2013a) também utilizaram LED combinado com rosa bengala e eritrosina para 

terapia fotodinâmica, porém, em biofilmes de Streptococcus mutans e Streptococcus 

sanguinis e verificaram a redução de 0,62 e 0,52 log (CFU/mL) para S. mutans e 0,95 

e 0,88 log (UFC/mL) para S. sanguinis, respectivamente.  

A busca por mecanismos de ação diferentes contra leveduras do gênero 

Candida, que possibilitem sua utilização em tratamento das diversas formas de 

candidose, em pacientes portadores ou não do HIV, assim como da estomatite 

protética, direciona para a aPDI mediada por novos corantes e fontes de luz acessíveis 

e de baixo custo, que além de ser de fácil acesso para aplicação na cavidade bucal, 
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contribui para a diminuição do tempo de tratamento e não compromete a microbiota 

local (Wainwright, 1998). 

Os genes alvos de C. albicans escolhidos para este estudo foram ALS3, 

HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1, relacionados à aderência, formação de biofilme 

e hifas. Os genes EFG1 e TEC1 são fatores de transcrição e estão relacionados à 

morfogênese, os quais formam um circuito regulador da diferenciação das hifas (Hnisz 

et al., 2012). CPH1 é um fator de transcrição e regula a morfogênese de C. albicans 

(Maiti et al., 2015). O gene BCR1 está entre os principais reguladores de biofilme 

(Finkel, Mitchell, 2011). Estudos anteriores indicaram que as suas adesinas alvo 

ALS1-3 e HWP1 medeiam a interação célula-célula em biofilmes (Nobile et al., 2008), 

mas estudos de Finkel et al. (2012) observaram que BCR1, através da ALS1, também 

regula a adesão célula-substrato. Acredita-se que os genes alvo de BCR1 são 

induzidos no desenvolvimento de hifas (Nobile, Mitchell, 2005). 

Em um estudo realizado pelo nosso grupo, Freire et al. (2015) demonstraram 

que a inativação fotodinâmica, utilizando-se laser a 660 nm e azul de metileno, atuou 

na expressão dos genes SAP5, LIP9 e PLB2 de amostras clínicas de C. albicans 

provenientes de pacientes HIV-positivo. A diminuição da expressão desses genes, 

consideradas enzimas hidrolíticas, deve diminuir a virulência das leveduras, atuando 

em sua penetração e invasibilidade nos tecidos. Avaliar a expressão dos genes ALS3, 

HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1, relacionados à aderência, formação de biofilme 

e hifas, utilizando-se duas fontes de luz e dois corantes diferentes, além de podermos 

observar se a aPDI diminui a virulência de C. albicans por meio desses genes, também 

poderemos verificar qual será o melhor protocolo de aPDI para este caso. 

Não foram encontrados estudos na literatura que associem a expressão dos 

genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 de C. albicans após a realização 

da inativação fotodinâmica, a qual apresenta aplicação como uma opção terapêutica 

para o tratamento de doenças infecciosas, incluindo a candidose bucal. A aPDI pode 

ser uma opção ou um tratamento coadjuvante à quimioterapia antimicrobiana, 

melhorando o tratamento de infecções orais, aumentando a eficácia e reduzindo seu 

custo. Neste estudo, investigou-se os efeitos da fotossensibilização utilizando azul de 

metileno e laser de baixa potência e eritrosina sensibilizada com LED verde em 

biofilmes de C. albicans, verificando-se a expressão desses genes. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressão dos genes ALS3, HWP1, 

BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 de C. albicans, por meio da PCR em tempo real, de uma 

cepa padrão (18804) e amostras clínicas, selecionadas a partir de testes fenotípicos 

de biofilme e filamentação, após a inativação fotodinâmica antimicrobiana utilizando-

se laser a 660 nm de comprimento de onda atuando no fotossensibilizador azul de 

metileno e o corante eritrosina sensibilizado com LED verde a 532 ± 10 nm. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Amostras 

 

 

Foram utilizadas 30 amostras clínicas de C. albicans provenientes de 

pacientes portadores de HIV do Instituto de Infectologia Emílio Ribas (Junqueira et al., 

2012), 30 amostras clínicas de C. albicans de pacientes com lesão de estomatite 

protética do Instituto de Ciência e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista 

(Pereira et al., 2013bDa) e uma cepa padrão ATCC 18804. As amostras clínicas foram 

selecionadas após o estudo e quantificação dos biofilmes detalhados no item 3.2. A 

amostra mais virulenta de cada grupo foi selecionada para o estudo da inativação 

fotodinâmica e a quantificação da expressão dos genes. O projeto de pesquisa para 

coleta das amostras clínicas foi aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de 

Infectologia Emílio Ribas (274/2009) e pelo Comitê de Ética desta Universidade 

(012/2010-PH/CEP) e estas estão armazenadas no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia, Universidade Estadual Paulista 

(Unesp), Campus de São José dos Campos. 

 

 

3.2 Estudo e quantificação dos biofilmes  

 

 

Foram avaliadas 30 amostras isoladas de pacientes portadores de HIV e 30 

amostras de pacientes com estomatite protética, quanto a quantificação de células 

viáveis e produção de biomassa. Após esses dois testes, 14 amostras foram 

selecionadas para o teste da filamentação conforme o item 3.2.3. Destas, foi 

selecionada a amostra mais virulenta de cada grupo para o estudo da inativação 

fotodinâmica e a quantificação da expressão dos genes. 
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3.2.1 Formação de biofilme in vitro para quantificação de células viáveis 

 

 

O biofilme foi formado em fundo de placas de 96 poços de fundo plano (Costar 

Corning, New York, EUA) de acordo com o protocolo de Seneviratne et al. (2008) e 

Costa et al. (2013), com modificações. A ativação das cepas que estão congeladas   

(-75oC) foi feita em placas de Petri contendo ágar Sabouraud Dextrose (Himedia 

Laboratories PVT. LTD, Índia) com Cloranfenicol (Alamar Tecno-Científica Ltda) e 

mantidas em estufa a 37oC por 24 h. Após, foi preparado um inóculo de C. albicans 

em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB – Himedia) suplementado com 100 mM de 

glicose, diluído 10 vezes em água destilada estéril (10X), que foi incubado em estufa 

a 37oC por 16 h. Depois desse período, o inóculo foi lavado duas vezes com solução 

de NaCl 0,9% estéril e foram feitas suspensões padronizadas em espectrofotômetro 

(AJX-1900, Micronal, São Paulo, Brasil) contendo 107 células/mL em caldo YNB (10X). 

Foram colocados 100 µL da suspensão de leveduras nos poços das placas. A placa 

foi incubada por 1 h e 30 min em estufa a 37oC sob agitação de 75 rpm (Quimis, 

Diadema, SP, Brasil) para aderência inicial. Após, as placas foram lavadas duas vezes 

com solução de NaCl 0,9% estéril e foi colocado 100 µL de caldo YNB (10X). A seguir, 

a placa foi mantida em agitação de 75 rpm a 37oC por 48 h. O caldo foi trocado após 

24 h. 

