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Resumo 

Este trabalho avaliou a eficácia das Terapias Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT) e 

Sonodinâmica (SDT) na inativação de espécies de Candida. O estudo 1 avaliou a efetividade 

da aPDT na inativação de biofilmes de Candida albicans susceptível e resistente ao 

fluconazol, bem como seus efeitos sobre os fatores de virulência das cepas. Para isso, 

biofilmes destas cepas foram tratados com aPDT mediada pelo Photodithazine e luz LED. 

Após a aPDT, as células foram recuperadas e os fatores de virulência avaliados. A capacidade 

de adesão foi analisada pelos testes de XTT (atividade metabólica) e UFC/mL (viabilidade 

celular). A capacidade de formar biofilme foi avaliada pelos testes de XTT, UFC/mL e 

biomassa total. A síntese de exoenzimas foi avaliada por testes fluorimétricos. Os dados 

foram analisados por ANOVA a 2 ou 3 critérios (p≤0,05). Verificou-se que a aPDT reduziu a 

viabilidade das cepas, entretanto não alterou os fatores de virulência. No estudo 2, foi avaliada 

a efetividade da aPDT no tratamento de pacientes com estomatite protética em comparação 

com a Nistatina (NIS). Os pacientes do grupo aPDT (n=30) foram submetidos a 6 sessões de 

aPDT (3 vezes/semana, 15 dias) e os pacientes do grupo NIS (n=35) utilizaram o antifúngico 

4 vezes/dia, durante 15 dias. Coletas microbiológicas das próteses e palatos foram realizadas e 

cultivadas em ágar sangue e chromagar (UFC/mL). Fotografias dos palatos foram tomadas 

para avaliação clínica da lesão. Os dados foram analisados pelo Modelo Linear de Medidas 

Repetida (p≤0,05). Foi observado que a aPDT foi mais efetiva em reduzir a microbiota total 

do que a NIS. A aPDT foi tão eficaz quanto a NIS em reduzir Candida spp. do palato. A 

aPDT e a NIS apresentaram percentual de melhora clínica da lesão similar. O estudo 3 avaliou 

a eficácia da aPDT, SDT e a combinação de ambos os tratamentos na inativação de C. 

albicans. Suspensões foram tratadas com aPDT e SDT e a efetividade foi determinada por 

UFC/mL. Os biofilmes foram tratados com aPDT, SDT e a combinação de ambos os 

tratamentos (aPDT+SDT). Os tratamentos foram avaliados por UFC/mL, biomassa total e 

microscopia. Os dados foram analisados por ANOVA (p≤0,05). Embora a aPDT e SDT 

tenham erradicado suspensões, estes tratamentos tiveram pouco efeito sobre os biofilmes. A 

associação da aPDT+SDT reduziu a viabilidade celular e a biomassa total. 

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Terapia por Ultrassom. Candida. Resistência a 

medicamentos. Estomatite sob prótese. 
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Abstract 

This work evaluated the efficacy of Antimicrobial Photodynamic (aPDT) and Sonodynamics 

(SDT) Therapies in the inactivation of Candida species. The study 1 evaluated the efficacy of 

aPDT in the inactivation of susceptible and fluconazole resistant Candida albicans biofilms, 

as well as its effect on the virulence factors of the strains. For this, biofilms were treated with 

aPDT mediated by Photodithazine and LED light. After aPDT, cells were recovered and the 

virulence factors were evaluated. The adhesion capacity was assessed by XTT assay 

(metabolic activity) and CFU/mL (cell viability). The ability to form biofilm was evaluated by 

XTT, CFU/mL and total biomass. The synthesis of exoenzymes was evaluated by fluorimetric 

tests. Data were analyzed by ANOVA-2 or 3 way (p≤0.05). It was found that aPDT reduced 

the viability of the strains, however aPDT did not alter the virulence factors. The study 2, 

evaluated the effectiveness of aPDT in the treatment of patients with denture stomatitis in 

comparison with Nystatin (NYS). Patients of the aPDT group (n=30) underwent 6 sessions of 

aPDT (3 times/week, 15 days). Patients of the NYS group (n=35) rinsed the antifungal, 4 

times/day, for 15 days. Microbiological collections of dentures and palates were performed 

and cultured on blood agar and chromagar (CFU/mL). Photographs of the palates were taken 

for clinical evaluation. Data were analyzed by the Linear Model of Repeated Measures 

(p≤0.05). It was observed that aPDT was more effective in reducing the total microbiota than 

NYS. The aPDT was as effective as NYS to reduce Candida spp. of the palate. aPDT and 

NYS showed similar clinical improvement percentage. The study 3 evaluated the efficacy of 

aPDT, SDT and the combination of both treatments in the inactivation C. albicans. Planktonic 

cultures were treated with aPDT and SDT. Cell survival was determined by CFU/mL. 

