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RESUMO 

A capacidade de organização em biofilmes é essencial para infecção do 

hospedeiro e virulência de C. albicans. A organização em biofilmes confere maior 

resistência aos antifúngicos de forma que terapias de combate aos biofilmes são 

essenciais no controle das infecções na área da saúde. A terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (aPDT) baseia-se na utilização de um fotossensibilizador (FS) 

ativado pela luz com parâmetros adequados, levando à morte das células-alvo. 

O azul de metileno (AM) é um FS bastante estudado na aPDT, porém existem 

compostos de estrutura similar, todos pertencentes à classe dos fenotiazínicos, 

cujos efeitos ainda não são conhecidos, entre eles Azure A (AA), Azure B (AB) 

e dimetil azul de metileno (DMAM). Sabe-se que estes FSs apresentam 

agregação que pode ser minimizada em alguns meios/solventes, de forma a 

potencializar os efeitos da aPDT. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar 

o efeito da aPDT com compostos fenotiazínicos na eficácia da aPDT em 

biofilmes, nas suas diferentes etapas de formação. Após o cultivo, foi preparada 

uma suspensão de C. albicans, seguida de plaqueamento (5.0×107 células/mL). 

Um conjunto de experimentos foi realizado com o tratamento das suspensões e 

avaliação de sua capacidade de formar biofilmes, enquanto outros conjuntos 

foram realizados em biofilmes já estabelecidos. Para formação dos biofilmes, a 

suspensão preparada foi incubada, na presença de meio caldo Sabouraud. As 

amostras foram expostas às soluções FS (em água ou na presença de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) a 0,25%) sendo mantidos por 5 minutos no escuro. A 

irradiação foi realizada  e após os tratamentos, as soluções foram removidas, os 

biofilmes foram lavados com PBS para realização do ensaio de contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFC/mL). Os parâmetros do LED foram de 

660nm, 37,3mW/cm2 por 27 minutos, 60,4J/cm2. Na avaliação do efeito da aPDT 

antes da fase da formação em biofilmes (antes da aderência), verificou-se que a 

aPDT com todos os FS estudados impede a formação do biofilme. A aPDT com 

quaisquer dos FS utilizados foi incapaz de reduzir a quantidade de UFC/mL tanto 

em biofilmes maduros (24h) quanto nos biofilmes em fase de dispersão (48h). 

Ao aplicar duas irradiações nos biofilmes em dispersão, verificou- se que aPDT 

com AM, AA e DMAM foram capazes de inativar a quantidade de UFC/mL, o 

mesmo não foi observado em biofilmes maduros. Diante disto, concluímos que 

as diferentes fases de crescimento do biofilme respondem à aPDT de forma 

diferente, sendo o maior efeito inibitório na fase de adesão. Os biofilmes maduros 

e em dispersão são menos susceptíveis à aPDT porém, o uso de duas sessões 

sequenciais é adequado para inativar o biofilme de C. albicans.  

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, Terapia Fotodinâmica antimicrobiana, 

Biofilme, Candida albicans, Dodecilsulfato de sódio.  



ABSTRACT 

 The ability to organize into biofilms is essential for host infection and 

virulence of C. albicans. The organization in biofilms confers greater resistance 

to antifungals, so that therapies to combat biofilms are essential in the control of 

infections in the health area. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is 

based on the use of a photosensitizer (PS) activated by light with adequate 

parameters, leading to the death of target cells. Methylene blue (AM) is a SF that 

has been extensively studied in aPDT, but there are compounds with a similar 

structure, all belonging to the phenothiazine class, whose effects are not yet 

known, including Azure A (AA), Azure B (AB) and methylene dimethyl blue 

(DMAM). It is known that these FSs present aggregation that can be minimized 

in some media/solvents, in order to potentiate the effects of aPDT. Thus, the 

objective of this work is to evaluate the effect of aPDT with phenothiazine 

compounds on the effectiveness of aPDT in biofilms, in their different stages of 

formation. After cultivation, a suspension of C. albicans was prepared, followed 

by plating (5.0×107 cells/mL). One set of experiments was carried out with the 

treatment of suspensions and evaluation of their ability to form biofilms, while 

other sets were carried out on already established biofilms. For the formation of 

biofilms, the prepared suspension was incubated in the presence of Sabouraud 

broth medium. The samples were exposed to FS solutions (in water or in the 

presence of 0.25% sodium dodecyl sulfate (SDS)) and kept for 5 minutes in the 

dark. Irradiation was performed and after the treatments, the solutions were 

removed, the biofilms were washed with PBS to perform the colony forming unit 

count assay (CFU/mL). LED parameters were 660nm, 37.3mW/cm2 for 27 

minutes, 60.4J/cm2. In the evaluation of the effect of aPDT before the biofilm 

formation phase (before adherence), it was verified that aPDT with all the PS 

studied prevents the formation of the biofilm. aPDT with any of the FS used was 

unable to reduce the amount of CFU/mL both in mature biofilms (24h) and in 

biofilms in the dispersion phase (48h). When applying two irradiations to biofilms 

in dispersion, it was verified that aPDT with AM, AA and DMAM were able to 

inactivate the amount of CFU/mL, which was not observed in mature biofilms. In 

view of this, we conclude that the different stages of biofilm growth respond to 

aPDT differently, with the greatest inhibitory effect being in the adhesion stage. 

Mature and dispersing biofilms are less susceptible to aPDT, however, the use 

of two sequential sessions is adequate to inactivate the C. albicans biofilm. 

 

Keywords: Photochemotherapy, Antimicrobial Photodynamic Therapy, Biofilm, 

Candida albicans, Sodium dodecyl sulfate. 
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1. Introdução 

1.1 Candida 

Candida albicans é um fungo polimórfico oportunista que está presente 

como membro da microbiota humana saudável, colonizando de forma 

assintomática o trato gastrointestinal, trato reprodutivo feminino, cavidade oral e 

pele1,2. Na maioria dos indivíduos com um sistema imunológico saudável, é 

inofensivo e sobrevive em harmonia com outros membros da microbiota 

humana. Porém, distúrbios que afetam esta harmonia como por exemplo 

variações no ambiente local (mudanças de pH ou mudanças nutricionais), uso 

de antibióticos, alterações no sistema imunológico (causadas por uma infecção, 

alterações imunológicas e terapia imunossupressora) podem permitir que C. 

albicans se prolifere rapidamente e cause infecção 3.  