Após a formação dos biofilmes os poços foram lavados com 250 µL de 

solução de NaCl 0,9% estéril. A seguir, foram adicionados 250 μL de solução de NaCl 

0,9% estéril e os biofilmes foram rompidos por homogeneização dos poços por 30 s 

em homogeneizador ultrasônico (Sonics Vibra Cell, Connecticut, EUA) com 

amplificação de 25%. Após, foram realizadas diluições seriadas das soluções dos 

biofilmes e alíquotas de 100 μL de cada diluição foram semeadas em ágar Sabouraud 

Dextrose e incubados a 37oC por 48 h. Após o período de incubação, foram 

determinadas as unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) e os valores 

transformados em logaritmo de base 10 (Log10). 
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3.2.2 Análise da biomassa (peso seco) 

 

 

A metodologia para formação de biofilme foi baseada no estudo de Nobile e 

Mitchell (2005) e Junqueira et al. (2011). Os biofilmes foram desenvolvidos em discos 

de poliestireno de 8 mm de diâmetro e 2 mm de espessura (n=10), em placas de 24 

poços (Costar Corning, Nova York, EUA). Os discos foram pesados individualmente 

em balança analítica digital e esterilizados por radiação gama a 20 kGy (Cobalto 60) 

por 6 h. Previamente ao desenvolvimento dos biofilmes, cada disco foi pré-tratado 

com 2 mL de soro fetal bovino – SFB (Aldrich Chemical, Wisconsin, EUA), e incubados 

a 37°C/24 h em agitação de 75 rpm. Após o período de incubação, o SFB foi aspirado, 

e os discos lavados com 2 mL de PBS (Gibco). 

O biofilme foi formado conforme o item 3.3, porém as suspensões microbianas 

foram preparadas e padronizadas em meio Spider (caldo nutriente a 1%, D-manitol a 

1% e fosfato de potássio dibásico a 0,4%, pH 7,2) em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 600 nm e densidade óptica de 0,5. Aos discos pré-incubados 

com SFB foram adicionados 500 μL de cada suspensão microbiana, e as placas foram 

incubadas a 37°C/90 min em agitação de 75 rpm para aderência dos micro-

organismos. Após, os discos foram transferidos para poços contendo 2 mL de PBS 

para remoção dos micro-organismos não aderidos, e incubados com 2 mL de meio 

Spider 37°C em agitação de 75 rpm, para formação de biofilmes por 60 h. 

Decorrido o tempo de incubação, os discos foram transferidos para poços 

vazios e deixados em temperatura ambiente por 48 h, para sua completa secagem. 

Posteriormente, os discos foram pesados novamente, e a avaliação quantitativa do 

peso seco do biofilme foi realizada pela subtração do peso do disco inicial do seu peso 

final. 

 

 

3.2.3 Estudo da filamentação 

 

 

O estudo da filamentação in vitro, foi avaliado nas seguintes amostras clínicas: 

Ca30, C32, C11, C10, C33 e C29 (provenientes de pacientes com estomatite 
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protética) e 39S, 40, 76S, 21S, 86S, 24S, 31 e 109S (provenientes de pacientes 

portadores do vírus HIV). Essas amostras foram pré-selecionadas de acordo com os 

dois estudos prévios (formação de biofilme e análise da biomassa), pois tiveram 

valores mais altos dentre as 10 primeiras amostras e foram as escolhidas para o teste 

de filamentação. 

Após o crescimento de 24 h de C. albicans em caldo YNB, as culturas foram 

centrifugadas para o preparo de suspensões padronizadas a 107 células/mL, de 

acordo com o item 3.2.1. 

Em placa de cultura de 24 poços (Costar Corning, Nova York, EUA), foi 

adicionado 1 mL de água destilada suplementada com 10% de soro fetal bovino e 100 

mL da suspensão padronizada de C. albicans. 

A placa contendo os inóculos foi incubada a 37oC em estufa bacteriológica. 

Após 24 h de incubação, 50 µL do inóculo contido em cada poço foi depositado sobre 

lâminas microscópicas com 10 campos previamente demarcados. A leitura foi 

realizada levando em conta o centro de cada quadrado na lâmina. 

O material sobre a lâmina foi recoberto com lamínula, sendo observado em 

microscópio óptico (Carl Zeiss, Primo Star, Alemanha) na objetiva de 40x. Foram 

realizados 5 ensaios para cada grupo experimental, em duplicata, em momentos 

diferentes. As imagens foram analisadas quanto a morfologia de C. albicans e 

quantificação de hifas. 

Foram avaliados e contados 10 campos microscópios em cada lâmina, 

totalizando 100 campos para cada amostra, sendo padronizado o ponto médio de 

cada campo e atribuindo-se escores de acordo com o número de hifas presentes. 

Escore 0: hifas ausentes; 1: 1 a 20 hifas; 2: 21 a 40 hifas; 3: 40 a 50 hifas e 4: mais 

de 50 hifas (Ribeiro et al., 2017). 

 

 

3.3 Formação de biofilme in vitro para realização da inativação fotodinâmica 

 

 

O biofilme foi formado em fundo de placas de 24 poços de fundo plano (Costar 

Corning, Nova York, EUA). A ativação das cepas que estão congeladas (-75oC) foi 

feita em placas de Petri contendo ágar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories 
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PVT. LTD, Índia) com Clofanfenicol (Alamar Tecno-Científica Ltda) e mantidas em 

estufa a 37oC por 24 h. Após, foi preparado um inóculo de C. albicans em caldo YNB 

suplementado com 100 mM de glicose, diluído 10 vezes em água destilada estéril 

(10X), que foi incubado em estufa a 37oC por 16 h. Depois desse período, o inóculo 

foi lavado duas vezes com solução de NaCl 0,9% estéril e foram feitas suspensões 

padronizadas em espectrofotômetro (AJX-1900, Micronal, São Paulo, Brasil) contendo 

107 células/mL em caldo YNB (10X). Foram colocados 1 mL da suspensão de 

leveduras nos poços das placas. A placa foi incubada por 1 h e 30 min em estufa a 

37oC sob agitação de 75 rpm (Quimis, Diadema, SP, Brasil) para aderência inicial. 

Após, as placas foram lavadas duas vezes com solução de NaCl 0,9% estéril e foi 

colocado 1 mL de caldo YNB (10X). A seguir, a placa foi mantida em agitação de 75 

rpm a 37oC por 48 h. O caldo foi trocado após 24 h. Foram avaliados oito grupos 

experimentais (4 para o laser e 4 para o LED) para cada amostra:  

 

a) F+L+: sensibilização com o corante e irradiação com luz;  

b) F+L-: somente tratamento com o fotossensibilizador;  

c) F-L+: somente irradiação com luz; 

d) F-L-: sem sensibilização com o corante e ausência de luz.  

 

Cada grupo experimental foi feito em uma placa de 24 poços diferente (n=20 

para cada grupo), totalizando n=80 para cada amostra. 

Posteriormente, os grupos F+L+ e F+L- receberam 1 mL da solução de 

corante. Os grupos F-L+ e F-L- receberam 1 mL de solução de NaCl 0,9% estéril. As 

placas foram, então, agitadas por 5 minutos (tempo de pré irradiação) em agitador 

orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). A seguir, os grupos F+L+ e F-L+ foram irradiados 

de acordo com o protocolo descrito no item 3.4. 

 

 

3.4 Fotossensibilizadores e fontes de luz 

 

 

Foram utilizados dois grupos para a aPDI. No primeiro grupo, o corante azul 

de metileno (AM) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi sensibilizado com laser de 
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InGaAlP (Índio-Gálio-Alumínio-Fósforo) (D.M.C. Equipamentos Ltda, São Carlos, SP, 

Brasil)) vermelho visível. No segundo grupo, foi utilizado Diodo Emissor de Luz (LED) 

verde (MMOptics, São Carlos, Brasil) como fonte de luz e eritrosina (ER) (Aldrich 

Chemical Co., Milwaukee, WI) como fotossensibilizador.  

