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RESUMO 

 

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana, com uso de azul de metileno como fotossensibilizador, sobre os 

fatores de patogenicidade de Candida spp. Um ensaio in vitro foi realizado sobre a 

concentração celular em espectrofotrômetro, morfologia fúngica quantificada pelas 

dimensões de área, densidade cromática e números de brotos reprodutivos, ruptura 

com o ciclo de regeneração da parede celular, bem como a interação dos tratamentos 

com o Ergosterol, constituinte natural da membrana plasmática dos fungos. A partir 

da suspensão de Candida albicans, tropicalis e krusei, representados por isolados 

clínicos de pacientes com Leucemia Linfocítica Aguda e por estirpes ATCC e CBS, 

foram preparados inóculo na concentração de 1 x 106 e submetidos aos seguintes 

grupos: G1 - Controle de Crescimento; G2 - Irradiação Vermelha; G3 - Azul de 

Metileno com exposição de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiação de 

15 minutos; G5 - TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associação de Nistatina e TFDa 

com TPI de 15 minutos; G7 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; 

G8 - Nistatina. A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP, com comprimento de onda 

de 660 nm, densidade de potência de 3,57 W/cm² e com energia de 5,0 J e densidade 

de energia de 178,5 J/cm². A concentração do Azul de Metileno foi de 0,1%. Os 

resultados dos ensaios de imagens foram processados no programa ImageJ (1.51p) 

e, posteriormente, analisados estatisticamente no Software SPSS (versão 18), assim 

como o produto dos demais testes. A análise estatística foi realizada com o teste 

paramétrico One-way ANOVA e Two-way ANOVA, com um nível de significância de 

5%. Em todos experimentos, os microrganismos clínicos apresentaram maior 

potencial de resistência aos tratamentos submetidos, quando comparado aos 

padronizados, justificado pela constante exposição clíclica à fármacos e recursos 

imunológicos do hospedeiro. Quanto a concentração celular, Candida krusei 

expressou as maiores densidades cromáticas entre as microbiotas clínicas tratadas, 

sendo os únicos microrganismos a apresentarem-se na forma de hifas. Candida 

tropicalis foi a espécie com maior potencial de manutenção do ciclo de recuperação 

da parede celular. A TFDa foi o tratamento mais efetivo entre os grupos, indicando os 

menores índices de concentração celular, área, densidade cromática e formação de 

brotos reprodutivos em cepas clínicas. A Nistatina obteve efeitos antimicrobianos 



insatisfatórios quanto aos fatores analisados, principalmente em microrganismos 

clínicos, entretanto, sendo a única terapêutica a ligar-se ao Ergosterol sintético, 

podendo desenvolver ação na membrana plasmática do fungo. Espera-se que os 

resultados apontados pelo estudo auxiliem na consolidação da TFDa como tratamento 

efetivo para candidose oral e, que sua associação a métodos alopáticos possibilitem 

uma maior redução microbiana perante as vias microbiológicas de Candida spp. 

 

Palavras-chave: Candida. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Fármacos 

Fotossensibilizantes. Azul de Metileno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

This research aimed to evaluate the effect of Antimicrobial Photodynamic Therapy, 

using methylene blue as a photosensitizer, on the pathogenicity factors of Candida 

spp. An in vitro assay was performed on cell concentration in a spectrophotometer, 

fungal morphology quantified by area dimensions, chromatic density and numbers of 

reproductive shoots, rupture with the cell wall regeneration cycle, as well as the 

interaction of treatments with Ergosterol, a constituent of the plasma membrane of 

fungi. From the suspension of Candida albicans, tropicalis and krusei, represented by 

clinical isolates from patients with Acute Lymphocytic Leukemia and by ATCC and 

CBS strains, inoculums were prepared at a concentration of 1 x 106 and submitted to 

the following groups: G1 - Growth Control; G2 - Red Irradiation; G3 - Methylene Blue 

with 20 minutes exposure; G4 - PDTa with a pre-irradiation time of 15 minutes; G5 – 

TPDa with TPI of 20 minutes; G6 - Association of Nystatin and PDT with 15-minute 

TPI; G7 - Association of Nystatin and PDTa with TPI of 20 minutes; G8 - Nystatin. The 

light source used was the InGaAlP laser, with a wavelength of 660 nm, a power density 

of 3.57 W/cm² and an energy of 5.0 J and an energy density of 178.5 J/cm². The 

concentration of Methylene Blue was 0.1%. The results of the image tests were 

processed in the ImageJ program (1.51p) and, later, statistically analyzed in the SPSS 

Software (version 18), as well as the product of the other tests. Statistical analysis was 

performed using the One-way ANOVA and Two-way ANOVA parametric test, with a 

significance level of 5%. In all experiments, the clinical microorganisms showed greater 

resistance potential to the treatments submitted, when compared to the standardized 

ones, justified by the constant cyclical exposure to drugs and immunological resources 

of the host. As for cell concentration, Candida krusei expressed the highest color 

densities among the clinical microbiota treated, being the only microorganisms to 

present in the form of hyphae. Candida tropicalis was the species with the greatest 

potential to maintain the cell wall recovery cycle. PDTa was the most effective 

treatment among the groups, indicating the lowest indices of cell concentration, area, 

color density and formation of reproductive buds in clinical strains. Nystatin had 

unsatisfactory antimicrobial effects regarding the analyzed factors, mainly in clinical 

microorganisms, however, being the only therapy to bind to synthetic Ergosterol, which 

can develop action on the plasma membrane of the fungus. It is expected that the 

results pointed out by the study help in the consolidation of PDTa as an effective 



treatment for oral candidiasis and that its association with allopathic methods enable a 

greater microbial reduction in the microbiological pathways of Candida spp. 

 

 

Keywords: Candida. Low-Level Light Therapy. Photosensitizing Agents. Methylene 

Blue. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções fúngicas apresentam-se como um fator de agravamento em saúde 

com repercussões globais, expressando ascensão em territórios heterogêneos, 

inclusive quanto à patamares socioeconômicos (CULLEN; EDGERTON, 2016; 

HSIEH, 2019; PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016). Estima-se que, de cinco 

milhões de espécies presentes no meio ambiente, trezentas são capazes de 

estabelecer doenças em hospedeiros mamíferos. Em humanos, infecções 

ocasionadas por microrganismos fúngicos determinaram a morte de 1,5 milhões em 

todo o mundo (SHARMA et al., 2019). 

A candidose é a enfermidade fúngica mais comumente relatada na área 

médica, ocasionando infecções nas mucosas vaginal, gastrointestinal e oral, bem 

como na pele. Provocada por microrganismos Candida, a doença gera processos 

infecciosos com intensidades variadas, podendo causar complicações sistêmicas 

(COLLINA et al., 2018; FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019; SHI et al., 2021). 

A candidose oral é a denominação empregada quando a doença atinge esse 

respectivo sítio anatômico. Compreende-se que o fungo, essencialmente 

asporogênico, comporta-se como um agente comensal na cavidade oral de 

hospedeiros humanos, desenvolvendo sua patogenicidade apenas em situações de 

ruptura de homeostasia local (ALVES et al., 2018; COLLINA et al., 2018; HSIEH, 

2019). 

Mais de 40 espécies Candida podem ser identificadas na estrutura oral, sendo 

Candida albicans correspondente a 60,8% dos fungos presentes. No entanto, outras 

espécies atuam com maior potencial de dano na etiopatogenia da doença, mesmo 

sendo quantitativamente reduzidas no meio, como Candida tropicalis, krusei, 

parapsilosis e glabrata, que maximizam sua ação ao associarem-se para a formação 

de biofilme (HSIEH et al., 2019; JAMIU et al., 2021; SHARMA et al., 2019; WHALEY 

et al., 2017). 

Visando essa diversidade morfológica e o potencial de dano das espécies, as 

drogas antifúngicas atuaram, durante anos, de modo eficaz no combate à candidose 

oral, tornando-a reconhecidamente como uma doença de fácil cura. No entanto, essa 

perspectiva tem mudado à medida que a prescrição e utilização desordenada de 

medicamentos, aliada à escassa diversidade farmacêutica disponível no mercado, 
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desencadearam a deficiência dos atuais tratamentos tradicionalmente aplicados 

(HSIEH et al., 2019; SHI et al., 2021).  

Os fármacos comerciais que agem sobre microrganismos fúngicos são 

classificados em azóis, equinocandinas, polienos e flucitosinas. Os três primeiros 

grupos agem especificamente sobre a integridade da membrana plasmática celular 

do fungo, enquanto que as flucitosinas são os únicos medicamentos que exercem 

atividade sobre a biossíntese do DNA e RNA (HSIEH et al., 2019; RICHARDSON; 

JONES, 2007; SHARMA et al., 2019). Esses grupos medicamentosos estão 

disponíveis de forma sistêmica ou local (tópica). As drogas de uso sistêmico como 

triazóis, fluconazol e itraconazol, são amplamente prescritas, embora possuam pouca 

efetividade contra Candida ssp e, interação medicamentosa considerável. Já 

medicamentos tópicos como a Nistatina, Miconazol e Clotrimazol possuem indicação 

prioritária na Odontologia, especialmente em casos de infecções orais mais leves 

(LYU et al., 2016). 

A Nistatina, um macrólito polieno isolado a partir da estirpe bacteriana 

Streptomyces noursei, é um medicamento popular na área, devido a fatores como 

aplicabilidade e custo-benefício (LYU et al., 2016). No entanto, a falta de consenso 

técnico sobre a formulação, dosagem e período ideal de tratamento, além de 

constantes relatos quanto à resistência a penetração e efeito da droga, têm sido 

obstáculos veementes no processo de cura mediante a prescrição desse fármaco 

(NIIMI; FIRTH; CANNON, 2010; SHARMA et al., 2019; WILLIAMS et al., 2011). 

Os episódios de resistência farmacológica são agravados quando a doença 

acomete indivíduos imunocomprometidos que, habitualmente, manifestam sinais e 

sintomas da candidose oral de forma mais frequente e relevante. Dessa forma, 

quadros típicos de unidades de tratamento intensivo (UTI), bem como estados críticos 

como pneumonia, asma, tuberculose, doenças autoimunes, infecção por HIV e 

neoplasias são, corriqueiramente, associados a candidose oral e, por isso, ao declínio 

de condições de saúde dos pacientes. Nesses casos, situações de septicemia fúngica 

por via sanguínea, denominadas de candidemia, tem tornado os índices de 

mortalidade mais alarmantes (HSIEH, 2019; PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016; 

SHARMA et al., 2019; SHI et al., 2021). 

Essas circunstâncias são mais evidentes quando distúrbios que alteram o 

sistema imunológico acometem indivíduos de baixa faixa etária, visto à natureza da 

doença, a agressividade dos tratamentos recebidos e a vulnerabilidade própria do 
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sistema biológico infantil. A Leucemia Linfocítica Aguda (LLA) é um exemplo desse 

agravamento, designando-se como a leucemia mais comum em crianças, sendo 

responsável por 25% de todas as neoplasias malignas infantis (BHOJWANI; YANG; 

PUI, 2015; PUCKETT; CHAN, 2021; WARD et al., 2014).  

Doenças imunossupressoras, como a LLA, podem deliberar repercussões na 

saúde bucal com complicações como doença periodontal, mucosite, disgelsia, dores 

articulares, osteorradionecrose e candidose oral. Devido a fatores como alteração do 

sistema imunológico, hipossalivação e condições precárias de higiene oral, a elevada 

disseminação fúngica determina factuais riscos à manutenção da vida por parte 

daqueles acometidos por essa condição (BABU et al., 2016; PUCKETT; CHAN, 2021; 

RIBEIRA; ORIOL, 2009). 

Dessa forma, a busca por terapêuticas alternativas que apresentem eficácia no 

tratamento da candidose oral, inclusive em pacientes imunocomprometidos, é o 

desafio de diversos estudos laboratoriais e clínicos da área. A Terapia Fotodinâmica 

(TFD) é um tratamento alternativo promissor reconhecido contra neoplasias, sendo 

também direcionado para fins antimicrobianos, denominado, assim, de Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa). Esse tratamento tem se apresentado dentro dos 

critérios antifúngicos acima expostos, com ação imediata e específica sobre os 

microrganismos, afora os recentes indícios de superação dos obstáculos encontrados 

pelos tratamentos alopáticos convencionais, inclusive, quanto ao estimulo à 

resistência pelo uso da própria terapêutica (ASNAASHARI et al., 2016; ESLAMI, 2019; 

HSIEH et al., 2019; NIIMI; SHARMA et al., 2019; SHI et al., 2021). 

A TFDa consiste na aplicação de irradiação laser de baixa potência sobre um 

fotossensibilizador (FS). Nesse caso, o agente químico é um mediador crítico para o 

sucesso do tratamento ao absorver a energia liberada pelo aparelho e, ao tornar-se 

excitado, liberá-la para biomoléculas presentes nos tecidos (ALVES et al., 2018; 

ASNAASHARI et al., 2016; WILSON; ESLAMI, 2019).  

Assim, produtos citotóxicos são formados por meio de duas reações distintas. 