Biofilms were treated with aPDT, SDT and the combination of both treatments (aPDT+SDT). 

Efficacy in treating biofilms was evaluated by CFU/mL, total biomass and microscopy. Data 

were analyzed by ANOVA (p≤0.05). Although aPDT and SDT completely eradicated 

planktonic cultures, these treatments had no effect on biofilms.  However, the combined 

treatment (aPDT+SDT) reduced the cell viability and total biomass. 

Key words: Photochemotherapy. Ultrasonic Therapy. Candida. Drug Resistance. Denture 

Stomatitis. 
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1 INTRODUÇÃO 

Muitas espécies de Candida são isoladas da cavidade oral dos seres humanos em 

relação de comensalismo (Soll
53

, 2002). Porém, sob determinadas situações, como por

exemplo quando o indivíduo possui imunossupressão relacionada à síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), faz uso de medicamentos imunossupressores, antibióticos 

de amplo espectro, terapias antineoplásicas ou quando o indivíduo é diabético, estes fungos 

são responsáveis pelo desenvolvimento de infecções, tais como a candidose oral (Iacopino, 

Wathen
27

, 1992). A Candida albicans é o principal agente etiológico desta infecção (Nikawa

et al.
40

, 1998), no entanto, outras espécies do mesmo gênero também têm sido isoladas e são

frequentemente associadas ao desenvolvimento de infecções, tais como a Candida glabrata, 

Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida guilliermondi 

(Samaranayake, Samaranayake
49

, 2001).

A expressão de fatores de virulência pela C. albicans auxilia na colonização do 

hospedeiro (Ferreira et al.
17

, 2010). A produção de enzimas, como as proteinases e

fosfolipases, hidrolisa importantes constituintes da membrana citoplasmática da célula 

hospedeira, como os fosfolipídios e proteínas. Esse processo resulta na ruptura da membrana 

celular e consequente invasão do microrganismo (Hube, Nagllik
26

, 2001; Niewerth, Korting
39

,

2001). A habilidade de formar biofilmes tem sido intimamente associada à capacidade de 

causar infecções, e pode ser considerada um importante fator de virulência (Ramage et al.
45

,

2012). Os biofilmes são comunidades biológicas com um elevado grau de organização e 

complexidade. Estas comunidades encontram-se envoltas por matriz extracelular produzida 

pelas próprias células. Os biofilmes podem desenvolver-se em qualquer superfície que esteja 

em contato com fluidos do corpo, seja biótica ou abiótica. A associação dos organismos em 

biofilmes constitui uma forma de proteção ao seu desenvolvimento, favorece relações 

simbióticas e permite a sobrevivência em ambientes hostis (Ramage et al.
45

, 2012).

A utilização de próteses dentais removíveis tem sido associada à manifestação de uma 

forma de candidose que afeta normalmente o palato de aproximadamente 65% dos pacientes 

usuários de próteses (Chandra et al.
9
, 2001), conhecida como estomatite protética. Como as

espécies de Candida são capazes de aderir à resina acrílica, a superfície interna das próteses 

torna-se um reservatório de microrganismos, e passa a ser colonizada por um biofilme 

complexo e consistente (Salermo et al.
48

, 2011), com capacidade de armazenar e proteger os

microrganismos que, por sua vez, podem colonizar outras regiões da cavidade bucal (Monroy 

et al.
35

, 2005). Outros fatores locais associados à prótese, como trauma local, xerostomia, uso
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contínuo da prótese e alteração do pH da saliva, também são frequentemente relacionados ao 

desenvolvimento da estomatite protética (Figueiral et al.
19

, 2007). Essa infecção caracteriza-se

pela presença de múltiplos pontos hiperêmicos na mucosa subjacente às próteses removíveis 

dos pacientes, e, em casos mais avançados, também podem ser observadas áreas eritematosas 

difusas e hiperplasia papilar do palato (Telles et al.
54

, 2017). Apesar de muitas vezes ser

assintomática, a infecção pode causar prurido, ardência, dor, sabor desagradável, desconforto, 

hemorragia na mucosa bucal, alteração no paladar, halitose, xerostomia e lesões associadas, 

como queilite angular e glossite rombóide mediana (Hoshi et al.
25

, 2011; Scully
51

, 2013).