O corante azul de metileno teve uma concentração de 300 µM e a eritrosina 

de 400 µM. Ambos foram preparados todas as vezes antes de usar, por dissolução do 

pó em água destilada e filtrada através de uma membrana filtro de 0,22 micrômetros 

(Millipore, São Paulo, Brasil). Após a filtração, a solução do corante foi armazenada 

no escuro. 

O laser de InGaAlP, emitiu luz a 660 nm (vermelho visível). O comprimento 

de onda do laser corresponde à absorção máxima do corante azul de metileno. Os 

parâmetros utilizados foram mensurados no medidor de potência óptica PM100D 

Thorlabs® equipado com um sensor fotodiodo S130C (0,7 cm2): potência de 50 mW, 

energia de 15 J, tempo de 300 s, taxa de fluência de 71,42 mW.cm-2, e fluência de 

21,42 J.cm-2.  A ponteira do laser foi colocada a uma distância de 1,75 cm em cada 

poço da placa de 24 poços junto a um anteparo negro fosco para evitar o 

espalhamento de luz.  

O Diodo Emissor de Luz (LED) verde, tem comprimento de onda de 532 ± 10 

nm. O corante eritrosina absorve luz visível na faixa de 500-550 nm. Os parâmetros 

utilizados foram mensurados no medidor de potência óptica PM100D Thorlabs® 

equipado com um sensor fotodiodo S130C (0,7 cm2) e são exatamente os mesmos do 

laser, possibilitando uma melhor comparação entre as duas fontes de luz. A ponteira 

do LED foi colocada sobre a tampa em cada poço da placa de 24 poços junto a um 

anteparo negro fosco para evitar o espalhamento de luz. 

A irradiação dos biofilmes foi realizada em condições assépticas, em câmara 

de fluxo laminar e com luz apagada, onde foi utilizado um anteparo negro fosco com 

orifício de diâmetro coincidente ao da entrada do poço evitando-se assim o 

espalhamento de luz. 
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3.5 PCR em Tempo Real  

 

 

3.5.1 Extração e dosagem de RNA 

 

 

Após a irradiação dos biofilmes, foi retirada a solução de NaCl 0,9% estéril ou 

os corantes e foi colocado 1 mL de Trizol no primeiro poço, o qual foi transferido para 

os seguintes até a remoção total de biofilme. A ponta da ponteira auxiliou no 

desprendimento do biofilme ao passá-la com resistência no fundo dos poços. O Trizol 

contendo as células do biofilme formado foi transferido para microtubos de 2 mL, já 

identificados, e armazenados em freezer a -75oC para posterior extração do RNA. 

A extração de RNA foi realizada utilizando-se Trizol LS Reagent (Ambion, Inc., 

Carlsbad, CA, USA), conforme protocolo recomendado pelo fabricante.  

A solução de RNA foi quantificada pelo aparelho Nanodrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante. Após a leitura os tubos 

foram armazenados em freezer a -75oC. 

 

 

3.5.2 Avaliação da expressão dos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e 

EFG1 

 

 

As amostras clínicas foram submetidas à avaliação da expressão dos genes 

ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 em relação ao gene de referência (ACT1, 

LSC2, RIP1 ou PMA1), também denominados genes normalizadores ou endógenos 

(housekeeping), através do site (*) e métodos Delta CT, BestKeeper, NormFinder e 

Genorm. Essa avaliação foi realizada nos 4 grupos da aPDI (F-L-, F+L-, F-L+ e F+L+). 

Os iniciadores para cada gene deste trabalho foram descritos por seus respectivos 

autores de acordo com o Quadro 1. As sequências dos iniciadores foram confirmadas 

no site doNcbi/ Gene Bank, e são específicas para a espécie C.albicans. 

 

__________ 

* http://www.leonxie.com/referencegene.php 
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Quadro 1 - Genes de Candida albicans cuja expressão foi avaliada pela inativação 

fotodinâmica  

 

GENE LOCALIZAÇÃO FUNÇÃO REFERÊNCIA 
ACT1* orf19.5007 Integridade estrutural do 

citoesqueleto celular  
Nailis et al. (2006). 

LSC2* orf19.1860 Proteína presente nas células - 
B-subunidade da Succinil CoA 
sintetase  

Nailis et al. (2006). 

RIP1* orf19.5893 Enzima ubiquinol-citocromo c 
redutase  

Nailis et al. (2006). 

PMA1* orf19.5383 ATPase da membrana 
plasmática  

Nailis et al. (2006). 

TEC1 orf19.5908 Fator de transcrição Hnisz et al. (2012). 
HWP1 orf19.1321  Proteína de parede celular das 

hifas 
Hnisz et al. (2012). 

EFG1 orf19.610 Principal regulador 
transcricional envolvido na 
morfogênese 

Hnisz et al. (2012). 

BCR1 orf19.723 Regula a formação de biofilme 
e da parede celular 

Finkel et al. (2012). 

CPH1 orf19.4433 Fator transcricional  e regula a 
formação de pseudo-hifa 

Maiti, et al. (2015). 

ALS3 
 

orf19.1816 Adesina - aderência à célula 
hospedeira 

Nailis et al. (2010). 

Legenda: *genes de referência 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.2.1 Tratamento com DNase e Transcrição Reversa do RNA por PCR em 

Tempo Real 

 

 

O RNA total extraído foi tratado com DNase I (Turbo DNase Treatment and 

Removal Reagents - Ambion Inc., Carlsbad, CA, USA), de acordo com o protocolo do 

fabricante, para remover o DNA contaminante. A seguir, o RNA foi transcrito para 

cDNA utilizando-se o Kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix 

(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) de acordo com o protocolo recomendado pelo 

fabricante. 

Para a transcrição reversa, foram adicionados em um microtubo de 200 µL, 

os seguintes reagentes: 1000 ng de RNA tratado com DNase, 1 µL de random 
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hexamers (50 ng/ µL), 1 µL de Anneling Buffer e água DEPC para completar um 

volume final de 8 µL. O microtubo foi, então, incubado a 65oC por 5 min e depois ficou 

no gelo por pelo menos 1 min. Com o tubo no gelo foi acrescentado 10 µL de 2X First-

Strand Reaction Mix e 2 µL de SuperScript® III/RNaseOUTTM Enzime Mix. O tubo foi 

agitado em vortex por 5 seg e centrífugado por 30 seg. Depois foi incubado a 25oC 

por 10 min, a 50oC por 50 min e a 85oC por 5 min em termociclador (LineGene K-  

Bioer Technology). Após a transcrição o tubo foi armazenado a -20oC até sua posterior 

utilização na qRT-PCR. 

 

 

3.5.2.2 Amplificação por qRT-PCR 

 

 

Os produtos da qRT- PCR foram amplificados para a quantificação relativa da 

expressão dos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1. A expressão 

genética é apresentada através da concentração dos genes alvo, descritos acima, em 

relação à concentração do gene de referência selecionado (ACT1, LSC2, RIP1 ou 

PMA1) e representa a expressão média obtida de reações distintas da qRT-PCR. 

Para a estimativa precisa da eficiência da PCR uma série de fatores, tais como, 

os reagentes, montagem do experimento, qualidade da amostra e análise foram 

previamente avaliados no presente estudo. A eficiência de amplificação da PCR é a 

taxa na qual um amplicon de PCR é gerado, geralmente expressa como porcentagem. 

Se um amplicon de PCR dobrar em quantidade durante a fase geométrica da 

amplificação da PCR, então a PCR apresentou 100% de eficiência.  