A primeira (tipo I) produz radicais livres que promovem o estresse oxidativo fúngico, 

comprometendo a patogenicidade do microrganismo ao prejudicar a aderência das 

células à mucosa do hospedeiro, bem como a formação de biofilme. Na reação do tipo 

II, a energia é aplicada sobre oxigênios locais, tornando-os ativos, portanto, 

denominados de oxigênios singletos (ROS). Estudos preliminares apontam que os 

ROS são, supostamente, capazes de alterar a permeabilidade seletiva da parede 
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celular do fungo, causando danos as estruturas intracelulares e, por essa via, 

erradicando os microrganismos (FREIRE, 2016; HSIEH et al., 2019; LI et al., 2016; 

SHI et al., 2021; STÁJER et al., 2020). 

A Food and Drug Administration (FDA), agência federal americana responsável 

pela proteção da saúde pública aprovou o uso de FS como as porfirinas, levulan, 

metvix e visudyne. Outras substâncias como o azul de toluidina, hipocrelina, B:La3+, 

verde de malaquita, violeta de genciana, azul de metileno, curcumina, eritrosina e 

rosa-bengala têm sido utilizadas para a obtenção de FS não tóxicos, específicos para 

cada tipo de microrganismo e com diluição ideal em meio aquoso durante a aplicação 

da TFDa (HSIEH et al, 2019; TROBOULSI et al, 2011). 

O Azul de Metileno (AM) é comumente usado como FS em casos clínicos de 

candidose oral. Essa eleição é justificada pela estabilidade e compatibilidade de suas 

propriedades químicas e biológicas no organismo humano, além de demonstrar larga 

excitação para a redução de leveduras (TROBOULSI et al., 2011).  

A associação dessas características ao caráter emergencial de uma terapêutica 

eficaz para a candidose oral, torna a TFDa um recurso elegível dentro dos parâmetros 

da Odontologia moderna, principalmente em localidades com recursos financeiros e 

tecnológicos limitados, em razão do favorável custo-benefício do aparelho. No 

entanto, apesar da gradativa popularização do uso clínico da TFDa e da compreensão 

adquirida sobre os mecanismos microbiológicos ativados no hospedeiro, ainda não há 

um domínio concreto sobre o impacto da terapêutica nos fatores de patogenicidade 

dos microrganismos, como a promoção de dano à parede celular e membrana 

plasmática de Candida ssp, distinguindo assim da ação de medicamentos alopáticos 

tradicionais, como a Nistatina (AZIZI et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; FREIRE, 

2016). 

Além disso, é importante ressaltar que os protocolos da TFDa ainda estão em 

discussão na literatura científica. Dentre esses itens, está o tempo de repouso do FS 

antes da aplicação da irradiação, chamado de tempo pré-irradiação (TPI). Essa etapa 

é crucial para o sucesso do tratamento devido ao contato físico do FS com os tecidos 

e, assim, a difusão deste nas estruturas dos microrganismos (AMARAL et al., 2010; 

AZIZI et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; FREIRE, 2016; GONDIM et al., 2021).  

 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito 

da TFD sobre os fatores de patogenicidade de Candida spp. Espera-se, assim, que 
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os subsídios científicos gerados evidenciem protocolos técnicos satisfatórios para a 

aplicação clínica da terapêutica, além de sugerir os mecanismos da TFDa perante as 

habilidades de dano e autodefesa aprimorados, constantemente, pelos fungos em 

questão. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Analisar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, com uso de 

azul de metileno como fotossensibilizador, sobre os principais fatores de 

patogenicidade de Candida spp. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Quantificar a concentração celular das cepas padrão e clínicas dos grupos; 

 Avaliar a morfologia celular pela área e densidade cromática fúngica; 

 Examinar a inibição da reprodução assexuada por brotamento dos fungos; 

 Analisar a integridade da parede celular fúngica pela proporção de quitina; 

 Detectar a ação das terapias na membrana plasmática pelo uso de Ergosterol; 

 Investigar o protocolo de tratamento mais eficaz na inativação de Candida spp;  

 Distinguir as cepas padrão e clínicas com possível resistência aos tratamentos; 

 Verificar o efeito das terapêuticas associadas perante os grupos estabelecidos. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Delineamento do estudo 

 

Um ensaio laboratorial experimental in vitro, com abordagem indutiva e técnica 

de documentação direta foi realizado sobre o efeito da TFDa frente à patogenicidade 

de Candida spp (HOCHMAN et al., 2005; MARCONI; LAKATOS, 2011). Uma análise 

estatística comparativa foi aplicada aos resultados das etapas metodológicas 

descritas no fluxograma a seguir (Figura 1):  

 

Figura 1 -  Etapas Metodológicas do Estudo 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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3.2 Local do estudo 

 

Os testes laboratoriais foram realizados no Laboratório de Farmacologia 

Experimental e Cultivo Celular (LAFECC) do Centro de Ciências da Saúde (CCS) e 

no Laboratório de Cultivo e Análise Celular (LACEC) da Escola Técnica de Saúde 

(ETS), ambos pertencentes à Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

3.3 Microrganismos  

 

Os experimentos foram realizados com microrganismos Candida albicans, 

Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram representadas por 

isolados clínicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia para tratamento de 

LLA e por estirpes de referência do tipo American Type Culture Collection (ATCC) e 

Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). 

O processo de identificação da microbiota clínica foi realizado em estudo 

anterior (ARAUJO et al., 2005). Essa avaliação efetivou-se por meio de impressão 

digital molecular, pela Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) com o Kit 

PureLink TM Genomic DNA (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo método 

cromógeno CHROMagar CandidaTM (BDTM CHROMAGARTM Candida, Paris, França). 

O método de PCR detectou a identidade de Candida albicans e Candida não albicans 

por meio de primer ACT1-f/ACT1-r e HWP1-f (MONTEIRO et al., 2019). 

Para o isolamento em meio nutritivo cromogênico padronizado com 

CHROMagar CandidaTM, colônias crescidas e com aspecto de fungos leveduriformes 

foram cultivadas. Esse sistema avaliou a espécie de Candida spp conforme a 

coloração e o morfotipo, sendo assim, a identificação presuntiva realizada conforme 

as colorações e rugosidades das colônias existentes nas placas após 48h de 

exposição ao meio cromogênico. A tonalidade verde da colônia indicou a presença de 

Candida albicans, a azul metálica de Candida tropicalis e a rosa com aspecto de 

rugosidade como Candida krusei (ARAUJO et al., 2005; BAYONA et al., 2020).  

Após a identificação das espécies Candida spp, os microrganismos clínicos 

foram semeados em placas, e estas armazenadas em meio refrigerado, com às 

estirpes padrão ATCC E CBS. Assim, as culturas de células microbianas foram 

estocadas e disponibilizadas para os exames experimentais da presente pesquisa. 
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3.4 Considerações éticas 

 

Para a coleta dos microrganismos clínicos Candida spp, o Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) da UFPB aprovou a proposta submetida, com registro na Plataforma 

Brasil sob número CAAE 30267814.2.0000.5188 e parecer 706.409 (MONTEIRO et 

al., 2019).  

 

3.5 Preparo dos inóculos para os experimentos 

 

3.5.1 Subcultura dos microrganismos 

 

As subculturas (repiques) dos microrganismos foram realizadas na etapa inicial 

dos experimentos. Nesse processo, cinco colônias com diâmetro de ~1mm foram 

escolhidas das placas armazenadas e suspensas em 5 mL de Caldo Sabouraud 

Dextrose (CSD) (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), sendo submetidas ao agitador de vórtex 

(Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) durante 15 segundos e, posteriormente, incubado a 35ºC 

por 24 horas (CLSI, 2002). 

 Após esse período, o concentrado de microrganismos foi inserido por fricção 

em placa petri com meio de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Kasvi, Curitiba, PR, 

Brasil). As placas foram incubadas a 35ºC por 24 horas para, assim, serem utilizadas 

nos experimentos. 

 

3.5.2 Viabilidade dos microrganismos 

 

A viabilidade celular foi analisada para dispor do potencial de patogenicidade 

das cepas fúngicas, para posterior utilização nos experimentos. Dessa forma, uma 

alíquota de cada microrganismo foi removida das placas de subcultura e suspensa em 

1 mL de CSD, sendo em seguida, agitados em vórtex. Em microplaca de 

microtitulação estéril de 96 poços (CRAL artigos para laboratório LTDA, Cotia, SP, 

Brasil), fundo chato, foi adicionado 300 μL da alíquota e incubada à 35ºC por 24 horas. 

Após esse período, as placas foram visualmente avaliadas, observando se havia 

atividade celular expressa por crescimento fúngico (turbidez) em fundo de placa 

(CLSI, 2002) (Figura 2).  
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 Figura 2 - Viabiliadade Celular demonstrada por Turbidez em Fundo de Placa 

 
                                          Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.5.3 Concentração dos inóculos 

  

Os inóculos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata. 

Dessa maneira, cinco colônias com diâmetro de ~1mm foram escolhidas das placas 

de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. Após esse processo, as triplicatas 

suspensas foram agitadas em vórtex durante 15 segundos (CLSI, 2002) (Figura 3).  

 

Figura 3 - Inóculos Preparados em Triplicata 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Em seguida, a densidade celular foi ajustada em espectrofotômetro (Kasvi, 

Curitiba, PR, Brasil) com comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando 

CSD à suspensão recém preparada até obter a transmitância equivalente de uma 
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solução-padrão da escala de McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbância 

referência indicada no espectrofotômetro para o inóculo deveria ser de 0,08 à 0,13 

(Figura 4), obtendo, assim, uma suspensão padrão de levedura de 1 x 106 células por 

mL, concentração essa ideal para os testes de atividade antimicrobiana do presente 

estudo (CLSI, 2002). 

 

        Figura 4 - Grau de Absorbância para Suspensão de 1 x 106 células/mL 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.6 Grupos experimentais e controles  

 

A partir das suspensões padronizadas de Candida spp, foram realizados 

ensaios de acordo com os grupos experimentais e controles descritos no Quadro 1. 

Além desses, os experimentos foram submetidos a um controle de esterilização, 

composto por meio nutritivo de CSD.  

 

 Quadro 1 - Grupos Experimentais e Controles do Estudo 
  

Grupo Intervenção Tipo Descrição 

1 Controle Negativo Controle de Crescimento 

2 Experimental Laser Irradiação Vermelha 

3 Experimental AM Exposição de 20 minutos 

4 Experimental TFD Pré-Irradiação de 15 minutos 

5 Experimental TFD Pré-Irradiação de 20 minutos 

6 Experimental Associação Nistatina + TFDa (Pré-Irradiação de 15 minutos) 

7 Experimental Associação Nistatina + TFDa (Pré-Irradiação de 20 minutos) 
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8 Controle Positivo Nistatina                                            

 Fonte: Elaborada pelo autor 

 
 

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP Therapy XT (DMC Importação e 

Exportação de Equipamentos Ltda, São Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiação 

.vermelha. Segundo informações do fabricante, o comprimento de onda (λ) utilizado 

foi de 660 nm ± 10 nm, incidido com potência útil de 100 mW ± 20%, com diâmetro da 

ponteira do aparelho (área de spot) correspondendo a 0,028 cm² (DMC, 2016). A 

densidade de potência utilizada foi 3,57 W/cm², com energia 5,0 J, resultando numa 

densidade de energia (dose) de 178,5 J/cm² durante a aplicação (Quadro 2).  

 

Quadro 2 - Parâmetros Energéticos e Técnicos com Uso do Laser Diodo de Baixa 
Potência 

Parâmetros Técnicos 

Composição InGaAlP 

Energia 5,0 J 

Potência 100 mW ± 20% 

Comprimento de Onda 660 nm ± 10 nm 

Modo de Ação Contínuo 

Diâmetro da Ponteira 0,028 cm² 

Densidade de Potência 3,57 W/cm² 

Densidade de Energia 178,5 J/cm² 

Tempo 50 s 

Modo de Aplicação Perpendicular à Microplaca 

 Fonte: Elaborada pelo autor 

 

A emissão do laser foi contínua e com modo de operação pontual, cuja ponteira 

do equipamento foi posicionada perpendicularmente à microplaca, no diâmetro de 

abertura de cada poço (Figura 5). 
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                     Figura 5 – Modo de Aplicação da Irradiação Laser 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Para os testes de patogenicidade, o laser foi incidido sobre microplacas estéreis 

de 96 poços, conforme os grupos experimentais e controles pré-estabelecidos. 

Ressalta-se que, de acordo com a espécie do microrganismo estudado, os ensaios 

laboratoriais foram realizados em microplacas distintas, com o objetivo de manter a 

especificidade e pureza de cada cepa (Figura 6). 

 

 Figura 6 - Microplaca com Grupos Exclusivos de Candida tropicalis Padrão 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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Além disso, espaçamentos físicos entre grupos experimentais e controles de 

um mesmo microrganismo foram preconizados na microplaca (Figura 8 e 9), sendo 

também confeccionados anteparos de silicone preto (TEKBOND, São Paulo, SP, 

Brasil) para isolar os poços que receberam carga energética. Esse material que, 

segundo o fabricante, é capaz de resistir à altas temperaturas (-54 à 232ºC) como de 

esterilização, foi utilizado para criar estruturas de borrachas moldadas a partir dos 

poços da microplaca. Posteriormente, esses anteparos foram inseridos nos poços 

adjacentes às triplicatas que receberam irradiação laser, isolando-as (Figura 7). Dessa 

forma, evitou-se a possibilidade de sobreposição de irradiação entre os grupos 

submetidos ao laser, como também qualquer absorção mínima pelos demais. 