C. albicans é considerado um fungo bifásico, apresentando-se em formas 

de leveduras na membrana mucosa ou na superfície da pele, e em forma 

filamentosa quando invade tecidos 4. Em alguns casos apresenta-se em estado 

misto. Multiplica-se por brotamento, em algumas situações pode produzir tubos 

germinativos e então crescer como pseudo-hifa ou hifa verdadeira (Figura 1A). 

As hifas apresentam maior capacidade de penetração nos tecidos epiteliais de 

forma que são consideradas invasivas e patogênicas. A transição morfológica 

entre leveduras e as formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras) é 

regulada por fatores externos associados às condições ambientais, tais como, 

componentes do soro humano, pH, elevação de temperatura corpórea, baixos 

níveis de oxigênio, altos níveis de CO2, deficiência nutricional, entre outros5. Este 

polimorfismo bem como, a capacidade de organização em biofilmes, são 
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essenciais para colonização, infecção do hospedeiro e virulência de C. albicans 

5  

A formação do biofilme (Figura 1B) possui início na etapa de adesão na 

qual as células planctônicas em forma de levedura aderem às superfícies 

bióticas ou  abióticas 2,6,7. A adesão em superfícies bióticas ocorre por meio de 

interações moleculares mediadas por ligações ligante-receptor 2,6,8. Em 

superfícies abióticas este processo é considerado complexo, ainda não 

completamente elucidado, pois ocorre através da interações físico-químicas não 

especificas entre o fungo e a superfície abiótica (cateter ou implantes médicos)6. 

Estas interações ocorrem aleatoriamente, através de força gravitacional, 

movimento browniano ou de forma ordenada, forças hidrodinâmicas, 

hidrofóbicas, eletroestáticas, força de Van der Waals e força de atração e 

repulsão entre estas interações 6. 

Após a adesão, há uma fase de proliferação na qual as células proliferam 

aumentando em número e formando microcolônias. Iniciam-se mecanismos de 

comunicação celular, levando à expressão de genes que são responsáveis pela 

transição de leveduras para hifas 2,9.  Na fase de maturação ocorre a formação 

das hifas e produção de matriz polissacarídica extracelular, composta por 

proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos e lipídios. Leveduras, hifas e 

pseudohifas são envolvidas por esta matriz, que se comporta como uma 

proteção a agressões físico-químicas 2,6,7. 

Por último, na fase de dispersão, células de levedura são liberadas do 

biofilme para os arredores, iniciando um novo ciclo de vida, seja colonizando 

outras superfícies que estabelecem um novo foco de infecções ou entrando na 

corrente sanguínea, levando a infecções sistêmicas 6,7. 
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Figura 1: Apresentações morfológicas e formação do biofilme de 

Candida albicans. (A) Principais morfologias apresentadas (Traduzido de 10); 
(B) ciclo de vida do biofilme de C. albicans 1: Adesão de células em forma de 
levedura a uma superfície; 2: Proliferação celular, formando uma camada de 
células de ancoragem; 3: Maturação, incluindo crescimento de hifas 
concomitante com a produção de matriz extracelular; 4:Dispersão de células em 
forma de levedura para semear novos locais (Adaptado de 2).  

 

Desta forma, os biofilmes exibem características fenotípicas específicas, 

como alta resistência a agressões químicas e físicas e alta resistência a diversos 

antifúngicos, além de  possuir patogenicidade mais forte do que a forma de 

levedura 3,7,11,12.  C. albicans possui diversos mecanismos de virulência que 

contribuem a sua patogenicidade, incluindo a capacidade de resistência a 

medicamentos que podem tornar as infecções particularmente difíceis de tratar2. 

A resistência antifúngica é baseada em diferentes mecanismos como, a redução 

do acúmulo intracelular do fármaco,  a diminuição da afinidade do fungo pelo 

fármaco,  a redução do efeito da droga, a penetração de drogas restrita através 

da matriz de biofilme, bombas de efluxo, a mutações na codificação genética e 

a modificação da atividade enzimática, o mecanismo mudara dependendo do 

modo de ação do fármaco 4,6.  

Candidíase é um termo que se refere às infecções causadas por fungos 

do gênero Candida. Entre elas pode-se citar doenças cutâneas, infecções 
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superficiais das mucosas, derme ou órgãos profundos, bem como infecções 

sistêmicas 3,13. Dentre as manifestações clínicas da candidíase pode-se citar 

candidíase oral, vulvovaginal, candidíase intertriginosa, onicomicose,  

balanopostite, entre outros 3. As manifestações invasivas ou sistêmicas, podem 

localizar-se em um órgão causando infecções profundas como, abscesso intra-

abdominal, peritonite (inflamação do peritônio, o tecido que cobre a parede 

interior do abdômen e órgãos abdominais) ou osteomielite (infecção dos ossos) 

ou infecções disseminada na corrente sanguínea (candidemia), sendo as 

principais causas de morbidade e mortalidade 3,13. 

Infecções por Candida são especialmente graves em indivíduos 

imunocomprometidos como, pacientes portadores da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS) ou em terapia de imunossupressão6, e em 

pessoas saudáveis com dispositivos médicos implantados9, como cateteres 

venosos centrais e urinários 9,13, marcapassos4, válvulas cardíacas mecânicas14, 

próteses articulares 14, lentes de contato e prótese dentaria total 1,4,14.  

Entre as drogas antifúngicas que são mais utilizadas como agentes 

terapêuticos para o tratamento de infecções fúngicas estão os polienos 

(anforericina B e nistatina), azólicos (fluconazol, isavuconazol, itraconazol, 

posaconazol e voriconazol) e equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e 

micafungina). Estes medicamentos geralmente apresentam efeitos colaterais 

significativos em humanos, causando toxicidade ao fígado, rins e sistema 

nervoso central2. Neste sentido se faz necessário encontrar estratégias 

terapêuticas alternativas e eficazes, contexto no qual a terapia fotodinâmica 

apresenta-se como uma proposta interessante.  
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1.2 Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT) 

O primeiro relato da ação conjunta de um corante e a luz se deu no início 

do século XX, quando Oscar Raab, um estudante orientado pelo Professor 

Herman Von Tappeiner, observou o efeito do corante de acridina em culturas de 

paramécio 15,16.  Em 1908, a terapia fotodinâmica passou por um grande avanço, 

surgindo os primeiros relatos sobre o uso de porfirinas como substâncias 

fotossensibilizadoras 15,16. 