O slope de uma curva padrão é comumente usado para estimar a eficiência de 

amplificação de uma reação de PCR em tempo real. Uma curva padrão de PCR em 

tempo real é graficamente representada como um gráfico de regressão linear semi-

log do valor CT em comparação ao log da quantidade inicial do ácido nucléico. Um 

slope da curva padrão de –3,32 indica uma reação de PCR com 100% de eficiência. 

Os slopes mais negativos que –3,32 indicam reações com menos de 100% de 

eficiência. Os slopes mais positivos que –3,32 podem indicar má qualidade da amostra 

ou problemas de pipetagem. 
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Uma reação 100% eficiente produzirá um aumento de 10 vezes no amplicon da 

PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificação (log2 10 = 3,3219). 

Baixas eficiências da PCR podem resultar em baixa precisão da réplica da amostra e, 

como consequência, podem resultar em uma quantificação deficiente.  

Neste trabalho, foram testados 4 genes de referência, sendo que, o gene de 

referência escolhido teve que apresentar mínima variação de Ct (Threshold Cycle) 

nos grupos analisados (F-L-, F-L+, F+L- e F+L+). O Ct é o ponto correspondente ao 

número de ciclos a partir do qual a amplificação atinge um dado limiar que permite a 

análise quantitativa da expressão do gene avaliado. As médias dos valores de Ct, 

medidas em triplicata, foram utilizadas para calcular a expressão dos genes alvo com 

normalização a um controle interno. Os resultados foram obtidos como valores 

relativos da expressão gênica com base na fórmula:  

 

2
-CT  

 

em comparação a um alvo-interno de referência, previamente selecionado, e que 

resulta em valor 1. 

A eficiência (E) da amplificação deve variar idealmente próximo a 100% (-3.6 

> slope > -3.1), e foi determinada baseando-se na equação:  

 

E = (10 
–1/slope 

–1) × 100  

 

Para cada iniciador (primer) testado, foi feita uma curva padrão absoluta a fim 

de calcular a sua eficiência de amplificação. 

Para a realização da curva padrão, foram preparadas diluições seriadas do 

cDNA (1:5) da cepa padrão de C. albicans ATCC 18804, com a massa inicial de 300 

ng (Figura 1). Cada diluição foi feita em triplicata para cada iniciador testado. 
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Figura 1 – Esquema representativo do preparo das diluições do cDNA 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 
 

O método qPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase exponencial 

da reação de amplificação. Para o sistema de detecção, foi uitlizado o fluoróforo 

SYBR® Green (Kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG - Applied 

Biosystems, Framingham, MA, USA) que consiste na seguinte reação: em cada poço 

da placa de 96 poços (MicroAmp® Fast Optical96-well Reaction Plate), foi colocado 

10 µL de Super mix Platinum SYBR Green, 1 µL de ROX (10X) (corante de referência), 

0,5 µL de primer senso, 0,5 µL de primer anti-senso, solução de cDNA alvo e 4,0 µL 

de água DEPC para o volume final de 20 µL. A placa foi, então, lida em aparelho de 

Real Time (StepOnePlus Real-Time PCR System – Applied Biosystems, Framingham, 

MA, USA) com os seguintes ciclos: 50oC por 2 min, seguido de desnaturação inicial a 

95oC por 2 min, 40 ciclos de 95oC por 15 s e 1 ciclo de 60oC por 30 s. A detecção da 

fluorescência, no fim da etapa de cada ciclo da PCR, permitiu a monitoração da 

quantidade crescente de cDNA amplificado. 

 

 

3.6 Análise dos resultados 

 

 

Para os testes de quantificação de células viáveis, a resposta variável foi a 

contagem de UFC/mL dos micro-organismos, transformadas em log10. Na análise do 
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peso seco, a variável foi o peso do biofilme formado no disco; e para a filamentação, 

a variável considerada foi a quantificação de hifas formadas por amostra testada. A 

análise dos resultados das variáveis obtidas e a construção dos gráficos foram 

realizadas com auxílio do software do programa Graph Pad Prism 6 (GraphPad 

Software, Inc., CA, USA).  

O método 2-CT foi utilizado para analisar as mudanças relativas na expressão 

dos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 nos experimentos da qRT-PCR 

(Livak, Schmittgen, 2001), através do programa Graph Pad Prism 6, t-test (grupos 

F+L+, F+L- e F-L+ comparados ao grupo F-L-), com o nível de significância de 5%.  
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Estudo e quantificação dos biofilmes 

 

 

4.1.1 Formação de biofilme in vitro para quantificação de células viáveis 

 

 

As figuras 2 e 3 mostram a média de UFC/mL e o desvio padrão da formação 

de biofilme in vitro em ordem decrescente das amostras de estomatite protética (EP) 

e portadores de HIV, respectivamente, para quantificação de células viáveis. 

 

 

Figura 2 - Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) para contagem de C. 

albicans em biofilme em ordem decrescente das 30 amostras testadas provenientes 

de pacientes com EP 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 3 - Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL (Log10) para contagem de C. 

albicans em biofilme em ordem decrescente das 30 amostras testadas provenientes 

de pacientes portadores de HIV 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.2 Análise da biomassa (peso seco) 

 

 

As figuras 4 e 5 mostram a média da biomassa (g) e o desvio padrão do peso 

seco em ordem decrescente das amostras de estomatite protética e portadores de 

HIV, respectivamente. 
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Figura 4 - Média e desvio padrão dos dados de biomassa (g) para a análise do peso seco de 

C. albicans, em ordem decrescente das 30 amostras testadas provenientes de pacientes com 

EP 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 5 - Média e desvio padrão dos dados de biomassa (g) para a análise do peso seco de 

C. albicans, em ordem decrescente das 30 amostras testadas provenientes de pacientes 

portadores de HIV 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.1.3 Estudo da filamentação 

 

 

As figuras 6 e 7 mostram a média dos escores e o desvio padrão da contagem 

de hifas em ordem decrescente das amostras de estomatite protética e portadores de 

HIV, respectivamente.  

 

 

Figura 6 - Média e desvio padrão dos escores para a análise da filamentação de C. 

albicans, através da contagem de hifas, em ordem decrescente das 6 amostras 

testadas provenientes de pacientes com EP  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 7 - Média e desvio padrão dos escores para a análise da filamentação de C. 

albicans, através da contagem de hifas, em ordem decrescente das 8 amostras 

testadas provenientes de pacientes portadores de HIV 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As amostras Ca30, C32, C11, C10, C33 e C29 provenientes de pacientes com 

EP, tiveram valores mais altos nos dois primeiros testes (Figuras 2 e 4) dentre as 10 

primeiras amostras e foram as 6 amostras de EP escolhidas para o estudo da 

filamentação. 

As amostras 39S, 40, 76S, 21S, 86S, 24S, 31 e 109S provenientes de 

pacientes portadores do vírus HIV, tiveram valores mais altos nos dois primeiros testes 

(Figuras 3 e 5) dentre as 10 primeiras amostras e foram as 8 amostras escolhidas 

para o estudo da filamentação. 

Após a análise das figuras de 2 a 7 foram escolhidas as amostras que 

receberam o tratamento com a inativação fotodinâmica antimicrobiana (aPDI). Como 

pode-se perceber, a amostra Ca30 (proveniente de paciente com EP), obteve o 

primeiro lugar nos três testes realizados, considerada então, a mais virulenta e mais 

propícia para a realização dos futuros experimentos. A amostra 39S (proveniente de 

paciente portador do vírus HIV), obteve o primeiro ou segundo lugar nos testes 



35 

 

realizados e foi considerada também a mais virulenta para a posterior realização da 

aPDI e avaliação dos genes. 