 

Figura 7 - Anteparos Isolando Poços de Triplicatas Irradiados. Fabricação Própria. 

 
 Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Ressalta-se que as análises foram realizadas em triplicata para todos os grupos 

estabelecidos no estudo, conforme indicado na Figura 7 e, que cada poço   recebeu 

inóculo oriundo de reativação distinta dos demais poços da triplicata.  

O AM, FS aplicado para sensibilização de Candida spp pela TFD, foi 

manipulado por farmácia de manipulação local e utilizado na concentração de 0,1% 

(Dilecta, João Pessoa, PB, Brasil). A ambientação escura foi preconizada como meio 

para manuseio e o TPI do FS, bem como para aplicação da irradiação laser. Destaca-
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se que o TPI da pesquisa foi de 15 e 20 minutos, a depender do grupo pré-

estabelecido (HOSSEINI et al, 2016).  

A Nistatina, utilizada como controle positivo (Roval, João Pessoa, PB, Brasil), 

foi diluída em Dimetilsulfóxido (DMSO) (Amresco, Northfield, OH, EUA) com DMSO e 

Água Destilada estéril, resultando numa concentração inicial de 1,0 mg/mL. No 

entanto, antes da utilização do medicamento nos experimentos, a Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) foi realizada com o objetivo de promover concentrações 

específicas de Nistatina para cada microrganismo padrão e clínico. Destaca-se que, 

durante os ensaios de patogenicidade, as microplacas dos grupos contendo Nistatina, 

aplicada na CIM ideal, foram incubadas à 35ºC por 24 horas, condição hábil para 

ocorrer a ação máxima do medicamento. 

O quadro 3 demonstra o volume das substâncias empregadas nos poços dos 

testes de concentração celular, morfologia celular e estruturas de suporte, de acordo 

com os grupos experimentais e controles do estudo. 

 

Quadro 3 - Volume das Substâncias Empregadas por Grupos Experimentais e 
Controles 
 

Grupo Descrição Volume das substâncias (300μL) 

1 Controle de Crescimento 100μL de Inóculo + 200μL de CSD  

2 Irradiação Vermelha 100μL de Inóculo + 200μL de CSD  

3 Exposição de 20 min 100μL de Inóculo + 100μL de AM + 100μL de CSD 

4 Pré-Irradiação de 15 min 100μL de Inóculo + 100μL de AM + 100μL de CSD 

5 Pré-Irradiação de 20 min 100μL de Inóculo + 100μL de AM + 100μL de CSD 

6 Nistatina + TFDa (PI de 15 min) 100μL de Inóculo + 100μL de AM + 100μL de Nistatina 

7 Nistatina + TFDa (PI de 20 min) 100μL de Inóculo + 100μL de AM + 100μL de Nistatina 

8 Nistatina                                            100μL de Inóculo + 100μL de Nistatina + 100μL de CSD 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.7 Concentração inibitória mínima de Nistatina 

 

O método de Microdiluição em Caldo foi empregado para obter a CIM da 

Nistatina, perante cada cepa utilizada (CLSI, 2002). Inicialmente, o inóculo foi 

preparado na concentração de 1 x 106 células por mL e a Nistatina na concentração 

de 1,0 mg/mL.  
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A CIM foi realiza em triplicata sendo, primeiramente, inserido 100 μL de CSD 

em todos os poços da microplaca. Então, 100 μL de Nistatina foi adicionado ao 

primeiro poço, dando seguida à microdiluição, com transferência de 100 μL do 

conteúdo do poço inicial para o adjacente, sendo repetido até o último poço da 

microplaca. Após a conclusão dessa etapa, inseriu-se 100 μL do inóculo específico 

em todos os poços, resultando numa concentração final de 60 a 0,4 μL/mL do 

medicamento, respectivamente, do primeiro ao último poço.  

As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C, período este necessário para 

a Nistatina atinguir sua ação antimicrobiana máxima. A obtenção dos resultados 

ocorreu por observação visual de agregados de células no fundo dos poços (LEITE et 

al., 2014).  

 

3.8 Análise da concentração celular 

 

A análise da Concentração Celular foi realizada em triplicata, por meio de 

espectrofotômetro, com o objetivo de quantificar os microrganismos após os 

tratamentos aplicados. Primeiramente, o inóculo foi preparado na concentração pré-

estabelecida e o medicamento controle na CIM e, em seguida, as microplacas foram 

preenchidas segundo os grupos e os tratamentos aplicados. 

Para a leitura de absorbância dos grupos contendo AM, o aparelho foi zerado 

com uma cubeta contendo AM e CDS, na proporção 1:3, a mesma proporção utilizada 

nos poços dos referidos grupos. Já para grupos não constituídos por AM, a cubeta de 

referência (branca) para zeragem do aparelho foi preenchida apenas com CSD. Essa 

diferenciação no processo de tara, para posterior leitura da concentração celular, 

tornou a comparação dos resultados possível, excluindo assim os meios presentes e 

evidenciando apenas os microrganismos. 

 

3.9 Avaliação da morfologia celular 

 

3.9.1 Preparo laboratorial das lâminas e visualização em microscópio  

 

Após os inóculos padronizados serem preparados na concentração de 1 x 106 

células por mL e os tratamentos realizados, 150 μL de cada triplicata foram removidos 

e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm (Daiki, Presidente 
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Prudente, SP, Brasil). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e duas etapas de 

limpeza foram promovidas, com a adição consecutiva de 75 μL e 30 μL de solução 

salina (NaCl), sendo o composto centrifugado por 10 minutos e removido o 

sobrenadante após cada uma dessas etapas. Por fim, 50 μL de NaCl foram 

adicionados, e a solução centrifugada por 10 minutos com o intuito de formar um 

volume que dispusesse 10μL de volume, removidos preferencialmente do fundo do 

recipiente. Assim, esse volume foi aplicado sobre lâmina de vidro que, em seguida, foi 

selada com lamínula, ambas higienizadas por imersão em álcool isopropílico e xileno 

antes do uso (Figura 8) (LAFFEY; BUTLER, 2005). 

 
 

Figura 8 - Lâminas Preparadas em Triplicata por Grupo 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

As lâminas foram visualizadas no Microscópio Digital Invertido EVOS FL (AMG, 

Bothell, WA, EUA) sob campo claro (BF), com ampliação de 40x e intensidade de luz 

de 20%. Por meio das imagens geradas, pode-se observar a área e densidade 

cromática das células fúngicas, bem como a presença de brotos (Figura 9). 
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Figura 9 - Controle de Crescimento de cepas clínicas (A) e submetidas à TFDa com 
TPI de 15 minutos (B) de Candida krusei. Imagens em BF de Microscópio EVOS.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.9.2 Análise da área, densidade cromática e reprodução assexuada por 

brotamento  

  

O programa Image J, versão 1.5n1, foi utilizado para o processamento das 

imagens em BF obtidas pelo Microscópio Digital Invertido. Para as análises da área, 

densidade cromática e incidência de reprodução assexuada, a imagem foi, 

primeiramente, formatada para se obter uma imagem binária. A função Analyze 

Particles foi acionada para proporcionar o contorno, isolamento e enumeração das 

células da imagem, excluindo possíveis ruídos que estivessem presentes. Durante o 

processamento também foi possível realizar a correção manual, caso alguma célula 

se apresentasse com contornos delineados inadequadamente (HANNICKEL, 2012). 

Os resultados disponibilizados pelo programa foram obtidos após a seleção da 

opção Measure. Para os dados de área (Area), expressos em pixels quadrados, 100 

células fúngicas foram escolhidas de cada lâmina, com o propósito de verificar se 

houve dano estrutural pela redução de área celular após as terapias aplicadas. Além 

desse parâmetro, a variação de densidade cromática também foi mensurada como 

indicadora de deterioração celular. Para isso, os valores de Integrated Density foram 

coletados de 100 células de cada lâmina, com área fixa em 400 pixels2, de modo que 

interferências pela variação de área dos fungo fossem evitadas. Já o potencial de 

inibição de reprodução propiciado pelos tratamentos foi aferido pelo quantitativo de 

  



38 

 

brotos nas imagens. Esse estudo realizou-se pela proporção do número de brotos 

presentes na lâmina para cada 100 células fúngicas totais (Figura 10).  

 

Figura 10 - Controle de Crescimento de Cepas Clínicas de C. tropicalis 
quantificadas quanto à Área (Area), Densidade (Integrated Density) e Brotos 
(Area até 100 pixels) 

 
 Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Assim, a contagem de brotos (gêmulas), indicando reprodução assexuada por 

brotamento, foi realizada pelo programa que indicou o número de células com área 

mensurada até 100 pixels quadrados, valor correspondente a 25% do tamanho médio 

dos fungos encontrados nas lâminas, que foi de 400 pixels quadrados. (Figura 11) 

(POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2014; TORTORA et al, 2004). 

 

Figura 11 - Presença de Brotos sugerindo Reprodução Ativa em Controle Negativo 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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3.10 Avaliação da estrutura de suporte 

 

3.10.1 Parede celular fúngica  

 

3.10.1.1 Preparo laboratorial das lâminas e visualização em microscópio 

 

Da mesma forma que realizado para a avaliação da morfologia celular, os 

inóculos padronizados foram preparados na concentração de 1 x 106 células por mL e 

os tratamentos executados. Em seguida, 150 μL de cada triplicata foram removidos e 

centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e duas etapas de limpeza foram promovidas, com a 

adição consecutiva de 75 μL e 30 μL de NaCl, sendo o composto centrifugado por 10 

minutos e removido o sobrenadante após cada uma dessas etapas.  

O corante Calcofluor White (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado 

para detectar a proporção de quitina nos microrganismos, indicando assim, o estado 

de integridade da parede celular após os tratamentos aplicados. Para melhor 

visualização do efeito do Calcofluor White nas imagens, o produto foi diluído em água 

estéril, na proporção de 1:10, a partir da concentração original de 1 g/L. Assim, 50 μL 

da solução diluída do corante foram adicionados ao composto e esse centrifugado por 

mais 10 minutos, à temperatura ambiente, para que 10 μL fossem removidos, 

preferencialmente do fundo do recipiente. Essa quantidade foi aplicada sobre lâmina 

de vidro que, em seguida, foi selada com lamínula, ambas higienizadas por imersão 

em álcool isopropílico e xileno antes do uso (Figura 12) (LAFFEY; BUTLER, 2005).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



40 

 

Figura 12 -Triplicatas com Calcofluor White (A) e Células Fúngicas Decantadas Após 
Centrifugação (B) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 
 

As lâminas foram visualizadas no Microscópio Digital Invertido EVOS FL com 

filtro DAPI, com ampliação de 40x e intensidade de luz de 20%, em ambiente 

laboratorial escurecido (Figura 13). A fluorescência apresentada pelas células foi o 

parâmetro utilizado para avaliar a proporção de quitina na parede celular. Dessa 

forma, quanto maior a fluorescência, maior seria a concentração de quitina, 

demonstrando integridade do ciclo de recuperação da parede celular fúngica (BRASIL; 

PINHEIRO; PIMENTEL, 2003; CERNAKOVA; STANISLAVA; BUJDAKOVA, 2017; 

DELGADO et al. 2014; HAGEAG; HARRINGTON, 1989; HALDANE; ROBART,1990). 
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Figura 13 - Imagem em BF e DAPI do Controle de Crescimento (A) e TFDa com TPI 
de 15 minutos (B) de cepas clínicas de Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.10.1.2 Presença de quitina na parece celular dos microrganismos  

 

O programa Image J, versão 1.5n1, foi utilizado para formatar as imagens em 

8 bits, obter as variantes binárias e analisar as partículas, dando contorno e 

numeração às células. Visto que o tamanho médio das unidades fúngicas do estudo 

foi de 400 pixels quadrados, utilizou-se 100 células com essas dimensões para 

determinar intensidade de fluorescência, de modo que os resultados de Integrated 

Density não tivessem interferência pela variação de área dos fungos (Figura 14)  

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 



42 

 

Figura 14 - Cepas clínicas de Candida albicans por DAPI analisadas em Software 
Image J 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

3.10.2 Membrana plasmática fúngica 

 

3.10.2.1 Inóculos preparados com Ergosterol 

  

A ação das terapêuticas na degradação da membrana plasmática fúngica foi 

avaliada por meio de ensaio com Ergosterol (SigmaAldrich, São Paulo, Brasil) (Figura 

17). Para isso, inóculos foram preparados na mesma concentração de 

microrganismos dos demais testes (1 x 106 células por mL), diferindo entre si apenas 

pela presença ou ausência de Ergosterol exógeno. No caso dos poços das triplicatas 

destinados a receber o produto, a concentração ideal do Ergosterol foi de 400 μg/mL 

dentro do poço, imersos por meio dos 100 μL do inóculo depositado. 

Os grupos do experimento foram constituídos pelos mesmos volumes e 

composições evidenciados nos demais testes (Quadro 3). Da mesma forma, a 

Nistatina foi empregada na CIM padronizada, anteriormente, para Candida albicans 

ATCC 90028 e Clínica PLLA 01, no caso, únicas cepas utilizadas no presente 

experimento. 
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3.10.2.2 Microdiluição e contagem das Unidades Formadoras de Colônias 

 

Após os tratamentos aplicados, o ensaio deu sequência utilizando a técnica de 

microdiluição, com o objetivo de gerar diluições seriadas em 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 e 10-

7 para posterior plaqueamento. Dessa forma, 100 μL do poço de cada triplicata foram 

removidos e imersos em tubos de ensaio contendo 900 μL de CSD, resultando numa 

diluição de 10-3. Em seguida, 100 μL da solução formada foram adicionados à 900 μL 

de CSD, gerando a diluição de 10-4, sendo, então, esse processo repetido até a última 

diluição proposta (Figura 15).  