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT, do inglês Photodynamic 

Therapy) é um método de tratamento que tem se mostrado promissor em 

diferentes áreas da saúde, incluindo odontologia e medicina, por seu efeito anti-

tumoral e antimicrobiano. Baseia-se na utilização de moléculas fotossensíveis, 

chamadas de fotossensibilizadores (FSs), que são então ativadas por luz de 

comprimento de onda e intensidade adequados. A ativação dos FSs pela luz leva 

à formação de espécies reativas de oxigênio que oxidam biomoléculas 

importantes para a estrutura e função de organelas, causando danos e morte 

celular. Portanto, para o efeito da aPDT são necessários 3 fatores: 

fotossensibilizador, luz e oxigênio 17,18.   

Os mecanismos da aPDT partem do princípio de que a luz é absorvida 

pelo FS em seu estado singlete fundamental (S0), de forma que o FS atinge o 

primeiro estado excitado singlete (S1), de tempo de vida curta (~ 10-6 s).  A partir 

do S1 o FS pode perder a energia por emissão de luz por fluorescência, 

retornando para o estado fundamental ou por cruzamento intersistemas, o FS 

pode passar a um estado excitado tripleto (T1) de tempo de vida relativamente 

mais longo (~ 10-2 s).  Por sua vez o FS em T1 pode emitir luz por fosforescência 

e retornar para o estado fundamental ou interagir com outras moléculas 
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participando de dois tipos de reações, conforme mostrado no diagrama de 

Jablonski (Figura 2) 19–22.  

Na reação tipo 1, o FS em T1 pode reagir diretamente com biomoléculas 

e transferir um elétron, formando um ânion radical ou cátion. Esses radicais 

podem ainda reagir com oxigênio podendo produzir produtos oxigenados como 

íons peróxidos, superóxidos e radicais hidroxilas, gerando uma cascata de 

espécies reativas de oxigênio. Alternativamente também pode ocorrer reação 

tipo 2 na qual o FS em T1 pode transferir sua energia diretamente para oxigênio 

fundamental, para formar oxigênio excitado singleto (1O2) 19–21. As reações tipo 

1 e tipo 2 podem ocorrer simultaneamente, e a razão entre esses processos 

depende do tipo de FS utilizado, concentrações de FS, oxigênio e substratos, o 

meio no qual o FS está presente, entre outros 19. 

 
Figura 2: Diagrama de Jablonski. A absorção de um fóton de luz 

promove a excitação do FS do estado fundamental para o estado excitado 
singlete. Neste estado, o FS pode regressar ao estado fundamental por emissão 
de fluorescência ou passar ao estado excitado triplete onde pode interagir com 
o oxigénio molecular de duas formas distintas: transferência de elétrons (reação 
tipo I) levando à formação de radicais, e transferência de energia (reação do tipo 
II) levando à formação de oxigênio singlete. 

Como resultado, a aPDT pode induzir diversos eventos nas vias de 

sinalização celular e molecular 19. O diferencial no uso da aPDT é a variedade 
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de alvos biológicos, por sua ação se basear na geração de espécies oxidativas, 

que irão atuar em biomoléculas essenciais à estrutura e funções nos micro-

organismos, tais como lipídeos, proteínas e DNA 23. Desta forma, a aPDT pode 

ser considerada uma terapia antimicrobiana de amplo espectro, atuando em 

bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas), fungos e vírus 24–29. Além disso, 

devido à ação baseada em espécies reativas de oxigênio a aPDT tem sua ação 

independente da resistência microbiana 30–33.  

 

1.2.1 LEDs como fontes de luz na aPDT 

As primeiras fontes de luz utilizadas na aPDT foram as lâmpadas 

convencionais, não coerentes, policromáticas e com forte componente térmico, 

o que resultava em aumento de temperatura da área irradiada.  

O desenvolvimento de lasers possibilitou o uso de uma fonte de luz de 

baixa intensidade, capaz de estimular a reação fotodinâmica sem os efeitos 

térmicos indesejados 16. Recentemente, foram desenvolvidos dispositivos que 

possibilitavam a combinação em painéis para promover a iluminação de uma 

superfície ampla e homogênea, os diodos emissores de luz (LEDs, do inglês, 

“light emitting diodes”) 34. 

Torres-Hurtado e colaboradores35 realizaram aPDT com LED vermelho 

associado ao azul de metileno e verificaram aumento no efeito antimicrobiano 

com o aumento da exposição radiante, em uma irradiância constante. Outros 

autores também realizaram o uso dos LEDs em aPDT seja em exposição 

radiante fixa ou comparando os efeitos de diferentes exposições radiantes, com 

a facilidade de irradiar vários poços de uma placa simultaneamente.36–38  
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As principais vantagens do uso de LEDs estão relacionadas ao baixo 

custo e aplicação em várias amostras simultaneamente, mantendo 

características similares aos lasers como, boa eficiência, pouco calor depositado 

no meio de ganho, potência media, boa qualidade de feixe, emissão de luz em 

faixas estreitas (de 10 a 50 nm) de forma que tem aumentado o número de 

pesquisas, básicas ou clínicas, em aPDT16,30,39.  

Diante dos dados apresentados, neste trabalho iremos utilizar como fonte 

de luz o LED pela sua versatilidade, permitindo a irradiação simultânea de vários 

poços para avaliação de diferentes condições experimentais.  

 

1.2.2 Fotossensibilizadores (FS) 

Os FSs são substâncias capazes de absorver luz de um comprimento de 

onda específico desencadeando a formação de espécies reativas de oxigênio 40. 

Um FS ideal apresenta características como alta pureza química, síntese 

simples, estabilidade, alta reatividade fotoquímica, baixa toxicidade na ausência 

de luz, alta seletividade às células alvo, baixa agregação em soluções aquosas 

e elevada absorção de luz na região do espectro visível, chamada de janela 

terapêutica (400-700 nm) 40. Existem vários tipos de substâncias que vem sendo 

desenvolvidas e testadas para aPDT, como por exemplo porfirinas, clorinas, 

fenotiazínicos entre outros 16,40. 

Fotossensibilizantes fenotiazínicos são compostos que apresentam 

estrutura molecular composta por um esqueleto tricíclico com grupos laterais 

auxocrômicos, catiônicos, cujo rendimento quântico de produção de oxigênio 

singlete fica em torno de Φ ≈0,5 em meio aquoso 40. Moléculas como o azul de 

metileno (AM), azul de toluidina, azure A (AA), azure B (AB), dimetil azul de 
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metileno (DMAM), tionina pertencem a esta classe, sendo o AM  a mais estudada 

para aPDT antimicrobiana entre elas 41–45.  