Os tratamentos direcionados à estomatite protética são variados, podendo ser terapia 

antifúngica tópica, medicação antifúngica sistêmica
 

e procedimentos de higienização e 

desinfecção das próteses (Banting, Hill
3
, 2001; Goldman et al.

22
, 2004).  O grau de infecção,

condições de saúde geral e bucal, idade e gênero do paciente e idade da prótese são aspectos 

que devem ser avaliados na escolha do tratamento (Yarborough et al.
57

, 2016). Em qualquer

situação clínica, é necessário orientar devidamente os pacientes quanto à higienização das 

próteses e à sua remoção durante o período noturno (Hoshi et al.
25

, 2011). Além disso, é

indicado que as próteses com mais de cinco anos de uso ou em condições inadequadas sejam 

substituídas (Hoshi et al.
25

, 2011).

Para o tratamento da estomatite protética a prescrição de agentes antifúngicos tópicos, 

como a Nistatina tem sido indicada (Pappas et al.
41

, 2009). Para pacientes

imunocomprometidos ou em risco de candidemia, a terapia antifúngica sistêmica, como por 

exemplo os azoles, tem sido usada (Akpan, Morgan
2
, 2002). No entanto, o aumento na

utilização dos medicamentos azoles, combinado com vários casos de recorrência da infecção, 

tem tornado estes fungos resistentes aos tratamentos antifúngicos convencionais (Goldman et 

al.
22

, 2004). A resistência aos medicamentos antifúngicos é definida como a falha de um

tratamento antifúngico, que resulta na persistência ou progressão da infecção (White et al.
56

,

1998). 

Diante das dificuldades relacionadas a resistência fúngica, uma modalidade 

terapêutica alternativa vem sendo sugerida como promissora para inativação microbiana 

(Donnelly et al.
13

, 2008). A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (do inglês, Antimicrobial

Photodynamic Therapy, aPDT)
 
baseia-se na administração de um composto químico, um 

fotossensibilizador (Fs), que submetido a irradiação com luz visível, na presença de oxigênio, 

produz danos celulares específicos que inativam os microrganismos. Na área médica, esta 

terapia também tem sido amplamente estudada para o tratamento de câncer bucal, pulmão e 

pele (Agostinis et al.
1
, 2011). Dois diferentes mecanismos oxidativos parecem ocorrer após a



14 

fotoativação do fotossensibilizador. No primeiro, ocorre uma reação fotoquímica, na qual o 

fotossensibilizador interage com uma biomolécula produzindo radicais livres, já no segundo 

mecanismo, há produção do oxigênio singlete (
1
O2). Estas moléculas que são produzidas

(radicais livres e oxigênio singlete) são responsáveis pela inativação celular (Donnelly et al.
13

,

2008).  

Atualmente, FSs de segunda geração vem sendo amplamente empregados na aPDT. 

Dentre estes compostos estão as clorinas, porfirinas hidrofílicas reduzidas que apresentam 

forte banda de absorção na região vermelha do espectro fotomagnético. O Photodithazine
®

(PDZ) é uma clorina e6 preparada na Rússia, obtida a partir da cianobactéria Spirulina 

platensis. Esse FS vem sendo aplicado atualmente com sucesso na PDT contra o câncer, 

devido ao seu alto rendimento quântico de formação de oxigênio singlete (Ferreira et al.
18

,

2008). A efetividade da aPDT mediada pelo PDZ na inativação in vitro de espécies de 

Candida têm sido relatada (Dovigo et al.
14

, 2013; Quishida et al.
44

, 2013). Dovigo et al.
14

(2013), observaram que a aPDT associada ao PDZ e luz LED promoveu redução no número 

de colônias e no metabolismo celular dos biofilmes de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis 

em aproximadamente 62,1%, 76,9% e 76% respectivamente (Dovigo et al.
14

, 2013). Quando

um biofilme misto formado por C. albicans, C. glabrata, e Streptococcus mutans foi 

submetido a aPDT mediada pelo PDZ foi observada uma redução significativa na viabilidade 

das três espécies avaliadas, além disso, foi observada uma redução significativa na atividade 

metabólica dos biofilmes (Quishida et al.
44

, 2015).