 

 

4.2 Avaliação da eficiência dos iniciadores (primers) utilizados no estudo 

 

 

Todos os iniciadores utilizados neste estudo apresentaram uma eficiência 

próxima ou igual a 100%, confirmando a validação dos primers e a precisão dos 

experimentos. Procurou-se observar em todas as curvas, eficiência ~100%,           

Slope ~- 3,32, coeficiente de correlação ≥ 0,99. Esses dados estão apresentados no 

Quadro 2. 

 

 

Quadro 2 – Valores de Slope, correlação e eficiência da cepa de C. albicans ATCC 

18804 

 

Iniciador Slope Correlação (R2) Eficiência 
ACT1 -3,32 0,991 100% 
LSC2 -3,45 0.995 92,3% 
RIP1 -3,32 0,998 100% 
PMA1 -3,25 0,998 103% 
TEC1 -3,23 0,992 103,94% 
HWP1 -3,42 0,992 96% 
EFG1 -3,44 0,993 95,4% 
BCR1 -3,25 0,998 102,7% 
ALS3 -3,33 0,999 99,64% 
CPH1 -3,34 0,997 100% 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3 Concentração do RNA extraído de todas as amostras 

 

 

Para o desenvolvimento da PCR em Tempo Real, buscou-se a obtenção do 

RNA extraído de todas as amostras (padrão e clínicas) com valores de A260/280 ~2,0, 

de modo que o grau de pureza necessário para o bom desempenho das reações 

subsequentes fosse atingido. Se o valor de A
260/280

 ≥ 2, a amostra de RNA é 

considerada como relativamente livre de proteína. Além disso, o RNA foi purificado 

com a utilização de DNase I e a quantidade obtida de RNA em ng/µL foi suficiente 

(≥200 ng/µL) para o processo de transcrição reversa. Esses dados podem ser 

observados no quadro 3. 

 

 

Quadro 3 – Dosagens do RNA extraído em ng/µL e sua relação 260/280  
(continua) 

Amostra Grupo Dosagem 
(ng/µl) 

Pureza (260/280) 

 
 
 

ATCC18804 

AM-LSR- 600,6 1,90 
AM+LSR- 1033,0 2,03 
AM-LSR+ 781,6 1,99 
AM+LSR+ 1013,2 2,08 
ER-LED- 539,5 1,80 
ER+LED- 1109,9 2,00 
ER-LED+ 1070,9 2,01 
ER+LED+ 1174,6 2,05 

 
 

 
ATCC18804 

AM-LSR- 1313,1 2,09 
AM+LSR- 521,5 1,99 
AM-LSR+ 810,3 1,96 
AM+LSR+ 1426,9 2,06 
ER-LED- 1709,2 2,08 
ER+LED- 1742,0 2,10 
ER-LED+ 1846,5 2,06 
ER+LED+ 1992,0 2,08 

 
 
 

ATCC18804 
 
 
 

AM-LSR- 1527,5 2,07 
AM+LSR- 1428,7 2,07 
AM-LSR+ 1309,5 2,07 
AM+LSR+ 1671,5 2,07 
ER-LED- 323,8 1,82 
ER+LED- 871,6 1,80 
ER-LED+ 220,0 1,80 
ER+LED+ 492,1 1,89 



37 

 

Quadro 3 – Dosagens do RNA extraído em ng/µL e sua relação 260/280  

(continua) 

Amostra Grupo Dosagem 
(ng/µl) 

Pureza (260/280) 

 
 
 

39S 

AM-LSR- 672,0 1,80 
AM+LSR- 945,7 2,00 
AM-LSR+ 251,1 1,83 
AM+LSR+ 1108,0 2,01 
ER-LED- 336,6 1,88 
ER+LED- 788,0 2,04 
ER-LED+ 493,6 1,99 
ER+LED+ 724,7 1,95 

 
 

 
39S 

AM-LSR- 1205,9 1,98 
AM+LSR- 279,1 1,93 
AM-LSR+ 767,3 1,95 
AM+LSR+ 1291,1 2,03 
ER-LED- 668,9 2,06 
ER+LED- 252,7 1,92 
ER-LED+ 498,3 1,99 
ER+LED+ 826,0 2,02 

 
 
 

39S 

AM-LSR- 718,8 1,96 
AM+LSR- 288,4 1,95 
AM-LSR+ 248,8 1,85 
AM+LSR+ 958,1 1,99 
ER-LED- 694,8 1,95 
ER+LED- 554,4 2,04 
ER-LED+ 875,9 1,98 
ER+LED+ 895,4 2,02 

 
 
 

Ca30 

AM-LSR- 743,8 1,95 
AM+LSR- 513,0 1,96 
AM-LSR+ 383,4 1,91 
AM+LSR+ 610,7 1,94 
ER-LED- 259,4 2,02 
ER+LED- 691,0 2,04 
ER-LED+ 687,3 2,02 
ER+LED+ 342,3 2,01 

 
 

 
Ca30 

AM-LSR- 302,9 1,88 
AM+LSR- 521,3 2,05 
AM-LSR+ 607,1 2,00 
AM+LSR+ 852,4 1,99 
ER-LED- 1623,2 2,11 
ER+LED- 1277,7 2,09 
ER-LED+ 932,7 2,13 
ER+LED+ 1588,5 2,11 
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Quadro 3 – Dosagens do RNA extraído em ng/µL e sua relação 260/280  

(conclusão) 

Amostra Grupo Dosagem 
(ng/µl) 

Pureza (260/280) 

 
 
 

Ca30 

AM-LSR- 267,2 1,80 
AM+LSR- 213,6 1,80 
AM-LSR+ 944,6 1,92 
AM+LSR+ 530,8 1,99 
ER-LED- 494,8 1,98 
ER+LED- 236,1 1,93 
ER-LED+ 329,7 1,86 
ER+LED+ 738,2 2,04 

Legenda: (AM-): sem uso do azul de metileno; (AM+): utilização do azul de metileno; (ER-): sem uso 
da eritrosina; (ER+): utilização da eritrosina; (LSR-): sem uso do laser; (LSR+): utilização do laser;   
(LED-): Sem uso do LED; (LED+): utilização do LED. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.4 Seleção do gene de referência para utilização na inativação fotodinâmica 

utilizando-se laser com azul de metileno e LED com eritrosina 

 

 

O gene de referência foi utilizado para normalizar diferenças na quantidade de 

cDNA que é colocado nos poços de reação da PCR e os níveis de expressão do gene 

normalizador devem ser semelhantes em todas as 3 amostras diferentes (ATCC 

18804 e amostras clínicas 39S e Ca30), nos 4 grupos experimentais (F-L-, F+L-, F-

L+, F+L+) testados. Através do site http://www.leonxie.com/referencegene.php e 

métodos Delta CT, BestKeeper, NormFinder e Genorm foi escolhido o melhor gene 

de referência, para o estudo da inativação fotodinâmica utilizando-se laser com azul 

de metileno e LED com eritrosina, conforme descrito por Silver et al. (2006), Pfaffl et 

al. (2004), Andersen et al. (2004) e Vandesompele et al. (2002), respectivamente. Os 

genes que apresentaram o menor score e variação entre as amostras para cada 

tratamento como descritos nas figuras 8 e 9, foram RIP1 e LSC2 para laser vermelho 

e LED verde, respectivamente. 
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Figura 8 - Análise do gene de referência para o tratamento com laser e azul de 

metileno nas diferentes amostras do estudo (ATCC 18804 e amostras clínicas 39S e 

Ca30) e nos 4 grupos experimentais (F-L-, F+L-, F-L+, F+L+) 

 

 
Legenda: Através do site http://www.leonxie.com/referencegene.php e métodos Delta CT, BestKeeper, 
NormFinder e Genorm. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

Figura 9 - Análise do gene de referência para o tratamento com LED e eritrosina nas 

diferentes amostras do estudo (ATCC 18804 e amostras clínicas 39S e Ca30) e nos 

4 grupos experimentais (F-L-, F+L-, F-L+, F+L+) 

 

 

Legenda: Através do site http://www.leonxie.com/referencegene.php e métodos Delta CT, BestKeeper, 
NormFinder e Genorm. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5 Ação da inativação fotodinâmica utilizando-se laser com azul de metileno e 

LED com eritrosina atuando nos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 

 

 

Para elucidar os mecanismos envolvidos no tratamento com aPDI, foi avaliada 

a quantificação de genes de C. albicans relacionados à adesão, formação de biofilmes 

e morfogênese por qPCR (Figuras 10 a 15). 