O AM é bastante utilizado na área médica como medicamento 

antimalárico, tratamento da metemoglobinemia, corante médico entre outras 

aplicações que não envolvem o uso da luz 46. Por se tratar de um FS de baixo 

custo, tornou-se um agente de fotossensibilizante extremamente difundido no 

Brasil (Figura 3) 16.  

O AA é um composto orgânico, um corante com a fórmula química 

C14H14ClN3S, de acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied 

Chemistry), é oficialmente denominado N'N'-dimetilfenotiazina-5-il-3,7- cloreto 

de diamina (Figura 3). É um popular agente de coloração em histologia, e tem 

sido estudado como base para desenvolvimento de agentes de imagem para 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, Esclerose Lateral 

Amiotrófica e Parkinson; biossensor eletroquímico, entre outros 47,48. Em aPDT, 

em células eucarióticas interrompe processos relacionados à bioenergética 

mitocondrial e perturba membranas celulares, mesmo em células que não 

evoluem para a morte de modo que sugere-se que seu uso seja mais seguro de 

forma tópica 49.  

Similarmente, o AB é um composto orgânico com uma fórmula molecular 

de C15H16ClN3S, são moléculas catiônicas com uma estrutura química básica 

formada por três anéis aromáticos com nitrogênio e enxofre como heteroátomos, 

como o azure A 50. É um corante de comportamento semelhante aos corantes 

básicos para mudança de cor, usados em marcações histológicas (Figura 3). A 

cor do corante varia de verde (para cromossomos) a azul (para ribossomos 

nucleares e citoplasmáticos) e vermelho (para depósitos contendo 
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mucopolissacarídeos) devido à propriedade chamada metacromasia 48,49,51.  Em 

células eucarióticas mostrou efeito fotodinâmico considerável, atuando em 

mitocôndrias, afetando a bioenergética e também na redução de glutationa 

porém em modelo animal foi observada elevada hepatotoxicidade 50. Estes 

achados sugerem que o uso tópico do AB como agente FS pode ser mais 

indicado do que seu uso sistêmico.  

O dimetil azul de metileno (DMAM), é um derivado lipofílico do AM, com 

maior capacidade de interação com membranas quando comparado aos demais 

FSs apresentados anteriormente 52,53.  

 

 
Figura 3: Estrutura química dos fotossensibilizadores. A) 

fenotiazínicos azul de metileno; B) fenotiazínicos azure A; C) fenotiazínicos 
azure B; D) fenotiazínicos dimetil azul de metileno. 

 

Em termos da ação antimicrobiana em aPDT dos fenotiazínicos, Collina e 

colaboradores 53 mostraram em culturas planctônicas de Candida albicans que 

para uma mesma dosimetria de luz (640nm, 2,6 mW/cm2, 30 minutos de 

exposição atingindo 4,7 J/cm2), AA a 10 mg/L foi capaz de reduzir 1log UFC/mL 

em relação ao grupo controle; AB também a 10 mg/L não causou alteração nas 

UFC/mL; enquanto DMAM a 1 mg/L era capaz de inativar totalmente (redução 
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de 6 log UFC/mL). Já o AM, avaliado em estudo anterior, não causou alteração 

nas UFC/mL quando comparado ao grupo controle, mas mesmas condições de 

irradiação mencionadas acima, porém a 20 mg/L 50. Estes dados mostram que 

há uma diferença na eficácia dos FSs fenotiazínicos em cultura planctônica, 

porém ainda não existem relatos comparando a mesma dosimetria em modelos 

de biofilme, o que motivou a realização do presente estudo.  

Sabino e colaboradores 38 avaliaram o efeito da aPDT (LED a 660 nm) 

associada ao AM veiculado em PBS a 100µM em suspensões de C. albicans e 

verificaram que para atingir a inativação (redução de 3 Log) foram necessários 

25 J/cm2, sendo que C.albicans apresentou maior resistencia à aPDT que outras 

cepas de fungos ou bactérias. Freire e colaboradores54 relataram que a uma 

concentração de 300 mol/L de AM diluído em água e dosimetria de 13,8 

mW/cm2, 285 segundos de irradiação e 3,93 J/cm2 houve redução 

estatisticamente significante nas UFC/mL porém menor que 1 Log.  Esta redução 

é muito pequena quando se considera o crescimento dos micro-organismos, 

visto que desta forma é possível que a proliferação dele recupere essa redução 

em curto tempo. Neste sentido, parâmetros como a concentração utilizada e o 

meio no qual o AM foi veiculado podem ter influenciado na baixa eficácia 

observada.  

Por outro lado,  Prates e colaboradores 55, investigaram a suscetibilidade 

de C. albicans e C. cruzei à aPDT com AM variando a irradiância e tempo de 

irradiação. Nas duas irradiâncias utilizadas foi observada dependência da morte 

celular em relação ao tempo de irradiação, de modo que maior o tempo de 

irradiação utilizado maior foi a morte celular, porém essa resposta de morte foi 

mais acentuada na maior irradiância do que a menor. A irradiância de 100 
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mW/cm² apresentou efeito fungicida moderado visto que a inativação fúngica 

(redução de 3 Logs) necessitava de tempos de irradiação de 9 minutos ou mais. 

Por outro lado, a irradiância de 300 mW/cm2 foi mais efetiva, levando à inativação 

fúngica em menor tempo de irradiação (aproximadamente 3 minutos). Este 

trabalho demonstrou que a exposição radiante é um parâmetro importante, 

porém a escolha da irradiância é essencial para que a aPDT possa ter elevada 

eficácia.  

Ainda a respeito de dosimetria, Leonel e colaboradores 56 observaram que 

quanto maior a exposição radiante maior o efeito da aPDT. Em cultura 

planctônica de C. albicans tratada com aPDT utilizando AM 0,02 mg/L foram 

relatados 20, 48 e 53% de inibição no crescimento usando exposições radiantes 

de 10, 20 e 30 J/cm2, respectivamente, porém mesmo diante disto esta redução 

ainda é considerada pequena, de modo que é possível que a utilização de 

exposições radiantes maiores levariam à maiores efeitos. Adicionalmente, foi 

avaliada a capacidade de formação de biofilme após o tratamento com aPDT 

(nos mesmos parâmetros mencionados anteriormente) em cultura planctônica, 

de modo que foi observada menor habilidade de formação de biofilme de 58, 70 

e 74% usando as exposições radiantes de 10, 20 e 30 J/cm2, respectivamente. 