 

Figura 15 - Diluição para Plaqueamento em 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 e 10-7 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Placas foram anteriormente preparadas, de modo que 24 mL de ASD fossem 

distribuídos homogeneamente em todas as unidades. A partir das diluições 

mencionadas, 50 μL foram retirados e distribuídos nas respectivas placas 

padronizadas e incubadas a 35 °C por 24 horas (FREIRES et al., 2014; LIMA et al., 

2013). 

De acordo com o crescimento de colônias apresentado pelas placas incubadas, 

a diluição escolhida para contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) foi 

de 10-5, por critérios de praticidade e confiabilidade (Figura 16).   
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Figura 16 - Crescimento de Colônias em Diluição de 10-5 perante demais diluições 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Assim, nos grupos em que o tratamento tem potencial efeito deletério sobre a 

membrana plasmática do fungo, as placas com presença de Ergosterol exógeno 

obtiveram um maior crescimento de UFCs que nas placas com o produto ausente 

(Figura 17). Esse resultado é esperado devido a ligação do tratamento ao esterol, 

composto estruturante natural da membrana plasmática de Candida (ELLEPOLA; 

SAMARANAYAKE, 2014). 

 

Figura 17 - UFCs de Candida albicans na ausência (A) e presença (B) de Ergosterol 
(10-5) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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3.11 Análise dos dados 

 

Os dados referentes aos experimentos de Concentração Celular e de Estrutura 

de Suporte com uso de Ergosterol (Membrana Plasmática) foram inseridos em 

planilhas do Microsoft Excel e analisados no Software Estatístico SPSS (versão 18). 

Nesses mesmos programas também foram avaliados os resultados obtidos dos 

ensaios de Morfologia Celular e de Estrutura de Suporte com Calcofluor White (Parede 

Celular), após o processamento das imagens no Software ImageJ (1.51p). 

A análise estatística foi, primeiramente, realizada com a transformação 

logarítmica dos dados, seguida pela comparação de mais de dois grupos com o teste 

paramétrico One-way ANOVA e, nas comparações múltiplas com o Two-way ANOVA. 

Para todas as análises adotou-se um nível de significância de 5%. 
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4 ARTIGOS I 

 

 Apresentação do Artigo I 

 

Após as devidas considerações da banca avaliadora sobre esse trabalho, o 

artigo sob título “Efeito da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana sobre a morfologia de 

Candida spp padrão e isolados de pacientes imunocomprometidos.” será submetido 

ao periódico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy (ISSN: 1572-1000; Fator de 

Impacto: 3.631; Qualis Odontologia A2), cujas normas para submissão de trabalhos 

encontram-se no Anexo A. 
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Resumo 

 

Antecedentes: O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana sobre a morfologia de Candida spp padrão e isolados de pacientes 

imunocomprometidos.  

Métodos: Experimentos in vitro foram realizados com Candida albicans, tropicalis e 

krusei, representados por isolados clínicos de pacientes com LLA e por estirpes ATCC 

e CBS. A Concentração Inibitória Mínima da Nistaina foi realizada para posterior 

análise de concentração e morfologia celular. Os grupos no estudo foram: G1 - 

Controle de Crescimento; G2 - Irradiação Vermelha; G3 - Azul de Metileno com 

exposição de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiação de 15 minutos; G5 

- TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 15 

minutos; G7 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. 

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP, com comprimento de onda de 660 nm, 

densidade de potência de 3,57 mW/cm² e com energia de 5,0 J e densidade de 

energia de 178,5 J/cm². A concentração do Azul de Metileno foi de 0,1%. Os testes 

foram processados no sofware Image J e SPSS Anova, com significância de 5%.  

Resultados: Cepas clínicas de Candida krusei obtiveram a concentração mais elevada 

após os tratamentos (p<0,001). A TFDa foi mais efetiva que o tratamento com 

Nistatina para microbiotas clínicas, reduzindo a concentração, área, densidade 

cromática e reprodução assexuada. 

Conclusão: A TFDa apresentou-se como um recurso relevante para tratamento, in 

vitro, de fungos resistentes à terapêuticas convencionais. 

 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica, Candida, Azul de metileno, Patogenicidade. 
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1. Introdução 

 

Estima-se que, de cinco milhões de espécies de fungos presentes no meio 

ambiente, trezentas são capazes de estabelecer doenças em hospedeiros mamíferos. 

Em humanos, infecções ocasionadas por esses microrganismos determinaram a 

morte de 1,5 milhões em todo o mundo [1]. 

Considerados patógenos oportunistas, leveduras do gênero Candida podem 

ser encontradas nas mucosas vaginal, gastrointestinal e oral, bem como na pele. Em 

situações que ocasionam doenças, podem se manifestar com intensidades variadas, 

atingindo até mesmo risco de morte por complicações sistêmicas, principalmente em 

pacientes imunocomprometidos [1,2-5]. 

Entre outras repercussões, a vulnerabilidade imunológica propicia a ruptura 

com a hemostasia corpórea e, assim, o aparecimento de sinais e sintomas clínicos de 

candidose que, quando localizada no sistema estomatognático, denomina-se de 

candidose oral. Nesses casos, estruturas anatômicas como o epitélio superficial da 

mucosa do palato e dorso da língua são os sítios orais mais acometidos [1,4,5]. 

Visando o potencial de dano das espécies Candida, as drogas antifúngicas 

atuaram durante anos de modo eficaz no combate à candidose oral, tornando-a 

reconhecidamente como uma doença de fácil cura. No entanto, essa perspectiva tem 

mudado à medida que a prescrição e utilização desordenada de medicamentos, aliada 

à escassa diversidade farmacêutica disponível no mercado, desencadearam a 

deficiência dos atuais tratamentos tradicionalmente aplicados [6-8].  

A Nistatina, um macrólito polieno isolado a partir da estirpe bacteriana 

Streptomyces noursei, é um medicamento popular na área, devido a fatores como 

aplicabilidade e custo-benefício [9]. No entanto, a falta de consenso técnico sobre a 

formulação, dosagem e período ideal de tratamento, além de constantes relatos 

quanto à resistência a penetração e efeito da droga, têm sido obstáculos veementes 

no processo de cura mediante a prescrição do fármaco [1,6,7,10].  

Essa condição é maximizada quando a candidose oral atingue indivíduos em 

estados críticos de saúde como acometidos por pneumonia, asma, tuberculose, 

doenças autoimunes, infecção por HIV ou neoplasias [1,6,8,11,12].  Além disso, as 

complicações fúngicas são mais evidentes quando os distúrbios 

imunocomprometedores expressam-se em pacientes com baixa faixa etária, como 

ocorre na Leucemia Linfocítica Aguda (LLA). Fatores como natureza da doença, 
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agressividade dos tratamentos recebidos e vulnerabilidade própria do sistema 

biológico infantil, elucidam o alto impacto da candidose nesses indivíduos [13,14]. 

Enfermidades imunossupressoras, como a LLA, podem deliberar repercussões 

na saúde bucal com complicações como doença periodontal, mucosite, disgelsia, 

dores articulares, osteorradionecrose e candidose oral. Devido a fatores como 

alteração do sistema imunológico, hipossalivação e condições precárias de higiene 

oral, a elevada disseminação fúngica determina factuais riscos à manutenção da vida 

por parte daqueles acometidos por essa condição [14-16]. Dessa forma, a busca por 

terapêuticas alternativas que apresentem eficácia no tratamento da candidose oral, 

inclusive em pacientes imunocomprometidos, é o desafio de diversas pesquisas 

laboratoriais e clínicas da área. A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa) tem 

se apresentado dentro desse critério, com ação imediata e específica sobre os 

microrganismos, demonstrado pela alta susceptilidade à terapêutica, embora os 

protocolos energéticos ainda sejam objetos atuais de estudo [1,7,8,17,18]. 

A TFDa consiste numa fototerapia composta por uma luz visível não tóxica, 

com um comprimento de onda específico (vermelho), aplicado sobre um agente 

químico fotossensibilizador (FS) que, por sua vez, atuará sobre biomoléculas e 

oxigênios locais, ocasionando possível erradicação dos microrganismos presentes 

[19]. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito da 

TFDa sobre a morfologia de Candida spp. padrão e isolados de pacientes com 

Leucemia Linfocítica Aguda.  

  

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Microrganismos 

 

Os experimentos foram realizados com microrganismos Candida albicans, 

Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram representadas por 

isolados clínicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia para tratamento de 

LLA e por estirpes de referência do tipo American Type Culture Collection (ATCC) e 

Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). O processo de identificação da 

microbiota clínica foi realizado em estudo anterior [20].  Essa avaliação efetivou-se 

por meio de impressão digital molecular, pela Reação em Cadeia de Polimerase 
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(PCR) com o Kit PureLink TM Genomic DNA (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo 

método cromógeno CHROMagar CandidaTM (BDTM CHROMAGARTM Candida, Paris, 

França) [21]. 

 

2.2 Viabilidade dos Microrganismos 

 

A viabilidade celular foi analisada para dispor do potencial de patogenicidade 

das cepas fúngicas, para posterior utilização nos experimentos. Dessa forma, uma 

alíquota de cada microrganismo foi removida das placas de subcultura e suspensa em 

1 mL de CSD, sendo em seguida, agitados em vórtex. Em microplaca de 

microtitulação estéril de 96 poços (CRAL artigos para laboratório LTDA, Cotia, SP, 

Brasil), fundo U, foi adicionado 300 μL da alíquota e incubada à 35ºC por 24 horas. 

Após esse período, as placas foram visualmente avaliadas, observando se havia 

atividade celular expressa por crescimento fúngico (turbidez) em fundo de placa [22]. 

 

2.3 Concentração dos Inóculos 

 

Os inóculos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata. 

Dessa maneira, cinco colônias com diâmetro de ~1mm foram escolhidas das placas 

de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. Após esse processo, as triplicatas 

suspensas foram agitadas em vórtex durante 15 segundos [22]. Em seguida, a 

densidade celular foi ajustada em espectrofotômetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) com 

comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando CSD à suspensão recém 

preparada até obter a transmitância equivalente de uma solução-padrão da escala de 

McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbância referência indicada no 

espectrofotômetro para o inóculo deveria ser de 0,08 a 0,13, obtendo, assim, uma 

suspensão padrão de levedura de 1 x 106 células por mL, concentração essa ideal 

para os testes de patogenicidade do presente estudo [22]. 

 

2.4 Grupos Experimentais e Controles 

 

A partir das suspensões padronizadas de Candida spp, foram realizados 

ensaios de acordo com os seguintes grupos experimentais e controles: G1 - Controle 

de Crescimento; G2 - Irradiação Vermelha; G3 - Azul de Metileno com exposição de 
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20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiação (TPI) de 15 minutos; G5 - TFDa 

com TPI de 20 minutos; G6 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos; 

G7 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. Além 

desses, os experimentos foram submetidos a um grupo controle de esterilização, 

composto por meio nutritivo de CSD.  

 

2.5 Terapia Fotodinâmica 

 

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP Therapy XT (DMC Importação e 

Exportação de Equipamentos Ltda, São Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiação 

vermelha. Segundo informações do fabricante, o comprimento de onda (λ) utilizado foi 

de 660 nm ± 10 nm, incidido com potência útil de 100 mW ± 20%, com diâmetro da 

ponteira do aparelho (área de spot) correspondendo a 0,028 cm² [23]. A densidade de 

potência utilizada foi 3,57 mW/cm², com energia 5,0 J, resultando numa densidade de 

energia (dose) de 178,5 J/cm² durante a aplicação. A emissão do laser foi contínua e 

com modo de operação pontual, cuja ponteira do equipamento foi posicionada 

perpendicularmente à microplaca, no diâmetro de abertura de cada poço. O AM, FS 

aplicado para sensibilização de Candida spp pela TFD, foi manipulado por farmácia 

de manipulação local e utilizado na concentração de 0,1% (Dilecta, João Pessoa, PB, 

Brasil). A ambientação escura foi preconizada para manuseio do AM, tanto no TPI 

como na aplicação da irradiação laser [24]. 

 

2.6 Triplicatas e Anteparos  

 

Para os testes de patogenicidade, os experimentos foram realizados em 

triplicata para todos os grupos estabelecidos. Além disso, espaçamentos físicos entre 

grupos experimentais e controles de um mesmo microrganismo foram preconizados 

na microplaca, sendo também confeccionados anteparos de silicone preto 

(TEKBOND, São Paulo, SP, Brasil) para essa função. Essas borrachas foram 

inseridas nos poços adjacentes às triplicatas que receberam irradiação laser, dessa 

forma, evitou-se a possibilidade de sobreposição de irradiação. 
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2.7 Concentração Inibitória Mínima de Nistatina 

 

O método de Microdiluição em Caldo [22] foi empregado para obter a CIM da 

Nistatina, perante cada cepa utilizada. Inicialmente, o inóculo foi preparado na 

concentração de 1 x 106 células por mL e a Nistatina na concentração de 1,0 mg/mL. 