Apesar de o tratamento da estomatite protética por meio da aPDT mediada pelo PDZ 

ainda não ter sido avaliado, estudos in vivo mostraram a eficácia da aPDT no tratamento de 

candidose oral induzida em camundongos. Carmello et al.
8
 (2015)

 
observaram que a aplicação

de 100 mg/L de PDZ e 37,5 J/cm² de luz LED foi capaz de reduzir 4,36 log10 na viabilidade 

de C. albicans presentes na língua de camundongos com candidose oral. Em outro estudo, 

cinco aplicações sucessivas de aPDT mediada pelo PDZ foram tão efetivas quanto a Nistatina 

para o tratamento de candidose oral experimental em camundongos (Carmello et al.
7
, 2016).

Ambos os estudos concluíram que a aPDT mediada pelo PDZ pode ser aplicada de forma 

segura, uma vez que não foi verificada qualquer alteração microscópica nos tecidos dos 

animais. 

O rosa-bengala (RB) (sal dissódico 4,5,6,7-tetracloro-2,4,5,7-tetra-iodo-fluoresceínas), 

é um corante de xanteno hidrofóbico aniônico caracterizado por absorção em comprimentos 

de onda de luz na faixa de 450 a 600 nm. O RB tem várias aplicações na medicina que 

incluem o diagnóstico de dano ocular, a detecção de lesões pré-cancerosas orais e é usado 
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como agente revelador de placa dentária (Fischer et al.
20

, 2004; Feenstra, Tseng
16

, 1992).

Devido a sua capacidade de produzir espécies reativas de oxigênio ao ser irradiado, este 

corante também tem sido investigado como FS para mediar a aPDT.  Freire et al.
21

 (2014)

tratou células planctônicas de C. albicans ATCC 18804 (10
6
) com aPDT mediada pelo RB

nas concentrações de 0,78 a 400 μM durante 5 min, e luz LED verde (532 nm, 42,63 J/cm²). 

Os autores observaram completa erradicação de C. albicans quando incubadas com 12,5 μM. 

Quando este FS foi avaliado na concentração de 40 μM na inativação suspensão de isolados 

clínicos de C. albicans, a maior redução encontrada foi de 1,97 log10 (Costa et al.
10

, 2012).

Em outro estudo, quando a aPDT foi mediada pelo RB a 200 μmol/L por 20 min, foram 

observadas reduções de 4 log10 e 6 log10 de C. albicans nas densidades celulares de 10
7
 e 10

6

células/mL, respectivamente, quando este FS foi iluminado nas doses de 40 e 80 J/cm² 

(Demidova, Hamblin
12

, 2005). Desta forma, dependendo da cepa, concentração do FS, fonte e

dose de luz avaliados, observam-se diferentes resultados da efetividade da aPDT mediada 

pelo RB. 

Recentemente, a Terapia com Sonodinâmica (SDT) surgiu como uma alternativa à 

aPDT para o tratamento de tumores (McHale et al.
32

, 2016)
 
e para a inativação de micro-

organismos (Harris et al.
23

, 2014). Enquanto a aPDT utiliza luz para ativar o FS, a SDT utiliza

o ultrassom (US). A vantagem da utilização do US é que esse se propaga mais profundamente

no tecido. Embora o mecanismo da aPDT seja bem conhecido, o mecanismo exato para a 

geração de oxigênio singlete na SDT ainda é controverso (Hiraoka et al.
24

, 2006). Sabe-se que

na SDT a cavitação inercial pelo ultrassom, um processo caracterizado pela formação, 

oscilação e colapso de bolhas gasosas no meio irradiado com o ultrassom, é a reação central 

para a produção de oxigênio singlete. Quando o fenômeno de cavitação é dominado por forças 

de inércia, as bolhas colapsam violentamente, acarretando na elevação da temperatura local e 

na produção de sonoluminiscência. Sugere-se que, na SDT, a geração de oxigênio singlete 

seja resultado da foto-ativação indireta da droga sensibilizante via sonoluminescência 

(McHale et al.
32

, 2016). Uma vez excitado, o sensibilizador produz oxigênio singlete

exatamente da mesma maneira que na aPDT.  