Por fim, em biofilme com 24 horas de crescimento (fase de maturação)  foi 

observado 60% de inibição a 0,02 mg/L e 40 J/cm2 56.  

Neste sentido, a dosimetria escolhida para o referido trabalho partiu de 

estudo anterior do grupo.57 A concentração dos FSs utilizada foi a mesma 

avaliada para biofilmes (50 mg/L), porém, os parâmetros de luz foram alterados, 

visto que no trabalho usado como referência foram sugeridas algumas 

alterações. A irradiância foi aumentada para 37,3 mW/cm2 máxima possível no 



 
36 

 
equipamento de LED do grupo, sendo que trabalhos utilizando outros 

dispositivos relatam uso de irradiâncias ainda maiores (90-100mW/cm2) 55,58,59, 

mostrando que uma elevada irradiância é usual e leva a inativação ou 

sensibilização do fungo. A exposição radiante também foi aumentada de 4,7 

J/cm2 no trabalho anterior para 60J/cm2 neste atual trabalho.  

Outros estudos prévios que inspiraram o trabalho atual incluem aquele 

realizado por Leonel e colaboradores56, que mostraram que em uma mesma 

condição experimental o maior impacto da aPDT se deu na formação de biofilme, 

seguido da inibição do biofilme em crescimento e por fim, a inibição do biofilme 

já em dispersão, sendo que em nenhuma das condições relatadas houve 

inativação de C. albicans (redução de 99,9%).  

Tendência similar foi observada por Bapat e colaboradores2, que  

observaram aproximadamente 20% de redução na aderência das células 

planctônicas, 40% de inibição da formação do biofilme e não houve efeito em 

termos do biofilme maduro quando realizada aPDT com uso do LED vermelho 

associado ao novo azul de metileno. Desta forma, é importante investigar o uso 

da aPDT nas diferentes etapas de formação do biofilme para que seja possível 

desenvolver protocolos que sejam eficazes nas diferentes condições que 

poderiam se dar clinicamente. 

Considerando o caráter mais resistente de biofilmes, Melendez-Celis e 

colaboradores60 observaram que a realização de múltiplas sessões aumentou a 

inibição de C. albicans, isso é, os resultados são melhores utilizando 2 ou 3 

sessões de menor exposição radiante (5,6 J/cm2) do que uma única sessão com 

o dobro (11,3 J/cm2) ou triplo (17 J/cm2) da exposição radiante utilizada nas 

sessões fracionadas. Resultados similares foram observados por Torres-
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Hurtado e colaboradores 35, que aplicações repetidas de luz ao invés de uma 

aplicação única, melhora a eficácia do efeito inibitório no crescimento dos micro-

organismos, neste caso 3 aplicações de 20J/cm2  e AM a 10µM  se mostra como 

um tratamento melhor para C.albicans 35.  

Por fim, Lapena e colaboradores 61, ao avaliarem os efeitos da aPDT, com 

AM associado a quitosana em diferentes fases de crescimento do biofilme e em 

células resistentes ao fluconazol observaram efeitos antimicrobianos 

potencializados havendo redução de 2 logaritmos de UFC/mL em relação ao 

grupo tratado sem quitosana. Esse trabalho mostra que a associação do FS com 

certas substâncias podem potencializar a PDT como no caso da quitosana  61. 

Collina e colaboradores também mostraram que os FSs fenotiazínicos são 

mais eficazes em causar a morte de C. albicans quando aplicados na presença 

de SDS do que em água, soro fisiológico ou tampão fosfato salino53,57. Isso 

acontece devido a uma propriedade dos fenotiazínicos chamada metacromasia. 

Dependendo do meio no qual estão veiculados estes FSs agregam, alterando 

suas características de absorção da luz 62,63. O espectro de absorção pode ser 

utilizado para identificação das formas agregada e não agregada do AM, por 

exemplo, uma vez que o monômero apresenta máximo de absorção em 664nm 

e o dímero 590nm (Figura 4) 64.  
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Figura 4: Espectros de absorção do monômero (azul) e dímero 
(vermelho) do azul de metileno 64. 
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Tabela 1: Dados bibliográficos sobre uso aPDT em Candida com fenotiazínicos. 

AUTOR Microrganismo Modelo FS 

Concentração 

Fonte de luz Meio Resultado observado 

Bapat e 

colaboradores, 

2021 2. 

 

C.albicans 
(SN250) 
 

Planctônico  
Biofilme 

Novo azul de 
metileno 400 
µM 

 LED Vermelho 

= 620 - 630 nm 
I=não apresentado 
tirr = 90 min and 24 h 
ER = 176 J/cm2 

 Meio Spider 20% de inibição da aderência e 40% de 
inibição do crescimento do biofilme.  
Sem efeito em biofilme maduro. 

Collina e 

colaboradores, 

2018 57. 

 

C.Albicans  
(ATCC 10231) 
 

Planctônico 
 

Biofilme 

AM  
20 e 50 mg/L 

LED cluster 

= 640 ± 10 nm, 
I= 2,6 mW/cm2 
tirr = 30 min 
ER = 4,7 J/cm2 

Solução 
fisiológica, água, 
PBS, SDS 
0,25% e Ureia 1 
mol/L. 

Planctônico 
Somente na presença SDS houve 
inativação fúngica a 20 mg/L 
 
Biofilme 
Redução de 1 Log na presença de SDS 
com AM a 50 mg/L 

Collina e 

colaboradores, 

2020 53. 

 

C.Albicans  
(ATCC 10231) 
 

Planctônico AM, AA, AB, 
DMAM – 0 a 
100 mg/L 

LED cluster 

= 640 ± 10 nm, 
I= 2,6 mW/cm2 
tirr = 30 min 
ER = 4,7 J/cm2 

Solução 
fisiológica, água, 
PBS, SDS e 
Ureia  

AA atingiu 2,0 
Redução de Log10 a 100 mg/L, AB 
atingiu uma redução de 1,5 Log10, 
enquanto 
DMMB inativou os fungos para 1,0 mg/L. 

Freire e 

colaboradores, 

2015 54. 

C.albicans  
(ATCC 18804) 
E isolados 
clínicos 

Biofilme AM 300µM Laser AlGaAs 

= 660 nm 
I= 13,78mW/cm2 

tirr = 285s 
ER = 3,93J/cm2 

NaCl aPDT (azul de metileno+irradiação a 
laser de baixa intensidade) mostrou uma 
ligeira redução UFC Log 2,32. 
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Lapena e 

colaboradores 

C. albicans 
(ATCC 18804) 

Planctônico 
Biofilmes 
células 

persistentes 

AM (300 e 600 
µM) 

Led  

= 660 nm  
I= 42 mW/cm2 
tirr = 714 s 
ER = 30 J/cm2  

solução 
fisiológica 

aPDT com AM e quitosana diminuiu 2 
logaritimos de UFC/mL em relação ao 
aPDT com AM. 