A CIM foi realiza em triplicata sendo, primeiramente, inserido 100 μL de CSD em todos 

os poços da microplaca. Então, 100 μL de Nistatina foi adicionado ao primeiro poço, 

dando seguida à microdiluição, com transferência de 100 μL do conteúdo do poço 

inicial para o adjacente, sendo repetido até o último poço da microplaca. Após a 

conclusão dessa etapa, inseriu-se 100 μL do inóculo específico em todos os poços, 

resultando numa concentração final de 60 a 0,4 μL/mL do medicamento, 

respectivamente, do primeiro ao último poço. As placas foram incubadas por 24 horas 

a 35 °C, de modo que o período necessário para a Nistatina atingir seu efeito máximo 

foi respeitado. A obtenção dos resultados ocorreu por observação visual de agregados 

de células no fundo dos poços [25].  

 

2.8 Análise da concentração celular 

 

A análise da Concentração Celular foi realizada em triplicata, por meio de 

espectrofotômetro, com o objetivo de quantificar os microrganismos após os 

tratamentos aplicados. Para a leitura de absorbância dos grupos contendo AM, o 

aparelho foi zerado com uma cubeta contendo AM e CDS, na proporção 1:3, a mesma 

proporção utilizada nos poços dos referidos grupos. Já para grupos não constituídos 

por AM, a cubeta de referência (branca) para zeragem do aparelho foi preenchida 

apenas com 1 mL de CSD. Essa diferenciação no processo de tara, para posterior 

leitura da concentração celular, tornou a comparação dos resultados possível, 

excluindo assim os meios presentes e evidenciando apenas os microrganismos. 

 

2.9 Análise da Morfologia Celular 

 

2.9.1 Preparo laboratorial das lâminas e visualização em microscópio 

 

Após os inóculos padronizados serem preparados na concentração de 1 x 106 

células por mL e os tratamentos realizados, 150 μL de cada triplicata foram removidos 



54 

 

e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm (Daiki, Presidente 

Prudente, SP, Brasil). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e duas etapas de 

limpeza foram promovidas, com a adição consecutiva de 75 μL e 30 μL de solução 

salina (NaCl), sendo o composto centrifugado por 10 minutos e removido o 

sobrenadante após cada uma dessas etapas. Por fim, 50 μL de NaCl foram 

adicionados, e a solução centrifugada por 10 minutos com o intuito de formar um 

volume que dispusesse 10μL de volume aplicados sobre lâmina de vidro [26]. As 

lâminas foram visualizadas no Microscópio Digital Invertido EVOS FL (AMG, Bothell, 

WA, EUA) sob campo claro (BF), com ampliação de 40x e intensidade de luz de 20%.  

 

2.9.2 Análise da área, densidade cromática e reprodução por brotamento  

 

O programa Image J, versão 1.5n1, foi utilizado para o processamento das 

imagens em BF obtidas pelo Microscópio Digital Invertido. Para as análises da área, 

densidade cromática e incidência de reprodução assexuada, a função Analyze 

Particles foi acionada para proporcionar o contorno, isolamento e enumeração de 

todas células da imagem, excluindo possíveis ruídos que estivessem presents [27]. 

Para os dados de área (Area) e densidade cromática (Integrated Density), expressos 

em pixels quadrados e pixels, respectivamente, 100 células fúngicas foram escolhidas 

de cada lâmina, com o propósito de verificar se houve dano estrutural após as terapias 

aplicadas. Afim de evitar interferências nos resultados quanto à densidade cromática, 

o tamanho dos fungos analisados foram fixados em 400 pixels quadrados, dimensão 

médias das unidades celulares encontradas nas imagens. Já o potencial de inibição 

de reprodução propiciado pelos tratamentos foi aferido por meio do quantitativo de 

brotos nas imagens. Esse estudo realizou-se pela proporção do número de brotos 

presentes na lâmina para cada 100 células fúngicas totais. 

 

2.10 Análise de dados 

 

Os dados referentes aos experimentos de Concentração Celular foram 

inseridos em planilhas do Microsoft Excel e analisados no Software Estatístico SPSS 

(versão 18). Nesses mesmos programas também foram avaliados os resultados 

obtidos dos ensaios de Morfologia Celular, após o processamento das imagens no 

Software Image J (1.51p). A análise estatística foi, primeiramente, realizada com a 
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transformação logarítmica dos dados, seguida pela comparação de mais de dois 

grupos com o teste paramétrico One-way ANOVA e, nas comparações múltiplas com 

o Two-way ANOVA. Para todas as análises adotou-se um nível de significância de 

5%. 

 

3. Resultados 

 

A análise da Concentração Inibitória Mínima da Nistatina foi realizada para a 

posterior utilização das concentrações específicas nos experimentos da pesquisa, 

conforme demonstrado na Tabela 1. 

 
  Tabela. 1 Concentração Inibitória Mínima da Nistatina de acordo com as Espécies de Candida (μg/mL). 

 CIM 

 PADRÃO CLÍNICO 

Candida albicans 7,50 3,75 

Candida tropicalis 3,75 3,75 

Candida krusei 7,50 3,75 

 

 A quantificação de microrganismos dos grupos experimentais e controles 

foram avaliados pela Concentração Celular em espectrofotômetro. Dessa forma, 

Candida krusei obteve a concentração mais elevada entre as cepas clínicas e padrão, 

após os tratamentos aplicados, seguido, respectivamente, por Candida tropicais e 

Candida albicans, com diferença significativa (p<0,001). Além disso, observou-se que 

a concentração total de fungos foi maior entre as cepas clínicas que padrão (Tabela 

2). 

 

 

 



56 

 

   Tabela. 2 Múltipla Comparação: Concentração Celular em Espectrofotômetro.  

 CONCENTRAÇÃO CELULAR 

  PADRÃO  CLÍNICO 

 MEAN p-Value MEAN p-Value 

Candida albicans 0,47  

< 0,001  

0,65  

< 0,001 Candida tropicalis 0,65  0,73  

Candida krusei 0,77  0,93  

Total 1,89  2,31  

 

Perante o mesmo experimento, cepas padrão e clínicas apresentaram resultados 

semelhantes após os tratamentos específicos. Dessa forma, os grupos com aplicação 

da TFDa obtiveram as menores concentrações de microrganismos, não havendo 

diferença significativa pela variação do TPI ou associação com Nistatina (p = 1,00) 

(Tabela 3). De modo geral, o uso da Nistatina isolada apresentou redução de 

concentração inferior e sucessiva à TFDa (p<0,001), diferindo apenas em Candida 

albicans padrão, cujo efeito do fármaco foi relevante (Fig. 1) 

 
Tabela. 3 Comparação Múltipla: Grupos com uso de TFDa como referência (p-Value/Bonferroni). 

 CONCENTRAÇÃO CELULAR 

  PADRÃO  CLÍNICO 

TIPO DE  MEAN p-Value MEAN p-Value 

TRATAMENTO     

 CC 1,23 < 0,001 1,56  < 0,001 

 LASER 1,19 < 0,001 1,45  < 0,001 

AM 0,80  < 0,001 1,08  < 0,001 

TFD 15 0,37 1,00 0,34           1,00 

 TFD 20 0,35 1,00 0,34  1,00 

TFD 15+N 0,30  1,00 0,31  1,00 

 TFD 20+N 0,32 1,00 0,33  1,00 

NISTATINA 0,48 < 0,001 0,78 < 0,001 
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Fig. 1 Concentração Celular de Microrganismos Padrão. 

 

Por meio da avaliação da Morfologia Celular pode-se examinar a redução de 

área, densidade cromática e reprodução assexuada de Candida, bem como a forma 

celular das cepas. Nas imagens formadas em campo claro (BF) (Fig.2), Candida 

albicans e tropicalis apresentaram-se como blastoconídeos e pseudo-hifas, enquanto 

Candida krusei, que além de expressarem-se nas morfologias anteriormente citadas, 

apresentaram-se também como hifas.  
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Fig. 2 Controle de Crescimento de Candida albicas (A), Candida tropicalis (B) e Candida krusei (C) 
demonstrando a Morfologia Celular. Análise quanto a Área, Densidade cromática e Reprodução de 
Candida krusei após aplicação de TFD com TPI de 15 minutos (D). Imagens de cepas padão em BF. 
 

Quanto aos demais fatores avaliados pelo teste, a espécie albicans clínica 

indicou as maiores proporções apresentadas quanto a área e densidade cromática, 

sucedida por Candida tropicalis e Candida krusei (p<0,001). Já os resultados em 

cepas padrão foram diferentes destes, sendo Candida krusei os maiores valores 

(p<0,001) (Tabela 4). 
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Tabela 4 Múltipla Concentração de Àrea e Densidade Cromática de Cepas Clínicas (Post Hoc 
Tests/Bonferroni). 

 PADRÃO CLÍNICO 

 ÁREA DENSIDADE 
p-

Value 
ÁREA DENSIDADE p-Value 

Candida albicans 200,9 43033 

< 0,001 

386,4 97643 

< 0,001 
Candida tropicalis 308,1 70363 379,4 51282 

Candida krusei 410,9 94722 241,1 60787 

 

A redução de Área também foi analisada de acordo com aos grupos propostos. 

As TFDa expressaram os valores mais baixos quanto à Área, sendo a Associação de 

Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos, o tratamento mais pertinente contra cepas 

padrão (p<0,001), seguido pelos resultados equivalentes de Nistatina isolada e 

demais grupos com aplicação de TFDa (p>0,05). No que concerne aos 

microrganismos clínicos, a Nistatina apresentou efeito semelhante a aplicação do 

laser isolado (p=1,00), sendo este acentuadamente inferior ao dos tratamentos com 

utilização de TFDa (p<0,001) (Tabela 5) (Fig.3). 

 
        Tabela 5 Comparação Múltipla: Grupos com uso de Nistatina como referência  

 ÁREA 

  PADRÃO  CLÍNICO 

TIPO DE  MEAN p-Value MEAN p-Value 

TRATAMENTO     

 CC 592,1 < 0,001 574 0,01 

 LASER 459,8 < 0,001 502,2 1,00 

AM 330,2 1,00 373,8 0,03 

TFD 15 240,6 1,00 219,6 < 0,001 

 TFD 20 203,6 0,38 183,7 < 0,001 

TFD 15+N 193,7 0,20 196,1 < 0,001 

 TFD 20+N 128,3 < 0,001 165,8 < 0,001 

NISTATINA 304,8  469,4  
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Fig. 3 Efeito Similae entre Nistatina e o uso de Laser isolado em cepas clínicas. 

 

Quanto densidade cromática de microrganismos Candida, os grupos tratados 

com TFDa obtiveram os resultados mais baixos e relevantes, independente do TPI e 

da associação com o medicamento controle (p>0,05). Entretanto, em cepas padrão, 

a Nistatina apresentou efeito semelhante às TFDa (p>0,05), sendo esse resultado 

diferenciado da densidade cromática expressa por cepas clínicas tratadas com o 

fármaco, cujos valor foi inferior apenas ao Controle de Crescimento e com uso do 

Laser isolado (p<0,001) (Tabela 6).  

 
Tabela 6 Comparação Múltipla: Grupos com uso de TFDa como referência (p-Value/Bonferroni) 

 DENSIDADE CROMÁTICA 

  PADRÃO  CLÍNICO 

TIPO DE  MEAN p-Value MEAN p-Value 

TRATAMENTO     

 CC 139268 < 0,001 146262 < 0,001 

 LASER 112375 < 0,001 127563 < 0,001 

AM 81912  < 0,001 56541  0,01 

TFD 15 57879  > 0,05 40979  1,00 

 TFD 20 43581  > 0,05 37088  1,00 

TFD 15+N 38107 > 0,05 37486  1,00 

 TFD 20+N 27490  > 0,05 32249  1,00 

NISTATINA 54367  > 0,05 81068 < 0,001 
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Acerca da intervenção dos tratamentos no ciclo de reprodução assexuada dos 

fungos, os grupos com TFDa apresentaram a menor proporção de brotos, sendo o 

resultado semelhante com TPI variado e com a associação com a Nistatina (p=1,00). 

Em síntese, os grupos de Nistatina, AM, Laser e Controle de Crescimento foram 

numericamente consecutivos às TFDa, para cepas padrão e clínicas (Fig. 4 e 5). 

 

 
Fig. 4 Reprodução Assexuada de Cepas Padrão. 

 

 

Fig. 5 Reprodução Assexuada de Cepas Clínicas. 
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3. Discussão 

 

A TFDa apresentou os resultados mais relevantes do estudo quanto à redução 

de concentração celular e potencial de dano às estruturas morfológicas de Candida 

albicans, tropicalis e krusei. Esses dados foram consolidados tanto no tratamento de 

cepas padrão ATCC e CBS como de espécies oriundas de pacientes 

imunocomprometidos, não dependendo de variação no TPI ou associação com 

medicamentos alopáticos para expressar a efetividade da terapêutica.  

Do mesmo modo, a Nistatina foi avaliada perante os fatores mensionados e 

demonstrou capacidade inferior de agressão aos microrganismos quando comparado 

à TFDa, principalmente nos experimentos com cepas clínicas.  