Todos os genes analisados foram sub expressos após a aPDI (grupo F+L+) e 

os grupos F-L+ e F+L- não demonstraram diferença significativa da expressão dos 

genes quando comparados com o grupo F-L-. O fold-decrease e os valores de p para 

os genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1 estão descritos no quadro 4. 

 

 

Quadro 3 – Fold-decrease e valores de p para os genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, 

CPH1 e EFG1 após o tratamento com aPDI. O t-test foi utilizado para comparar a 

expressão dos genes (p ≤ 0,05) 

 

Genes Fold-decrease e valores 

de p para laser 

Fold-decrease e valores 

de p para LED 

ALS3 0,73 - P<0,0001 0,66 - P<0,0001 

HWP1 0,39 - P=0,0005 0,61 - P=0,0001 

BCR1 0,77 - P<0,0001 0,50 - P=0,0002 

TEC1 0,71 - P<0,0001 0,43 - P=0,0182 

CPH1 0,67 - P<0,0001 0,54 - P=0,0031 

EFG1 0,60 - P<0,0001 0,66 - P<0,0001 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 10- Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes de aderência (ALS3 

e HWP1) do grupo controle (F-L-) através de PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

em relação aos grupos F+L-, F-L+ e F+L+, usando laser e azul de metileno para a 

aPDI. Os valores são expressos pelas médias e desvio padrão. A presença de 

asteriscos indica diferença estatística entre os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 11- Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes de formação de 

biofilme (BCR1 e TEC1) do grupo controle (F-L-) através de qPCR em relação aos 

grupos F+L-, F-L+ e F+L+, usando laser e azul de metileno para a aPDI. Os valores 

são expressos pelas médias e desvio padrão. A presença de asteriscos indica 

diferença estatística entre os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 12- Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes relacionados à 

morfogênese (CPH1 e EFG1) do grupo controle (F-L-) através de qPCR em relação 

aos grupos F+L-, F-L+ e F+L+, usando laser e azul de metileno para a aPDI. Os 

valores são expressos pelas médias e desvio padrão. A presença de asteriscos indica 

diferença estatística entre os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 13: Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes de aderência (ALS3 

e HWP1) do grupo controle (F-L-) através de qPCR em relação aos grupos F+L-,         

F-L+ e F+L+, usando LED e eritrosina para a aPDI. Os valores são expressos pelas 

médias e desvio padrão. A presença de asteriscos indica diferença estatística entre 

os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14- Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes de formação de 

biofilme (BCR1 e TEC1) do grupo controle (F-L-) através de qPCR em relação aos 

grupos F+L-, F-L+ e F+L+, usando LED e eritrosina para a aPDI. Os valores são 

expressos pelas médias e desvio padrão. A presença de asteriscos indica diferença 

estatística entre os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 15- Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes relacionados à 

morfogênese (CPH1 e EFG1) do grupo controle (F-L-) através de qPCR em relação 

aos grupos F+L-, F-L+ e F+L+, usando LED e eritrosina para a aPDI. Os valores são 

expressos pelas médias e desvio padrão. A presença de asteriscos indica diferença 

estatística entre os grupos analisados (p ≤ 0,05) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

C. albicans apresenta mecanismos específicos para o desenvolvimento de 

doença que superam as defesas do hospedeiro e permitem a colonização do tecido 

mucoso. A expressão de seus fatores de virulência pode variar dependendo do tipo 

de infecção (local ou sistêmica), do estágio da doença e da resposta ao hospedeiro 

(Naglik et al., 2003). Sabe-se que a virulência de C. albicans está ligada a seus fatores 

intrínsecos, que contribuem para o desenvolvimento de candidose. Os principais 

fatores de virulência incluem a expressão de adesinas na superfície da célula, a 

capacidade de transformação morfológica de leveduras para hifas, tigmotropismo (isto 

é, crescimento em relação a estímulo mecânico), formação de biofilmes, alterações 

fenotípicas em relação ao sítio colonizado, mecanismos de interferência com o 

sistema de defesa do hospedeiro e a secreção de enzimas hidrolíticas (Hube, 2004; 

Mayer et al., 2013). 

Nesse estudo, avaliamos a ação da aPDI em amostras clínicas provenientes 

de pacientes com estomatite protética e de pacientes HIV positivos. A importância de 

analisar isolados clínicos é porque eles podem diferir em fatores de virulência. 

Portanto, uma caracterização detalhada de fatores de virulência de C. albicans é 

necessária não só para uma melhor compreensão do processo da infecção, mas 

também para a geração de compostos antifúngicos novos e mais eficazes (Luo et al., 

2015). Então, foi analisada primeiramente a capacidade de 60 amostras (30 

provenientes de pacientes com EP e 30 provenientes de pacientes portadores do vírus 

HIV) quanto a quantificação de células viáveis e produção de biomassa. Após esses 

dois testes, 14 amostras foram selecionadas para o teste da filamentação conforme o 

item 3.2.3, em material e métodos.  

O objetivo da realização desses testes foi escolher as amostras mais virulentas, 

isoladas de EP e de pacientes portadores de HIV, para posterior aplicação de aPDI. 

No entanto, as amostras ficaram em posições diferentes no ranking dos testes e a 

escolha foi feita da seguinte maneira: foram escolhidas as melhores amostras de cada 

grupo (EP e HIV) que obtiveram os 10 maiores valores de quantificação de células 

viáveis e produção de biomassa nos dois primeiros testes, para o estudo da 

filamentação. Assim, as amostras de EP Ca30, C32, C11, C10, C33 e C29 e as 
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amostras de HIV 39S, 40, 76S, 21S, 86S, 24S, 31 e 109S foram as selecionadas para 

serem submetidas ao teste de filamentação.  Destas, a amostras Ca30 e 39S foram 

consideradas as mais virulentas pois obtiveram a primeira ou segunda posições nos 

três testes realizados e foram então as escolhidas para serem submetidas à aPDI e a 

seguir, analisar a expressão dos genes envolvidos na adesão, formação de biofilme, 

e filamentação por PCR em tempo real (ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, CPH1 e EFG1). 

Como dado adicional, em um estudo realizado pelo nosso grupo utilizando algumas 

dessas amostras de pacientes HIV positivo, Junqueira et al. (2012) verificaram que a 

amostra 39S foi resistente ao antifúngico fluconazol, o que a torna ainda mais 

interessante de analisar qual o efeito da aPDI sobre ela. 