Leonel e 

colaboradores, 

201956.  

C.albicans  
(ATCC 1023) 

Planctônico 
Biofilmes 

AM  
(0,005, 0,01 e 
0,02 mg/L) 

Laser vermelho 

= 660 nm,  
I= 263 mW/cm2 
tirr = 38; 76; 114 e 152  
ER = 10 J/cm2, 20 J/cm2, 
30 J/cm2 e 40 J/cm2 

Água  53% de inibição no crescimento da 
cultura planctônica e 74% de redução na 
capacidade de formação do biofilme a 
0,02 mg/L e 30 J/cm2; 60% de inibição 
em biofilme maduro a 0,02 mg/L e 40 
J/cm2. 

Mendelez-Celis 

e 

colaboradores, 

2021 60. 

C.albicans  
Cepa 
laboratorial e 
de paciente 
 

Planctônico AM 200µM LED vermelho 

= 650 nm,  
I= 9,44 mW/cm2 
tirr = 9,8; 19,6; 29; 60 
min;  
ER = 5,6; 11,3; 17 J/cm2 

PBS Inativação obtida com 1 aplicação de 
34J/cm2 ou em 3 aplicações de 11,3 
J/cm2 na cepa laboratorial.  
Inativação (redução de 100%) em 3 
aplicações de 11,3 J/cm2 na cepa de 
paciente e redução de apenas 75% a 34 
J/cm2. 

Prates e 

colaboradores, 

2009 55. 

 

C. Albicans 
 (ATCC 90028) 
 
C.Krusei 
 (ATCC 6258) 
 

Planctônico AM 100 µM Laser de Diodo GaAlAs 

= 660 nm,  
I= 100 e 300 mW/cm2 
tirr = 3, 6, e 9 min 
ER = 18, 36, 54, 108 e 
162 J/cm2 

Água C.albicans 
Inativação em 6 e 9 min a 300 mW/cm2 

Redução de 3 Log 9 min 100 mW/cm2 
 
 

Sabino e 

colaboradores, 

2020 38. 

C.albicans  
(ATCC 90028)  
Bacterias 

Planctônico AM 100µM LED vermelho 

= 660 nm,  
I= 100 mW/cm2 
tirr = 10 min 
ER = 0-30 J/cm2  

PBS C. albicans foi inativada (3 logs) a 25 
J/cm2 

Torres-Hurtado 

e 

colaboradores, 

2019 35. 

C.albicans  
 

Planctônico AM  5 a 60 µM LED vermelho 

= 600 - 650 nm,  
I= 85,7 mW/cm2 
ER = 5, 10, 20, 30, 45 e 
60 J/cm2 

PBS Inibição total do crescimento a 20 M e 
60 J/cm2. 

Em 3 aplicações repetidas, 10 M e 20 
J/cm2 são suficientes para atingir a 
inibição do crescimento em 99,9%.  



 
41 

 
O termo "agregado" é derivado do termo latim "aggregare", que se refere 

a aglomerados. É um grupo de partículas ou moléculas que formam aglomerados 

sem ligações químicas. A formação de agregados é um processo comum para 

compostos como sistemas conjugados (π), e ocorre apenas quando a energia 

coesiva entre as moléculas constituintes do agregado é maior que a energia da 

interação entre seus monômeros e o ambiente, ou seja, termodinamicamente, o 

agregado deve ser estável 65,66. Estes agregados são produzidos devido à 

fatores como interações eletrostáticas, formação de ligação de hidrogênio, 

formação de complexos tipo π-π, interações hidrofóbicas, interações iônicas, e 

variam em função de pH, presença membrana celulares, microambiente proteico 

e biopolímeros (DNA, proteínas) entre outros 65,67.  

A formação de agregados minimiza eficácia do processo fotodinâmico, 

pois aumenta o rendimento quântico de processos não radiativos, resultando em 

um menor tempo de vida do estado tripleto e dificultando a transferência de 

energia do FS para 1O2 68,69. Sabe-se que o AM, tem ação fotoquímica modulada 

por seu estado de agregação. Quando é um monômero, o AM eletronicamente 

excitado leva à produção de oxigênio singlete; enquanto a excitação dos dímeros 

leva à produção de radicais livres 62. Por este motivo, neste trabalho foi utilizado 

um grupo utilizando SDS como veículo, pelo seu efeito em reduzir agregação, 

além de mostrar melhores resultados na sensibilização e inativação da 

C.albicans 57. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivos Gerais 

Avaliar a eficácia da aPDT com fotossensibilizadores fenotiazínicos realizada 

nas diferentes etapas de formação do biofilme  

 

2.2 Objetivos Específicos 

Comparar o efeito da aPDT antimicrobiana em C. albicans utilizando 

fenotiazínicos (AM, AA, AB, DMAM) veiculados em água e associado ao 

dodecilsulfato de Sódio (SDS): 

-  Antes da fase de adesão para formação de biofilmes. 

- Em biofilmes na fase de maturação (24h), comparando a resposta de 

uma e duas sessões de aPDT. 

- Em biofilmes em fase de dispersão (48h), comparando a resposta de 

uma e duas sessões de aPDT. 

 

  



 
43 

 

3. Materiais e Métodos 

3.1. Materiais  

Foram usados Ágar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Curitiba, Brasil), Meio 

caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi, Curitiba, Brasil), vórtice (Jand Química, São 

Paulo, Brasil) e Soro Fetal bovino (Vitrocell São Paulo, Brasil). 

Os FSs azul de metileno, azure A, azure B e dimetil azul metileno foram 

comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). 

 O dispositivo LED utilizado neste trabalho foi Ledbox (Biolambda, São 

Paulo, Brasil), conforme parâmetros apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Parâmetros dosimétricos LED para aplicação única de aPDT. 