Sabe-se que, a habilidade do fungo de desenvolver quadros patológicos varia 

de acordo com a interação com o hospedeiro. Considerada uma microbiota comum 

na cavidade oral, Candida spp beneficia-se do conhecimento biológico adquirido 

durante a fase comensal para tornar-se prejudicial e adaptável às defesas 

imunológicas humanas, em situações de quebra de hemostasia corpórea [28,29]. 

Além disso, a patogenicidade do microrganismo é influenciada por mutações do seu 

próprio genoma, sendo esses eventos decorrentes das cíclicas infecções em 

mamíferos e da atuação de estressores ambientais, como as drogas antifúngicas 

[30,31]. 

Dessa forma, o alto nível de plasticidade do genoma proporciona às espécies 

clínicas um maior potencial de defesa contra tratamentos, bem como a manutenção 

da própria resistência adquirida [32]. Essa prerrogativa, possivelmente, fundamenta 

as divergências encontradas entre cepas padrão e clínicas no teste de concentração 

celular da pesquisa, sendo essas últimas numericamente mais elevadas após as 

terapêuticas aplicadas. 

Ademais, as manifestações de patogenicidade de microrganismos Candida 

também dependem da prevalência e do potencial de dano das espécies presentes. 

Apesar de Candida albicans ser quantitativamente majoritária em quadros clínicos 

comuns de candidose, outras espécies demonstram atual importância na severidade 

da infecção. Essa mudança tem sido associada a fatores como prescrições 

medicamentosas e a ascensão quantitativa de imunocomprometidos [33].  

Estudos anteriores [34,35] classificaram as espécies Candida de acordo com a 

incidência em quadros clínicos sistêmicos e o potencial de patogenicidade, 
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representado pela capacidade de dano e resistência à tratamentos. Assim, três grupos 

foram estabelecidos, cujas espécies albicans e tropicalis apresentaram-se com 

incidência e patogenicidade mais elevadas, seguidas por glabrata e parapsolosis e, 

por fim, por Candida krusei, presente em apenas 4% das infecções. Esses dados 

coincidem com os achados dos experimentos de morfologia celular, nos quais estirpes 

clínicas de Candida albicans foram resistentes aos tratamentos ao não expressarem 

repercussões relevantes quanto à sua integridade celular, retratadas pelos valores 

mais avançados quanto à área e densidade cromática da estrutura celular. 

Embora Candida krusei apresente-se, na classificação [34,35] com uma das 

cepas com menor potencial de patogenicidade, a estirpe expressou os patamares 

mais elevados quanto à concentração de cepas padrão e clínicas, após os 

tratamentos da presente pesquisa. Além disso, as estirpes clínicas krusei 

apresentaram resultados superiores a Candida tropicais quanto à densidade 

cromática da estrutura celular, indicando uma modificação efetiva no volume do 

conteúdo citoplasmático. A justificativa para essa atuação distinta de Candida krusei, 

respalda-se no fato da classificação retratar o comportamento de cepas em indivíduos 

com imunidade regular, enquanto que o experimento utilizou microbiotas provenientes 

de estados de imunocomprometimento, cuja predominância da espécie em infecções 

de pacientes com neoplasia chega a 90% dos casos [34,36], inclusive com maior 

resistência à tratamentos convencionais [35,37].   

A elevada patogenicidade de Candida krusei em pacientes 

imunocomprometidos também foi endossada pela forma celular que os 

microrganismos se apresentaram nas imagens em campo claro. De modo geral, 

espécies Candida podem identificar-se na forma de blastoconídeos, pseudo-hifas e 

hifas, tendo cada morfologia uma importância específica nas etapas e, assim, na 

intensidade da infecção em humanos. Nas imagens referidas, estirpes de Candida 

krusei mostraram-se presentes em todas as formas, determinando a possibilidade de, 

perante as morfologias respectivamente citadas, iniciar a fixação e disseminação em 

estruturas corpóreas, introduzir a formação de biofilmes fúngicos e, por fim, agravar 

estados clínicos pela penetração em profundidade nos tecidos, além de intensificar as 

etapas anteriores [37,38]. No que se referem às formas morfológicas das demais 

espécies estudadas, Candida albicas e tropicalis expressaram-se de modo limitado, 

apenas como blastoconídeos e pseudo-hifas, sem o potencial de agravamento de 

infecções próprias de hifas.  
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Afora as informações desenvolvidas pelo estudo sobre as características de 

espécies Candida, resultados relevantes sobre os tratamentos aplicados também 

foram obtidos. Desse modo, o teste de concentração celular foi determinante para 

avaliar o poder de destruição fúngica de cada tratamento, enquanto que, as análises 

de morfologia celular indicaram o impacto que as terapêuticas incidiram sobre a 

integridade celular e o ciclo de reprodução dos fungos. 

Considerada uma técnica rápida e de baixo custo, a análise de concentração 

celular em espectrofotômetro tem sido utilizada para quantificar diversos 

microrganismos em meio laboratorial, de modo preciso e simples [39]. Nessa 

instância, o método determinou a concentração de cepas existentes após os 

tratamentos propostos. Assim, a TFDa apresentou a menor densidade celular dentre 

os grupos, sendo o tratamento mais eficaz para a morte de microrganismos padrão e 

clínicos de Candida spp do estudo.  

Em sequência de efetividade, a Nistatina exibiu resultados superiores aos 

demais grupos, mas não compatíveis com os patamares alcançados pela TFDa. A 

única cepa em que o fármaco obteve resultados satisfatórios e superiores à TFDa foi 

Candida albicans padrão, não ocorrendo o mesmo com as cepas clínicas da espécie. 

A resistência de cepas provenientes de pacientes imunocomprometidos, 

especialmente em intercurso de tratamentos antineoplásicos, são citados na literatura 

[40], inclusive em publicações anteriores que utilizaram as cepas clínicas do presente 

experimento [20]. 

Quanto às análises de área e densidade cromática da estrutura celular dos 

microrganismos, a mensuração desses dados foi o meio utilizado para aferir as 

repercussões das terapêuticas em relação à sugestiva modificação do volume 

citoplasmático por extravasamento de estruturas. Dessa forma, tratamentos com 

Nistatina e TFDa apresentaram os valores mais reduzidos de área e densidade em 

cepas padrão, sendo assim, as terapêuticas mais nocivas à integridade de Candida 

spp, não havendo diferença estatística entre as mesmas.  

No entanto, fundamentado na prerrogativa que microrganismos padrão são 

mais susceptíveis à antifúngicos que microbiotas de ambientes orais, principalmente 

de imunocomprometidos, os resultados acima citados foram discrepantes com os 

dispostos por cepas clínicas, cuja TFDa foi o tratamento mais promissor e a Nistatina 

pouco efetivo. Assim, a eficácia do medicamento equiparou-se ao desempenho do 
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laser isolado, em análise de área, e superior apenas ao AM isolado, quanto à 

densidade cromática. 

Os corantes fenotiazínicos, grupo ao qual o AM está inserido, são utilizados 

para fins medicinais há mais de um século, sendo o AM inicialmente aplicado para 

reestabelecer estados de malária [41]. No entanto, devido a sua atividade 

antimicrobiana reduzida, o emprego da substância isolada foi desestimulado pela 

descoberta de antibióticos e antifúngicos [42]. A atual reinserção do AM no mercado, 

agora com função fotossensibilizadora, dêu-se pela popularização da TFDa como 

recurso contra microbiotas resistentes aos fármacos mencionados. Dessa forma, 

compreende-se que o uso isolado do AM não expressa eficácia antifúngica 

semelhante a TFDa e, remetendo aos resultados da pesquisa, demonstra a ação 

insatisfatória da Nistatina quanto tratamento, que, em termos de perda de integridade 

do arcabouço, foi inferior aos resultados do AM isolado em microrganismos clínicos. 

Além desses indícios, a resistência de cepas clínicas de Candida spp à 

Nistatina foi evidenciada pelo efeito semelhante da droga e do laser isolado perante a 

mensuração de àrea fúngica. Tema ainda em discussão na literatura, a aplicação do 

laser de baixa potência, sem a presença de um FS, tem demonstrado atuação 

estimuladora positiva e até nula sobre o metabolismo de microbiotas e, portanto, sobre 

o crescimento e reprodução celular [43]. Em estudos in vitro, terapêuticas com uso de 

laser isolado tendem a apresentar efeito semelhante ao do controle de crescimento, 

ou seja, nulo, devido à ausência de cromóforos no meio [44]. Resultado similar a esse 

foi encontrado no presente trabalho, cujo efeito do laser isolado não gerou modificação 

quanto às dimensões do fungo, sendo similares aos parâmetros encontrados no 

controle de crescimento. Embora esses resultados sejam esperados, o diferencial 

encontrado foi a similaridade quantitativa dos dados da Nistatina quanto ao laser 

isolado, demonstrando o baixo potencial do medicamento em promover redução de 

área no arcabouço fúngico. 

Com base no reconhecido mecanismo de atuação da Nistatina, que gera a 

morte dos fungos pela permeabilização da membrana plasmática e sequestro de 

Ergosterol [45] e diante dos valores de redução de concentração celular pela aplicação 

do fármaco no estudo, infere-se que a Nistatina foi eficaz na debelação de Candida 

ssp. No entanto, as cepas clínicas que resistiram ao tratamento pareceram não sofrer 

repercussões em sua integridade celular, fato não remetido à TFDa que, além de 
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ocasionar elevada redução de concentração celular, gerou danos à morfologia celular 

dos microrganismos. 

No que se refere à ruptura do ciclo de reprodução celular, a TFDa apresentou 

a ação mais efetiva contra Candida ssp, representado pelo menor número de brotos 

presentes nas imagens. De modo geral, a variação no TPI e a associação com 

Nistatina não determinaram diferenças estatísticas entre os grupos com aplicação de 

TFDa, seja na reprodução assexuada do fungo ou em qualquer outro resultado do 

estudo.  

Dessa forma, a aplicação do FS com um TPI reduzido pode beneficiar o 

atendimento clínico, tornando-o mais rápido, sem comprometer a eficácia da 

terapêutica. Além disso, nos testes em que os grupos com associação terapêutica 

obtiveram efeito estatisticamente similares a TFDa isolada e superiores à Nistatina, a 

atribuição desses resultados deve ser vinculada às propriedades antimicrobianas 

comprovadas da própria TFDa [46], cujo desempenho mostrou-se pontual frente à 

erradicação de Candida spp, bem como na fragilização na integridade celular de 

microrganismos resistentes. 

 

4. Conclusão 

 

Considerado um método inovador, a TFDa evidenciou ser um tratamento 

relevante ao atuar sobre cepas clínicas e padrão de Candida albicans, tropicais e 

krusei. Perante as terapêuticas utilizadas no estudo, a TFDa apresentou o resultado 

mais efetivos na redução de concentração celular, área, densidade cromática e 

formação de brotos reprodutivos. Em contraste, a Nistatina expressou efeitos 

insatisfatórios sobre parâmetros de morfologia, principalmente em microrganismos 

provenientes de imunocomprometidos.  
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5 ARTIGO II 

 

 Apresentação do Artigo II 

 

Após as devidas considerações da banca avaliadora sobre esse trabalho, o 

artigo sob título “Estruturas de Suporte de Candida spp padrão e isolados de pacientes 

com imunocomprometidos após uso de Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana” será 

submetido ao periódico Laser in Medical Science (ISSN: 1435-604X; Fator de Impacto: 

3.161; Qualis Odontologia A2), cujas normas para submissão de trabalhos encontram-

se no Anexo B. 
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Resumo 

 

O estudo teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana sobre estruturas de suporte de Candida padrão e isolados de 

imunocomprometidos. Os testes laboratoriais foram realizados com Candida albicans, 

tropicalis e krusei, representados por isolados de pacientes com LLA e por estirpes 

ATCC e CBS. Para posterior análise da ação na Parede Celular e Membrana 

Plasmática, a Concentração Inibitória Mínima da Nistatina foi realizada. Os grupos 

estabelecidos foram: G1 - Controle de Crescimento; G2 - Irradiação Vermelha; G3 - 

Azul de Metileno com exposição de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-

Irradiação de 15 minutos; G5 - TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associação de 

Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos; G7 - Associação de Nistatina e TFDa com 

TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP, com 

comprimento de onda de 660 nm, densidade de potência de 3,57 mW/cm² e energia 

de 5,0 J, com densidade de energia de 178,5 J/cm². A concentração do Azul de 

Metileno foi de 0,1%. Os testes foram processados nos sofwares ImageJ e SPSS, 

com significância de 5%. A TFDa foi o tratamento mais efetivo para romper a 

recuperação da parede celular de cepas padrão e clínicas. Nesse experimento, a 

Nistatina não apresentou resultados satisfatórios, já na membrana plasmática, foi o 

único grupo que estabeleceu ligação com o Ergosterol sintético. Assim, a associação 

da TFD e Nistatina é indicada como tratamento efeticaz contra Candida spp. 

 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica; Candida; Azul de metileno; Patogenicidade. 
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Introdução 

 

Nas últimas décadas, as infecções fúngicas apresentaram-se como um fator de 

agravamento em saúde com repercussões globais, expressando ascensão em 

territórios heterogêneos, inclusive quanto à patamares sociais e econômicos [1,2]. 

Entre essas manifestações, a candidose é a enfermidade fúngica mais 

comumente relatada na área médica, ocasionando infecções nas mucosas vaginal, 

gastrointestinal e oral, bem como na pele. Provocada por microrganismos Candida a 

doença gera processos infecciosos com intensidades variadas, atingindo até mesmo 

a possibilidade de complicações sistêmicas [3-5]. 