Para o desenvolvimento da PCR em Tempo Real, buscou-se a obtenção do 

RNA extraído de todas as amostras (padrão e clínicas) com valores de A260/280 ~2,0, 

de modo que o grau de pureza necessário para o bom desempenho das reações 

subsequentes fosse atingido. Se o valor de A
260/280

 ≥ 2, a amostra de RNA é 

considerada como relativamente livre de proteína. Além disso, o RNA foi purificado 

com a utilização de DNase I (Turbo DNase Treatment and Removal Reagents - 

Ambion Inc., Carlsbad, CA, USA) e a quantidade obtida de RNA em ng/µL foi 

satisfatória para o processo de transcrição reversa e suficiente (≥200 ng/µL) para todo 

o experimento. 

A normalização é um componente essencial para um confiável ensaio de PCR 

porque este processo controla as variações no rendimento de extração, transcrição 

reversa e eficiência de amplificação, permitindo assim, comparações entre 

concentração de mRNA em diferentes amostras. A utilização de genes de referência, 

como controles internos é o método mais comum para normalizar reações de PCR 

(Bustin et al., 2009). No entanto, embora a utilização de genes de referência seja 

aceita como a normalização mais adequada (Huggett et al., 2005), é impossível 

encontrar um gene normalizador "universal" sob todas as condições diferentes a que 

as células ou tecidos podem ser submetidos em diversos tipos de experimentos 

(Haberhausen et al., 1998; Thellin et al., 1999). Por isso, o presente estudo investigou 

qual é o melhor gene de referência para este experimento em particular.  

Vandesompele et al. (2002), recomendam o uso de pelo menos 3 genes de 

referência para cada experimento. Neste trabalho foram avaliados quatro (ACT1, 

LSC2, RIP1 e PMA1) e os genes RIP1 e LSC2 foram os que apresentaram a menor 
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variação entre as amostras testadas nos tratamentos com laser vermelho e LED 

verde, respectivamente, e, portanto, os escolhidos para normalizar a expressão dos 

genes alvos. 

Nailis et al. (2006), recomendam o uso da progressão geométrica para os 

valores obtidos com 5 genes de referência para análise de expressão gênica em C. 

albicans, normalizando eficientemente os valores obtidos na expressão relativa. 

Porém, investigaram a estabilidade da expressão de oito genes (ACT1, PMA1, RIP, 

RPP2B, LSC2, IMH3, CPA1 e GAPDH) potencialmente utilizados para estudos de 

expressão gênica em biofilmes de C. albicans e verificaram que o gene ACT1 foi o 

mais estável entre eles.  

Em um estudo realizado pelo nosso grupo, Freire et al. (2015), investigaram o 

nível de expressão dos genes SAP5, LIP9 e PLB2 por PCR em tempo real, utilizando-

se laser arseneto de gálio alumínio de baixa potência e azul de metileno em amostras 

clínicas de C. albicans de pacientes HIV positivos e uma cepa padrão ATCC 18804. 

Neste estudo foram testados os genes normalizadores ACT1, EFG1 e RPP2B, e o 

gene ACT1 foi, também, o mais estável nesse caso.  

No presente estudo, para a verificação do gene normalizador mais estável, foi 

utilizado o site http://www.leonxie.com/referencegene.php que compilou 4 softwares 

diferentes, Delta CT, BestKeeper, NormFinder e Genorm de acordo com os seguintes 

autores, respectivamente: Silver et al. (2006), Pfaffl et al. (2004), Andersen et al. 

(2004) e Vandesompele et al. (2002) e diferentemente de Nailis et al. (2006) e Freire 

et al. (2015), os genes de referência mais estáveis foram RIP1 e LSC2 para os 

tratamentos com laser vermelho e LED verde, respectivamente. 

Com o aumento do uso excessivo e inadequado de agentes antifúngicos, cepas 

resistentes de C. albicans e não-albicans podem ser selecionadas (Mushi et al., 2017). 

Esses autores realizaram uma revisão e meta-análise sobre a contribuição de C. 

albicans e de espécies não-albicans em causar candidose oral em pacientes 

portadores do vírus HIV na África Subsaariana entre 2005 e 2015. Após a análise de 

13 estudos, C. albicans foi o isolado mais comumente encontrado (74,5%). Além 

disso, os autores verificaram a resistência dessas espécies ao Fluconazol e 

Voriconazol e C. albicans foi significantemente mais resistente do que as espécies 

não-albicans (44,7% vs 21,9%; p < 0,001 e 104/252 vs 4/115; p < 0,001, 

respectivamente). 
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Bhattacharjee (2016), isolaram a partir de hemoculturas Candida spp. de 70 

pacientes em um hospital em Calcutá, Índia. Das 70 amostras, 34 (48,57%) foram de 

C. albicans e dessas, 28 foram resistentes a antifúngicos, 100% ao Fluconazol, 

52,94% à Flucitosina, 44,12% à Anfotericina B, 17,65% ao Itraconazol e 8,82% ao 

Voriconazol. Devido a esse aumento de cepas de C. albicans resistentes às drogas 

antifúngicas, a Inativação Fotodinâmica Antimicrobiana vem surgido como uma opção 

terapêutica na redução de infecções fúngicas para melhorar o arsenal terapêutico. 

Adicionalmente, considera-se que o desenvolvimento da resistência a aPDI por micro-

organismos é um evento improvável, pois esta é considerada como um processo 

tipicamente multi-alvo, que é uma diferença entre aPDI e a maioria dos antifúngicos 

(Lyon et al., 2011). 

Uma droga multi-alvo (multitarget drug) é um medicamento que interage com 

uma afinidade mais baixa do que um fármaco com um único alvo, pois é pouco 

provável que uma molécula que se ligará a diferentes alvos tenha uma afinidade 

igualmente elevada. No entanto, a baixa afinidade de ligação de medicamentos não 

é, aparentemente, uma desvantagem. Por exemplo, a memantina, medicamento 

usado para tratar a doença de Alzheimer, e outras drogas multi-alvo do receptor de 

NMDA não competitivo antagonista, mostram que a baixa afinidade reduz a gama de 

efeitos colaterais quando comparada aos medicamentos de alta afinidade (Rogawski, 

2000; Lipton, 2004). 

Por esses motivos, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a ação da 

aPDI em genes de C. albicans relacionados a fatores de virulência utilizando laser 

vermelho atuando sobre o corante azul de metileno e LED verde atuando em 

eritrosina. Em um de nossos trabalhos (Freire et al., 2016), foi avaliado os efeitos da 

aPDI sobre candidose oral em camundongos imunossuprimidos por imagem de 

bioluminescência. Foram utilizados como FS, azul de metileno (AM), e novo azul de 

metileno (NAM) combinados ou não com iodeto de potássio (KI) e laser vermelho (660 

nm) com 4 doses diferentes de luz (10J, 20J, 40J e 60J). As melhores reduções de 

biofilme in vitro em UFC/ml foram: AM mais KI com 40J (2,31 logs; p < 0,001); e NAM 

sem KI com 60J (1,77 log; p < 0,001). Essas condições foram escolhidas para o 

tratamento in vivo em modelo experimental de candidose oral em camundongos. 

Depois de 5 dias de tratamento, a levedura foi praticamente erradicada, especialmente 

utilizando AM mais KI com 40J.  
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Pereira et al. (2015) avaliaram a ação da aPDI em culturas planctônicas e 

biofilmes de 48 isolados clínicos de C. albicans provenientes de indivíduos usuários 

de prótese total superior com estomatite protética. Para esse estudo, foi utilizado LED 

verde e eritrosina a 200 µM e 400 µM para culturas planctônicas e biofilmes, 

respectivamente. A aPDI promoveu uma redução de 4.62 ± 1.06 log10 e 1.01 ± 0.44 

log10, para culturas planctônicas e biofilmes, respectivamente. Além disso, os ensaios 

de aPDI realizados nesse estudo mostraram uma diminuição significativa na atividade 

enzimática e hemolítica das amostras de C. albicans. 