Parâmetros Fonte/LED 

Comprimento de onda (nm) 660 

Modo de Operação Continuo 

Potência Radiante média (W) 6,08 

Área irradiada (cm2) 163 

Irradiância (mW/cm2) 37,3 

Duração da exposição (s/min) 1620/27 

Exposição radiante (J/cm2) 60,4 

Energia Radiante por placa (kJ) 9,84 

 

3.2. Desenho experimental  

Os grupos experimentais foram divididos em grupos com os FSs 

veiculados em água e grupos com os FSs veiculados em solução aquosa 

contendo SDS 0,25%, em ambos os casos foram subdivididos em CT (apenas o 

veículo), AM, AA, AB e DMAM (Figura 5). 
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Figura 5: Grupos experimentais do estudo. 

 

A eficácia da aPDT, em função dos grupos de tratamento selecionados, 

foi avaliada em diferentes fases de crescimento da C. albicans, conforme 

apresentado na (Figura 6). 

1) C. albicans em fase de suspensão para avaliar a eficácia da aPDT em 

reduzir a capacidade das leveduras de aderência e formação de 

biofilmes; 

2) C. albicans em biofilmes em fase de maturação com crescimento por 

24 horas para avaliar a eficácia da aPDT em tratar biofilmes já 

formados (que em uma situação clínica podem estar em superfícies 

bióticas ou abióticas como cateteres); 

3) C. albicans em biofilmes em fase de dispersão com crescimento no 

período de 48 horas, para avaliar a capacidade da aPDT em reduzir a 

dispersão de leveduras e disseminação a infecção.  

 

Figura 6: Desenho do estudo. Dentre as fases do crescimento do 
biofilme, foi avaliado o efeito da aPDT em reduzir a aderência das leveduras, em 
romper o biofilme maduro e em minimizar o efeito de dispersão do biofilme. 
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3.3 Preparo das soluções  

Para realização dos experimentos foram preparadas soluções estoque 

dos FSs AM, AA, AB e DMAM em água a 1 mg/mL. Para isso, foram pesados 

10,0 mg (AM, AA, AB, DMAM) que foram diluídos, em capela de fluxo laminar, 

em 10,0 mL de água milli-Q estéril.  Estas soluções foram preparadas e mantidas 

no escuro, em temperatura ambiente, por no máximo 3 meses antes do uso.  

Para a solução estoque de SDS em água na concentração de 5% foram 

pesados 500 mg de SDS e dissolvidos em 10,0 mL de água milli-Q estéril, em 

capela de fluxo laminar. Para os experimentos essa solução era diluída 10 vezes 

ou 20 vezes para atingir as concentrações de 0,50% ou 0,25%. 

Para os experimentos em suspensão, as soluções preparadas 

precisavam ter concentrações que eram o dobro daquelas que seriam testadas 

(tanto para o FS quanto para o SDS), visto que a mistura 1:1 com o inóculo de 

levedura resultava em concentração final metade da inicial. Desta forma, as 

soluções dos FSs em água (100 mg/L) foram preparadas diluindo 1000 µL da 

solução estoque do FS em 10 mL de água milli-Q estéril, enquanto as soluções 

dos FSs em SDS foram preparadas por meio da diluição de 1000 µL da solução 

estoque de FS foram em 10 mL de SDS na concentração de 0,50%57.  

Para os ensaios em biofilme, a partir das soluções estoque descritas 

anteriormente, foram feitas diluições para obtenção das soluções de trabalho 

que eram aplicadas diretamente nos poços das placas contendo os biofilmes 

aderidos ao fundo.  As soluções dos FSs em água (50 mg/L) foram preparadas 

diluindo 500 µL da solução estoque do FS em 10 mL de água milli-Q estéril, 

enquanto as soluções dos FSs em SDS foram preparadas por meio da diluição 
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de 500 µL da solução estoque de FS foram em 10 mL de SDS na concentração 

de 0,25%57. 

As concentrações aqui apresentadas foram determinadas seguindo 

trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, sendo necessário readaptar suas 

concentrações para o uso em suspensão, visto que apesar de serem mesmo 

número ATCC, a cepa utilizada neste trabalho deve origem diferente das dos 

trabalhos anteriores do grupo e a resposta ao tratamento mostrou-se diferente 

53,57. 

 

3.4. Preparação de suspensão 

A levedura Candida albicans (ATCC 10231) foi cultivada em Ágar 

Sabouraud Dextrose a 37 °C durante 24 horas. Depois da preparação de uma 

suspensão em água, foi realizada contagem em Câmara Neubauer e diluição 

para 5x107  cels/mL57.  

 

3.5 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM antes da 

fase de adesão de biofilmes (suspensão) 

Em placas de 48 poços, 0,20 mL da suspensão de C. albicans (5.0×107 

células/mL) e 0,20 mL das soluções de tratamento (100 mg/L FSs e 0,50% SDS) 

foram mantidos por 5 minutos no escuro 53.  Em seguida, uma placa foi mantida 

no escuro por 27 minutos enquanto outra foi irradiada com um dispositivo LED, 

segundo parâmetros dosimétricos apresentados no item 3.1. 

Após a irradiação, cada amostra foi colocada em microtubos e foram 

centrifugadas a 0,2 xg por 5 minutos. O sobrenadante contendo a solução de 

tratamento foi descartado, lavado com PBS, sendo que, por fim as amostras 
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foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Um volume de 0,10 mL destas 

suspensões, foram transferidas para poços individuais em placas de 48 poços, 

juntamente com 0,30 mL do Meio Caldo Sabouraud Dextrose (Figura 7). As 

placas foram incubadas a 37 °C, 50 RPM, para formação dos biofilmes. Após 24 

horas foi realizado o ensaio de contagem das unidades formadoras de colônias 

(item 3.5.1). 

 

 

Figura 7: Metodologia do ensaio em suspensão. 

 

3.5.1 Contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) 

Após remoção do meio de cultivo e lavagem com PBS, são adicionados 

0,20 mL de PBS e os biofilmes foram rompidos por múltiplas pipetagens, seguido 

de agitação em um vórtice por 1 minuto. Uma alíquota de 20,0 μL da suspensão 

foi retirada de cada amostra, diluições seriadas foram realizadas em 180 μL de 

água (10-1 a 10-5), e as amostras foram espalhadas em estrias no topo de placas 

de petri contendo Ágar Sabouraud Dextrose (Figura 8). As placas de Petri foram 
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mantidas por 24 h a 37 °C, e o unidades formadoras de colônias por mL 

(UFC/mL) foram contadas. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata, em três experimentos independentes 57,70.  

 

 

Figura 8: Ensaio unidades formadora de colônias. 