A candidose oral é a denominação empregada quando a doença atinge esse 

respectivo locus anatômico. Compreende-se que o fungo, essencialmente 

asporogênico, comporta-se como um agente comensal na cavidade oral de 

hospedeiros humanos, desenvolvendo sua patogenicidade apenas em situações de 

ruptura com a homeostasia local [2,3,6]. 

Mais de 40 espécies Candida podem ser identificadas na estrutura oral, sendo 

Candida albicans correspondente a 60,8% dos fungos presentes. No entanto, outras 

espécies atuam com maior potencial de dano na etiopatogenia da doença, mesmo 

sendo quantitativamente reduzidas no meio, como Candida tropicalis, krusei, 

parapsilosis e glabrata, que maximizam sua ação ao associarem-se em estruturas 

[2,7,8]. 

Os fármacos comerciais que agem sobre microrganismos fúngicos são 

classificados em azóis, equinocandinas, polienos e flucitosinas. Os três primeiros 

grupos agem especificamente sobre a integridade da membrana plasmática celular 

do fungo, enquanto que as flucitosinas são os únicos medicamentos que exercem 

atividade sobre a biossíntese do DNA e RNA [2,7,9]. 

Esses grupos medicamentosos estão disponíveis de forma sistêmica ou local 

(tópica). As drogas de uso sistêmico como triazóis, fluconazol e itraconazol, são 

amplamente prescritas embora possuam pouca efetividade contra Candida ssp e, 

interação medicamentosa considerável. Já medicamentos tópicos como a Nistatina, 

Miconazol e Clotrimazol possuem indicação prioritária na Odontologia, especialmente 

em casos de infecções orais mais brandas [10]. 

No entanto, a resistência farmacológica de antifúngicos tem sido 

constantemente relatada, como no uso de Nistatina. Essa dificuldade é potencializada 
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quando a doença acomete indivíduos imunocomprometidos que, habitualmente, 

manifestam sinais e sintomas da candidose oral de forma mais frequente e relevante. 

Nesses casos, situações de septicemia fúngica por via sanguínea, denominadas de 

candidemia, tem tornado os índices de mortalidade mais alarmantes [2,5,7]. 

A Leucemia Linfocítica Aguda (LLA) é um exemplo desse agravamento, 

designando-se como a leucemia mais comum em crianças, sendo responsável por 

25% de todas as neoplasias malignas infantis [11,12]. Devido a fatores como 

imunossupressão, hipossalivação e condições precárias de higiene oral, a elevada 

disseminação fúngica determina factuais riscos à manutenção da vida por parte 

daqueles acometidos por debilidades sistêmicas [12-14]. 

Dessa forma, tratamentos alternativos como a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana (TFDa) são, atualmente, propostos como meios eficazes no cuidado 

de imunocomprometidos. Propriedades como custo moderado e baixa ou inexistente 

resistência que a TFDa promove ao tratar e erradicar patógenos com alta capacidade 

de adaptação ao ambiente em que vivem, são as justificativas para a crescente 

popularização da técnica nas últimas décadas [2]. 

Ensaios clínicos publicados tem demonstram o efeito fungicida da TFDa sobre 

Candida, relacionando o fotossensibilizador (FS) Azul de Metileno (AM) à irradiação 

de baixa intensidade. No entanto, é importante ressaltar que tanto os padrões 

energéticos como os protocolos técnicos da TFDa ainda estão em discussão na 

literatura científica. Dentre esses itens, está o tempo necessário de repouso do FS 

antes da aplicação da irradiação, chamado de tempo pré-irradiação (TPI), que é 

crucial para resultados satisfatórios do tratamento [15-17]. 

Sabe-se que apesar da compreensão adquirida sobre os mecanismos 

microbiológicos ativados pela TFDa no hospedeiro, ainda não há um domínio concreto 

sobre o impacto da terapêutica nos fatores de patogenicidade dos microrganismos, 

como a promoção de dano à parede celular e membrana plasmática de Candida ssp, 

distinguindo assim da ação de medicamentos alopáticos tradicionais, como a Nistatina 

[15-17].  
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Métodos 

Microrganismos 

 

Os experimentos com Ergosterol foram realizados com microrganismos 

Candida albicans, enquanto que os ensaios de presença de Quitina com Candida 

albicans, Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram 

representadas por isolados clínicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia 

para tratamento de LLA e por estirpes de referência do tipo American Type Culture 

Collection (ATCC) e Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). O processo 

de identificação da microbiota clínica foi realizado em estudo anterior [18]. Essa 

avaliação efetivou-se por meio de impressão digital molecular, pela Reação em 

Cadeia de Polimerase (PCR) (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo método 

cromógeno CHROMagar CandidaTM (BDTM CHROMAGARTM Candida, Paris, França) 

[19]. 

 

Viabilidade dos Microrganismos 

 

A viabilidade celular foi analisada, dessa forma, 300 μL da alíquota de cada 

microrganismo foi aplicada em microplaca de microtitulação estéril de 96 poços (CRAL 

artigos para laboratório LTDA, Cotia, SP, Brasil), fundo U, e incubada à 35ºC por 24 

horas. Após esse período, as placas foram visualmente avaliadas, observando se 

havia atividade celular expressa por crescimento fúngico (turbidez) em fundo de placa 

[20]. 

 

Concentração dos Inóculos 

 

Os inóculos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata. 

Dessa maneira, cinco colônias com diâmetro de ~1mm foram escolhidas das placas 

de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. Após esse processo, as triplicatas 

suspensas foram agitadas em vórtex durante 15 segundos [20]. Em seguida, a 

densidade celular foi ajustada em espectrofotômetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) com 

comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando CSD à suspensão recém 

preparada até obter a transmitância equivalente de uma solução-padrão da escala de 

McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbância referência indicada no 
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espectrofotômetro para o inóculo deveria ser de 0,08 a 0,13 (Figura 6), obtendo, 

assim, uma suspensão padrão de levedura de 1 x 106 células por mL, concentração 

essa ideal para os testes de patogenicidade do presente estudo [20]. 

 

Grupos Experimentais e Controles 

 

A partir das suspensões padronizadas de Candida spp, foram realizados 

ensaios de acordo com os seguintes grupos experimentais e controles: G1 - Controle 

de Crescimento; G2 - Irradiação Vermelha; G3 - Azul de Metileno com exposição de 

20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiação (TPI) de 15 minutos; G5 - TFDa 

com TPI de 20 minutos; G6 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos; 

G7 - Associação de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. Além 

desses, os experimentos foram submetidos a um grupo controle de esterilização, 

composto por meio nutritivo de CSD.  

 

Terapia Fotodinâmica 

 

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP Therapy XT (DMC Importação e 

Exportação de Equipamentos Ltda, São Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiação 

vermelha. Segundo informações do fabricante, o comprimento de onda (λ) utilizado foi 

de 660 nm ± 10 nm, incidido com potência útil de 100 mW ± 20%, com diâmetro da 

ponteira do aparelho (área de spot) correspondendo a 0,028 cm² [21]. A densidade de 

potência utilizada foi 3,57 mW/cm², com energia 5,0 J, resultando numa densidade de 

energia (dose) de 178,5 J/cm² durante a aplicação. A emissão do laser foi contínua e 

com modo de operação pontual, cuja ponteira do equipamento foi posicionada 

perpendicularmente à microplaca, no diâmetro de abertura de cada poço. O AM, FS 

aplicado para sensibilização de Candida spp pela TFD, foi manipulado por farmácia 

de manipulação local e utilizado na concentração de 0,1% (Dilecta, João Pessoa, PB, 

Brasil). A ambientação escura foi preconizada como meio para manuseio e o TPI do 

FS, bem como para aplicação da irradiação laser [22]. 
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Triplicatas e Anteparos 

 

Para os testes de patogenicidade, os experimentos foram realizados em 

triplicata para todos os grupos estabelecidos. Além disso, espaçamentos físicos entre 

grupos experimentais e controles de um mesmo microrganismo foram preconizados 

na microplaca, sendo também confeccionados anteparos de silicone preto 

(TEKBOND, São Paulo, SP, Brasil), isolando os poços e evitando a sobreposição de 

irradiação entre os poços submetidos ao laser, como também qualquer absorção 

mínima pelos demais. 

 

Concentração Inibitória Mínima de Nistatina 

 

O método de Microdiluição em Caldo [20] foi empregado para obter a CIM da 

Nistatina, perante cada cepa utilizada. Inicialmente, o inóculo foi preparado na 

concentração de 1 x 106 células por mL e a Nistatina na concentração de 1,0 mg/mL. 

Após a microdiluição, a concentração da Nistatina era de 60 a 0,4 μL/mL 

respectivamente, do primeiro ao último poço. As placas foram incubadas por 24 horas 

a 35 °C, de modo que o período necessário para a Nistatina atingir seu efeito máximo 

foi respeitado. A obtenção dos resultados ocorreu por observação visual de agregados 

de células no fundo dos poços [23]. 

 

Análise da Parede Celular Fúngica 

 

Inóculos padronizados foram preparados na concentração de 1 x 106 células 

por mL, e os tratamentos executados. Em seguida, 150 μL de cada triplicata foram 

removidos e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm. O FS 

Calcofluor White (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para detectar a 

presença e proporção de quitina nos microrganismos, indicando assim, o estado de 

integridade da parede celular após os tratamentos aplicados. Para melhor 

visualização do efeito do Calcofluor White nas imagens, o produto foi diluído em água 

estéril, na proporção de 1:10, a partir da concentração original de 1 g/L. Assim, 50 μL 

da solução diluída do corante foram adicionados ao composto e esse centrifugado por 

mais 10 minutos, à temperatura ambiente, para que 10 μL fossem removidos, 

preferencialmente do fundo do recipiente. Essa quantidade foi aplicada sobre lâmina 
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de vidro e visualizadas no Microscópio Digital Invertido EVOS FL com filtro DAPI, com 

ampliação de 40x e intensidade de luz de 20% [24]. O programa Image J, versão 

1.5n1, foi utilizado para dar contorno e numeração às células. Visto que o tamanho 

médio das unidades fúngicas do estudo foi de 400 pixels quadrados, utilizou-se 100 

células com essas dimensões para determinar intensidade de fluorescência, de modo 

que os resultados de Integrated Density não tivessem interferência pela variação de 

área dos fungos. 

 

Avaliação da Membrana Plasmática Fúngica 

 

Inóculos foram preparados na mesma concentração de microrganismos dos 

demais testes (1 x 106 células por mL), diferindo entre si apenas pela presença ou 

ausência de Ergosterol exógeno. No caso dos poços das triplicatas destinados a 

receber o produto, a concentração ideal do Ergosterol foi de 400 μg/mL dentro do 

poço, imersos por meio dos 100 μL do inóculo depositado. 

Após os tratamentos aplicados, o ensaio deu sequência utilizando a técnica de 

microdiluição, com o objetivo de gerar diluições seriadas em 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 e 10-

7 para posterior plaqueamento. Dessa forma, 100 μL do poço de cada triplicata foram 

removidos e imersos em falcons contendo 900 μL de CSD, resultando numa diluição 

de 10-3. Em seguida, 100 μL da solução desse falcon foram adicionados à 900 μL de 

CSD, gerando a diluição de 10-4, sendo, então, esse processo repetido até a última 

diluição proposta. Placas contendo ASD foram anteriormente preparadas, de modo 

que 24 mL de Ágar fossem distribuídos homogeneamente em todas as unidades. A 

partir das diluições mencionadas, 50 μL foram retirados e distribuídos em placas 

nutridas com Ágar e incubadas a 35 °C por 24 horas para contagem das Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC) [25,26]. 

 

Análise de Dados 

 

Os dados referentes aos experimentos de Estrutura de Suporte com uso de 

Ergosterol (Membrana Plasmática) foram inseridos em planilhas do Microsoft Excel e 

analisados no Software Estatístico SPSS (versão 18). Nesses mesmos programas 

também foram avaliados os resultados obtidos dos ensaios de Estrutura de Suporte 

com Calcofluor White (Parede Celular) após o processamento das imagens no 
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Software ImageJ (1.51p). A análise estatística foi realizada pela comparação de mais 

de dois grupos com o teste paramétrico One-way ANOVA e, nas comparações 

múltiplas com o Two-way ANOVA. Para todas as análises adotou-se um nível de 

significância de 5%. 

 

Resultados 

 

A avaliação da Concentração Inibitória Mínima da Nistatina foi realizada para 

que concentrações específicas fossem utilizadas nos experimentos do estudo (Fig. 1). 

 

        PADRÃO            CLÍNICO 

 MIC MIC 

Candida albicans 7,50  3,75  

Candida tropicalis 3,75  3,75  

Candida krusei 7,50  3,75  

   Fig. 1 Concentração Inibitória Mínima da Nistatina de acordo com as Espécies (μg/mL). 
 

A capacidade de recuperação da parede celular do fungo foi analisada por meio 

da quantificação da fluorescência nas imagens geradas em filtro DAPI (Fig. 2). Assim, 

microrganismos tropicalis apresentaram, respectivamente, maior fluorescência que 

Candida albicans e Candida krusei (p<0,001). Além disso, as cepas clínicas 

apresentaram valores de fluorescência superiores quando comparadas às cepas 

padrão (Fig. 3). 
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Fig. 2 Imagem em BF e DAPI do Controle de Crescimento (A) e TFDa com TPI de 15 minutos (B) de 
cepas clínicas de Candida albicans. 