O uso da SDT como tratamento antimicrobiano é uma abordagem relativamente nova, 

por isso as publicações relacionadas a este assunto são escassas. Alguns estudos nesta área 

relataram inativação de bactérias por meio do US mediado por diferentes sensibilizadores, 

incluindo rose-bengal (RB) (Nakonechny et al.
37

, 2013), curcumina (Wang et al.
55

, 2014) e

porfirina (Zhuang et al.
58

, 2014). Nakonechny et al.
37

 (2013), observaram que a SDT,

utilizando-se o US na frequência de 28 kHz, mediada pelo RB foi efetiva na erradicação das 
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suspensões de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Zhuang et al.
58

 (2014)
 
demonstraram

que a incubação de 50 μg/L com um éster monometílico de hematoporfirina seguida de 

irradiação ultrassônica (1 MHz, 6 W/cm², 30 min) promoveram redução de ~ 2 log10 de 

suspensões de S. aureus (Zhuang et al.
58

, 2014). Em outro estudo, culturas planctônicas de S.

aureus e Pseudomonas aeruginosa tratadas com SDT utilizando um peptídeo antimicrobiano 

conjugado ao RB resultou em reduções de 5 e 7 log10 na viabilidade celular, respectivamente 

(Costley et al.
11

, 2015). Quando uma suspensão de S. aureus resistente a meticilina (MRSA)

foi tratada usando SDT com curcumina, a viabilidade bacteriana foi reduzida em 5 log10 

(Wang et al.
55

, 2014). Dessa forma, a SDT tem demonstrado ser uma abordagem promissora

para a inativação de bactérias planctônicas, no entanto, ainda não há relatos que descrevam a 

eficácia da SDT para a inativação de suspensões ou biofilmes de C. albicans. 

Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade da aPDT medida pelo PDZ, 

em inativar biofilmes de C. albicans susceptíveis e resistentes ao fluconazol (Publicação 1). 

Também foram avaliados os efeitos desta terapia sobre os fatores de virulência de Candida 

(adesão, capacidade de formação de biofilme, produção de fosfolipase e proteinase). Em outra 

etapa (Publicação 2), foi verificada a efetividade da aPDT, mediada pelo PDZ, no tratamento 

de pacientes com estomatite protética em comparação com o antifúngico tópico Nistatina. 

Adicionalmente, foi avaliada a capacidade das Terapias Sonodiâmica, aPDT e a combinação 

de ambos os tratamentos, mediados pelo PDZ ou RB, em inativar suspensões e biofilmes de 

C. albicans (Publicação 3).
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5 CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 A aPDT mediada pelo PDZ foi capaz de reduzir a viabilidade e metabolismo celular

de biofilmes de C. albicans susceptível e resistente ao fluconazol;

 A aPDT mediada pelo PDZ não reduziu os seguintes fatores de virulência dos

biofilmes de C. albicans susceptível e resistente ao fluconazol: capacidade de adesão e

formação de biofilme e produção de exoenzimas (proteinase e fosfolipase);

 A aPDT meiada pelo PDZ foi capaz de reduzir a microbiota-total do palato e prótese

de pacientes com estomatite protética;

 A aPDT foi tão efetiva quanto a Nistatina na inativação de espécies de Candida do

palato de pacientes com estomatite protética;

 A aPDT e a Nistatina apresentaram porcentagens similares de melhora clínica da

inflamação do palato de pacientes com estomatite protética;

 Foi observada a recorrência da estomatite protética nos pacientes tratados com aPDT e

Nistatina;

 A aPDT e a SDT, mediadas pelo PDZ e RB, foram capazes de erradicar suspensões de

C. albicans;

 A combinação dos tratamentos aPDT+SDT foi efetiva mais na inativação de C.

albicans e na redução da biomassa total de biofilmes de que a aplicação isolada das

terapias.
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