Apenas um estudo foi encontrado na literatura que correlaciona a expressão 

de genes de C. albicans com aPDI (Freire et al., 2015). Este estudo foi conduzido pelo 

nosso laboratório e demonstrou que a inativação fotodinâmica, utilizando-se laser de 

gálio-alumínio-arseneto de baixa potência e azul de metileno, atuou na expressão dos 

genes SAP5, LIP9 e PLB2 de amostras clínicas de C. albicans provenientes de 

pacientes HIV-positivo. A diminuição na produção dessas enzimas hidrolíticas deve 

diminuir a virulência das leveduras, atuando em sua penetração e invasibilidade nos 

tecidos. No presente estudo foram avaliados os genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, 

CPH1 e EFG1, relacionados à aderência, formação de biofilme e hifas, utilizando-se 

duas fontes de luz e dois corantes diferentes, o que possibilitou a observação da 

eficiência e comparação de ambos os protocolos atuando em genes diferentes do 

estudo de Freire et al. (2015). 

Como pode-se observar nas figuras de 10 a 15, ambos os protocolos de aPDI 

foram eficientes na diminuição da expressão dos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, 

CPH1 e EFG1, sendo que a utilização de laser com azul de metileno pareceu ainda 

mais eficiente (todos os valores de p <0,0001, com exceção do gene HWP1) do que 

a utilização de LED com eritrosina. Porém, em todos os casos foi obtido diferença 

estatística (p<0,05), e Fold-decrease <2, indicando a eficiência dos tratamentos. Outro 

ponto importante a ser observado é que apenas o grupo F+L+ obteve diferença 

estatística quando comparado ao grupo F-L-, indicando que o corante sozinho (grupo 

F+L-) ou apenas a irradiação de luz (grupo F-L+) não foram capazes de sub ou super 

expressar os genes avaliados. 

Dos genes avaliados nesse estudo, as proteínas ALS (agglutinin-like 

sequence), particularmente ALS3, contribuem para a formação de biofilme, mediando 

a invasão e dano epitelial (Liu, Filler, 2011). ALS3 tem sido foco de investigação pois 
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é produzida em abundância nas superfícies de tubos germinativos e hifas (Coleman 

et al., 2009) promovendo uma ligação entre a função adesiva e a formação de hifas, 

fator de virulência importante para a patogenicidade em mucosas (Naglik et al., 2006; 

Zakikhany et al., 2007; Naglik et al., 2008).  

O gene HWP1 (hyphal wall protein), codifica a principal proteína relacionada à 

adesão, comumente expressa no tubo germinativo e superfícies de hifas de espécies 

de Candida, ajudando na fixação às células mucosas epiteliais (Chaffin, 2008; Romeo, 

Criseo, 2008). Além disso, em modelo in vivo para formação de biofilme, propõe-se 

que a adesina HWP1 retém Candida no biofilme (Mirhendi et al., 2011). 

O gene BCR1 (biotin carboxylase) tem papel importante e é necessário na 

formação de biofilme de C. albicans. Como um regulador positivo da adesão, BRC1 é 

requerido para a expressão de proteínas da superfície celular como ALS1, ALS3 e 

HWP1 (Nobile et al., 2006; Fanning et al., 2012). A acumulação de RNA de BCR1 é 

dependente do fator de transcrição TEC1 (Nobile, Mitchell, 2005), gene que atua 

juntamente com BCR1 para a aquisição das propriedades de aderência das hifas, uma 

vez que BCR1 não é requerido sozinho na morfogênese (Nobile et al., 2006). O gene 

TEC1 também mostrou-se necessário para a formação adequada de hifas em C. 

albicans in vitro (Schweizer et al., 2000). 

A formação de biofilme é controlada por uma rede transcricional composta por 

seis reguladores transcricionais, incluindo EFG1, TEC1 e BCR1 (Nobile et al., 2012). 

EFG1 é um dos principais reguladores transcricionais que controlam a morfogênese 

juntamente com outros fatores de virulência não envolvidos diretamente na 

filamentação, como adesinas e enzimas degradativas, que também contribuem para 

a patogênese de C. albicans (Lo et al., 1997; Park et al., 2005). 

Em um estudo conduzido por Chen e Lan (2015), foi demonstrado que a 

deleção dos genes EFG1 ou BCR1 reduziram a expressão dos genes de adesão 

ALS1, ALS3 e HWP1, reduzindo a formação de biofilme. Os autores afirmam, dessa 

maneira, que os fatores transcricionais EFG1 e BCR1 são críticos para a formação de 

biofilme e que EFG1 é requerido para o crescimento de hifas. Assim, a aPDI ao 

diminuir a expressão dos genes ALS3, HWP1, BCR1 e EFG1, como visto nos 

resultados do presente estudo, prejudica a adesão, formação de biofilme e 

morfogênese de C. albicans. 
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Yano et al. (2016), induzindo estomatite protética (EP) por Candida albicans em 

ratos, mostraram que os ratos inoculados com mutantes de C. albicans defeituosos 

na formação de biofilmes por exclusão de EFG1 ou BCR1, reduziram o dano ao tecido 

bucal, indicando diminuição da virulência. Assim, também podemos inferir que a aPDI 

ao diminuir a expressão desses genes contribui para que C. albicans se torne menos 

patogênica na formação e progressão de EP. 

Sohn et al. (2003) constataram que, em contraste com CPH1, o gene EFG1 

desempenha um papel importante por si só na transcrição de vários genes da parede 

celular, como HWP1, durante a morfogênese. A morfogênese desempenha um papel 

importante na formação de biofilme e na patogenicidade de C. albicans, e a deleção 

de CPH1 reduz o crescimento de hifas (Tsai et al., 2013). Os genes EFG1 e CPH1, 

como reguladores transcricionais, foram identificados como tendo papeis 

fundamentais e principais no controle do crescimento das hifas (Braun, Johnson, 

2000; Dieterich et al., 2002) e regulação da expressão de vários genes com a função 

de invasão de células hospedeiras ou formação de biofilmes (Moazeni et al., 2012; 

Staniszewska et al., 2013). 

A escolha dos genes avaliados nesse estudo foi devido a todos os fatores 

relatados acima considerados de suma importância na patogenicidade de C. albicans. 

Assim, uma vez que a aPDI, utilizando-se laser com azul de metileno e LED com 

eritrosina, promoveu a redução da expressão dos genes ALS3, HWP1, BCR1, TEC1, 

CPH1 e EFG1, podemos inferir que houve a diminuição da virulência de C. albicans, 

e sugerir a melhora no quadro clínico dos pacientes HIV positivos ou com estomatite 

protética acometidos por candidose, se tratados com esses protocolos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Após a análise dos resultados obtidos nesse estudo, tanto o laser atuando 

sobre o azul de metileno, como a eritrosina utilizada com LED, representam duas 

estratégias antifúngicas potenciais para o tratamento de candidose oral, uma vez que 

reduziram a expressão de genes relacionados a adesão (ALS3 e HWP1), formação 

de biofilmes (BCR1, TEC1) e morfogênese (CPH1 e EFG1) por C. albicans, sugerindo 

a diminuição de sua virulência. 
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ANEXO A – Artigo publicado: Photodynamic therapy of oral Candida infection in a 

mouse model 
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