 

 PAREDE CELULAR 

    PADRÃO  CLÍNICO 

 MEAN p-Value MEAN p-Value 

Candida albicans 17004 

< 0,001 

22543 

< 0,001 Candida tropicalis 27718 26649 

Candida krusei 9353 19103 

        Fig. 3 Múltipla Concentração de Fluorescência (Post Hoc Tests/Bonferroni). 
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Segundo o mesmo experimento, cepas padrão e clínicas apresentaram 

resultados semelhantes após cada tratamento específico. Dessa forma, os grupos 

com aplicação da TFDa obtiveram os menores graus de fluorescência da parede 

celular, não havendo diferença significativa pela variação do TPI ou associação com 

Nistatina (p = 1,00) (Fig.4). No entanto, os efeitos proporcionados pela Nistatina 

isolada na ruptura do ciclo de recuperação da parede celular, foram semelhantes ao 

uso do laser isolado e do controle de crescimento (p=1,00) (Fig. 5 e 6). 

 

 PAREDE CELULAR 

  PADRÃO  CLÍNICO 

TIPO DE  MEAN p-Value MEAN p-Value 

TRATAMENTO     

 CC 38988 < 0,001 46465 < 0,001 

 LASER 31841 < 0,001 43828 < 0,001 

AM 12425 < 0,001 21228 < 0,001 

TFD 15 6235 1,00  7778 1,00  

 TFD 20 6416 1,00  6573  1,00  

TFD 15+N 7292 1,00  5765  1,00  

 TFD 20+N 6749 1,00  5268  1,00  

NISTATINA 34253 < 0,001 45270 < 0,001 

Fig. 4 Comparação Múltipla: Grupos com uso de TFDa como referência (p-Value/Bonferroni). 
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             Fig. 5 Fluorescência da Parede Celular de Cepas Padrão. 
 

 
                   Fig. 6 Fluorescência da Parede Celular de Cepas Clínicas. 
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O ensaio laboratorial com Ergosterol determinou a possível ação dos 

tratamentos na membrana plasmática dos fungos. A razão entre a quantidade de 

UFCs formadas nas placas com a presença e ausência de Ergosterol, indicou o nível 

de crescimento de microrganismos em cada grupo. Assim, pela comparação múltipla 

entre os grupos do estudo, a Nistatina isolada expressou a maior razão (>0,001) 

perante os demais, tendo estes resultados inferiores e semelhantes (p=1,00) (Fig. 7).  

 

 MEMBRANA PLASMÁTICA  

 Candida albicans (Padrão) Candida albicans (Clínico) 

TIPO DE  AUSENTE PRESENTE RAZÃO p-Value AUSENTE PRESENTE RAZÃO p-Value 

TRATAMENTO UFC 10-5 UFC 10-5   UFC 10-5 UFC 10-5   

 CC 1055 1055 1 1,00  23800 23800 1 1,00 

 LASER 1043 1386 1,32 1,00  6106 7086 1,2 1,00 

AM 142 356 2,51 1,00  3015 3926 1,3 1,00 

TFD 15 973 6653 6,83 1,00  1190 4953 4,1 1,00 

 TFD 20 240 1198 4,99 1,00  63 2046 32,4 1,00 

NISTATINA 1 546 546 < 0,001 1 957 957 < 0,001 

  Fig. 7 Comparação entre as Razão com uso de TFDa como referência (p-Value/Bonferroni). 

 

Discussão 

 

A TFDa foi o tratamento mais promissor no processo de ruptura do ciclo de 

regeneração da parede celular fúngica. Já o desempenho demonstrado pela Nistatina 

foi irrelevante quanto à ação nessa estrutura, embora tenha sido o único grupo a 

apresentar ação satisfatória no experimento com Ergosterol e, portanto, na membrana 

plasmática do fungo. 

O constante aperfeiçoamento de Candida spp tem tornado o microrganismo 

capaz de adaptar-se a condições diversas do hospedeiro, sendo essa habilidade 

denominada de fatores de patogenicidade [15,27]. Nesse processo, o arcabouço 

fúngico possui característica químico-biológicas que beneficiam e aumentam essa 

patogenicidade [28]. 

Sabe-se que o arcabouço fúngico é formado pela parede celular e, mais 

internamente, pela membrana plasmática. No que se refere a parede celular, 
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substâncias como β-glucano, quitina e manoproteínas são responsáveis por sua 

composição, dando ao microrganismo proteção contra forças mecânicas, estabilidade 

osmótica, poder de adesão e manutenção da morfologia celular [29,30].  

De modo particular, a quitina é o principal constituinte vinculado ao processo 

de reparo da parede celular fúngica, sobretudo quando exposta a agressões 

estruturais causadas pelo sistema imunológico humano ou por fármacos. Assim, o 

ciclo de recuperação da integridade da parede celular ocorre por transdução de sinal, 

indicando a ativação das proteínas Quinase C (PKC) e Quinase Ativada por Mitógeno 

(MAPKs). Essas substâncias catalizadoras promovem a regeneração da parede 

celular por modificação do seu equilíbrio estrutural, tornando a quitina presente 

hiperacumulada e esta, por sua vez, restituindo a própria parede [31]. 

Portanto, estima-se que, a presença abundante de quitina na parede celular 

indicaria seguridade na regeneração dessa estrutura, enquanto que sua excassez 

pode evidenciar o sucesso de um tratamento antifúngico, pelo rompimento do ciclo de 

regeneração do microrganismo. A partir disso, estima-se que a ação terapêutica da 

TFDa no experimento foi efetiva quanto à capacidade de romper a reestruturação da 

parede celular de cepas padrão e clínicas de Candida spp, repercutido pela acentuada 

redução de fluorescência nas imagens analisadas, estatisticamente menor que a dos 

demais grupos. Essa densidade cromática foi promovida pelo corante CalcoFluor 

White, marcador de quitina em luz ultravioleta, indicando o grau de presença da 

proteína pela intensidade de fluorescência exposta [32]. 

Em contraste com esses resultados, estirpes padrão e clínicas tratadas apenas 

com o medicamento Nistatina expressaram intensa fluorescência nas imagens obtidas 

em Microscópio Invertido, sendo estas compatíveis em cromaticidade com os 

microorganismos irradiados apenas com laser, bem como com estirpes que 

compuseram o Controle de Crescimento, não havendo diferença signicativa entre 

esses grupos. Dessa forma, compreende-se que a ação do fármaco na parede celular 

apresentou-se ineficaz, compatível com diversos trabalhos da literatura, em que o 

efeito da irradiação laser de baixa potência sobre a redução da microbiota é 

praticamente nula [33]. 

Pela análise de densidade, realizada pelo software Image J, também se 

observou a relação quantitativa entre cepas de origem clínica e padronizada. Nessa 

perspectiva, fungos clínicos apresentaram-se superiores em fluorescência que 

estirpes padrão, determinado um maior porcentual de quitina em sua estrutura, sendo 
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esses dados embasados por diferenças estatísticas. Esse resultado corrobora com o 

atual conceito que microrganismos de ambientes orais de imunocomprometidos, que 

passaram por infecções cíclicas e foram submetidos ao constante contato com 

antifúngicos, podem tornar-se mais resistentes à tratamentos, inclusive quanto à sua 

alta capacidade de manter a estabilidade do arcabouço fúngico pela manutenção do 

ciclo de recuperação da parede celular [34,35]. Assim, cepas clínicas apresentaram 

grau de fluorescência superior às padronizadas, determinado um maior porcentual de 

quitina em sua estrutura.  

Achados do presente estudo também relacionaram os efeitos das terapêuticas 

frente ao potencial de patogenicidade de cada espécie Candida. Assim, perante a 

resistência apresentada na mantenção estrutural da parede celular após os 

tratamentos, Candida tropicalis apresentou menor dano ao suporte celular, com 

fluorescência acentuada em relação a Candida albicans e krusei, respectivamente.  

Ao analisar os trabalhos publicados sobre a patogenicidade das espécies Candida, 

uma observação extensa faz-se necessária perante a diversidade dos apontamentos 

encontrados. Em situações clínicas comuns, Candida albicans e tropicalis aparentam 

maior incidência e patogenicidade em infecções cotidianas, sendo essa vertente 

modificada em casos de imunocomprometimento, cuja cepa krusei é referenciada com 

destaque [36,37]. Além disso, o estado geral do paciente com fragilidade imunitária 

parece influenciar e diferenciar a ação de espécies Candida, cuja estirpe tropicalis é 

potencializada em situações de agravamento sistêmico [2].  

Embora o experimento sobre a ação das terapêuticas na parede celular do 

fungo não possa inferir a incidência e nem conclusões sobre os aspectos globais de 

patogenicidade do fungo, Candida tropicalis foi a espécie que apresentou maior 

resistência contra dano ao ciclo de recuperação da parede celular, podendo ser este 

um indício sobre o estado avançado da doença sistêmica nos indivíduos, cujas cepas 

foram coletadas, bem como um indicativo do comportamento particular da espécie 

referida.  

No que concerne ao experimento sobre o efeito dos tratamentos sobre a 

membrana plasmática fúngica, análises de comparações múltiplas compuseram 

informações tendo como referência o uso de TFDa e Nistatina. Assim, microrganismos 

submetidos à TFDa não evidenciaram diferença estatística com os demais grupos, 

exceto com a Nistatina que expressou os melhores resultados de interação com a 
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estrutura celular. Portanto, o medicamento de referência foi o único com resultados 

satisfatório no processo de ligação ao Ergosterol. 

Sabe-se que a membrana plasmática de Candida spp é composta, 

principalmente, por Ergosterol, um esterol responsável por manter a integridade e 

função celular. A atividade da Nistaina está vinculada á interação hidrofóbica com 

esse composto, reduzindo sua presença na membrana plasmática e, assim, atuando 

no declínio da barreira física e na morte microbiana [38]. No experimento, a conexão 

entre o fármaco e o Ergosterol sintético foi predominate, não sendo esse mecanismo 

de ação atribuído à TFDa que, embora tenha apresentado atividade com o inóculo 

contendo o esterol, obteve limiares estatísticos semelhantes ao Controle de 

Crescimento. 

A efetividade da TFDa tem sido tema de discussão e, portanto, evidenciada por 

reconhecidos estudos da literatura [39]. Dessa forma, a diversidade de atuação da 

Nistatina e da TFDa pode sugerir que a aplicação concomitante das terapêuticas 

possibilita um maior efeito degenerativo sobre o microrganismo, inclusive em espécies 

resistentes à antifúngicos sistêmico [40]. 

Além disso, a variação do TPI na TFDa, nos testes de parede e membrana 

plasmática celular, não modificou o resultado apresentado. Esses dados são 

importantes para o cotidiano clínico, cujo tempo de operação do protocolo tem a 

possibilidade de ser reduzido, sem comprometer a efetividade da terapêutica.  

 

Conclusão 

 

Perante essas evidências, a associação de terapêuticas com uso de Nistatina 

e TFDa é sugestiva para potencializar processos de erradicação de Candida spp, 

inclusive em pacientes imunocomprometidos. Diante das diferentes formas de 

interação celular das terapias utilizadas, uma vez que a TFDa agiu eficazmente sobre 

a parede celular e a Nistatina sobre a membrana plasmática, protocolos clínicos 

associados podem ser embasados, nos quais a agressão ao microrganismo 

desenvolva-se de modo simultâneo. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Por meio da análise dos resultados encontrados dos testes laboratoriais do 

estudo, pode-se concluir que: 

 

 A aplicação da TFDa na microbiota clínica propiciou a menor quantificação de 

concentração celular, perante os demais grupos do estudo; 

 Os experimentos de morfologia celular demonstraram que cepas clínicas 

submetidas à TFDa obtiveram a redução mais prevalente quanto à área e 

densidade cromática, inclusive em relação a Nistatina, que expressou resultados 

insatisfatórios; 

 A reprodução assexuada de fungos Candida foi retraída pelo uso da TFDa, que 

apresentou o menor número de brotos das imagens geradas; 

 A ruptura do ciclo de recuperação da parede celular foi obtida pela aplicação da 

TFDa em cepas clínicas, demonstrando elevada efetividade. Nesse aspecto, a 

Nistatina não demonstrou resultados adequados como terapêutica; 

 O grupo com aplicação de Nistatina foi o único que obteve ligação efetiva com o 

Ergosterol sintético, demonstrando ação na membrana plasmática do fungo; 

 A variação do TPI, em 15 e 20 minutos, não infuenciou os resultados obtidos, 

justificando a utilização de protocolos clínicos mais curto; 

 A espécie krusei apresentou a mais elevada concentração celular após os 

tratamentos, além de ter sido a única cepa a se expressar como hifa, 

demonstrando maior potencial de dano. Candida tropicalis indicou a maior 

capacidade em restabelecer a parede celular fúngica; 

 A associação entre a TFDa e a Nistatina pode ocasionar métodos celulares 

diferenciados para erradicar ou, ao menos, fragilizar microrganismos resistentes. 
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Anexo A – Normas do periódico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, A2. 
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   Anexo B – Normas do periódico Laser in Medical Science, A2. 
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