 

3.6 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme na fase de maturação (24 horas) 

Uma placa de 48 poços foi tratada com Soro Fetal bovino por 24 horas. O 

Soro Fetal Bovino foi removido e 0,10 mL da suspensão de C. albicans (5.0×107 

células/mL, preparada conforme item 3.4) foram adicionados aos poços, 

juntamente com 0,30 mL do Meio Caldo Sabouraud Dextrose. A placa foi 

incubada por 24 horas a 37 °C, 50 RPM, para a formação dos biofilmes. O 

sobrenadante mais tarde foi descartado e os biofilmes, aderidos, foram lavados 

com o tampão (PBS). Os biofilmes foram então expostos às soluções FS a 50 

mg/L (Água ou fórmula contendo SDS a 0,25%) sendo mantidos por 5 minutos 

no escuro. A irradiação foi realizada conforme parâmetros dosimétricos item 3.1. 

Após os tratamentos, as soluções foram removidas, os biofilmes foram lavados 
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com PBS e rompidos por múltiplas pipetagens para realização do ensaio de 

contagem de unidades formadoras de colônias (item 3.5.1) (Figura 9). 

3.7 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme fase de dispersão (48h) 

Uma placa de 48 poços foi tratada com Soro Fetal bovino por 24 horas. O 

Soro Fetal Bovino foi removido e 0,10 mL da suspensão de C. albicans (5.0×107 

células/mL, preparada conforme item 3.4) foram adicionados aos poços, 

juntamente com 0,30 mL do meio Caldo Sabouraud Dextrose. A placa foi 

incubada por 48 horas a 37 °C, 50 RPM, para a formação do biofilme. Após este 

período, o sobrenadante foi descartado e os biofilmes aderidos foram lavados 

com o tampão (PBS). Os biofilmes foram então expostos às soluções FS a 50 

mg/L (Água ou fórmula contendo SDS a 0,25%) sendo mantidos por 5 minutos 

no escuro. A irradiação foi realizada conforme parâmetros dosimétricos item 3.1. 

Após os tratamentos, as soluções foram removidas, os biofilmes foram lavados 

com PBS e rompidos por múltiplas pipetagens para realização do ensaio de 

contagem de unidades formadoras de colônias (item 3.5.1) (Figura 9). 
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Figura 9: Metodologias dos ensaios de aPDT em Biofilme nos 

estágios de maturação e dispersão.  

3.8 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme em fase de maturação com duas irradiações. 

Uma placa de 48 poços foi tratada com Soro Fetal bovino por 24 horas. O 

Soro Fetal Bovino foi removido e 0,10 mL da suspensão de C. albicans (5.0×107 

células/mL, preparadas conforme item 3.4) foram adicionados aos poços, 

juntamente com 0,30 mL do meio Caldo Sabouraud Dextrose. A placa foi 

incubada por 24 horas a 37 °C, 50 RPM, para a formação do biofilme. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e os biofilmes aderidos foram lavados 

com o tampão (PBS). Os biofilmes foram então expostos novamente às soluções 

FS a 50 mg/L (Água ou fórmula contendo SDS a 0,25%) sendo mantidos por 5 

minutos no escuro. A irradiação foi realizada conforme parâmetros dosimétricos 

item 3.1. Imediatamente após a primeira irradiação,  foi retirado o FS, lavado com 

PBS e adicionado uma nova solução de FS (nas mesmas condições da primeira 

irradiação), mantidos 5 minutos no escuro, e após irradiados novamente 

(repetindo a mesma dosimetria da primeira aplicação).  Após os tratamentos, as 

soluções foram removidas, os biofilmes foram lavados com PBS e rompidos por 

múltiplas pipetagens para realização do ensaio de contagem de unidades 

formadoras de colônias (item 3.5.1) (Figura 10). 

 

3.9 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme em fase de dispersão com duas irradiações. 

Uma placa de 48 poços foi tratada com Soro Fetal bovino por 24 horas. O 

Soro Fetal Bovino foi removido e 0,10 mL da suspensão de C. albicans (5.0×107 

células/mL, preparadas conforme item 3.4) foram adicionados aos poços, 
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juntamente com 0,30 mL do meio Caldo Sabouraud Dextrose. A placa foi 

incubada por 48 horas a 37 °C, 50 RPM, para a formação do biofilme. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e os biofilmes aderidos foram lavados 

com o tampão (PBS). Os biofilmes foram então expostos novamente às soluções 

FS a 50 mg/L (Água ou fórmula contendo SDS a 0,25%) sendo mantidos por 5 

minutos no escuro. A irradiação foi realizada conforme parâmetros dosimétricos 

item 3.1. Imediatamente após a primeira irradiação, foi retirado o FS, lavado com 

PBS e adicionado uma nova solução de FS (nas mesmas condições da primeira 

irradiação), mantidos 5 minutos no escuro, e após irradiados novamente 

(repetindo a mesma dosimetria da primeira aplicação).  Após os tratamentos, as 

soluções foram removidas, os biofilmes foram lavados com PBS e rompidos para 

realização do ensaio de contagem de unidades formadoras de colônias (item 

3.5.1) (Figura 10). 
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Figura 10: Metodologias dos ensaios de duas irradiações de aPDT 

em Biofilme nos estágios de maturação e dispersão. 

 

3.10 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada e os gráficos preparados por meio do 

software Prism versão 6.0. O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para avaliar a 

normalidade dos dados. Os dados de log UFC/mL foram expressos como média 

± desvio padrão, e o teste two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni, 

foi aplicado para comparar os valores dos diferentes tratamentos 

antimicrobianos. Todos os experimentos foram realizados em triplicada e 3 

experimentos independentes (n=9). 
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4. Resultados 

4.1 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM antes da 

fase de adesão de biofilmes (suspensão)  

Na Figura 11 estão apresentados os dados referentes à avaliação do 

efeito no escuro dos diferentes grupos de tratamento conforme metodologia 

descrita no item 3.6. 

Quando comparamos CT sem SDS (água) e CT SDS observamos uma 

leve, porém signifcativa, diminuição no valor do logaritmo das UFC/mL, porém 

significativa, de aproximadamente 0,77 (p=0,0001), de forma que o SDS 

apresenta algum efeito citotóxico. Considerando os FS veiculados em água, não 

houve diferença em relação ao grupo CT água. Ao comparar o CT água com os 

FSs água não foi observado diferença estatisica, bem como entre os FSs 

comparados entre si.  

Ao comparar CT com SDS e os FSs veiculados em SDS observamos 

diminuição significante nos valores de logaritmo de UFC/mL para AA e DMAM 

respectivamente de 0,36 (p=0,0007) e 0,54 (p=0,0001). Apesar de 

estatisticamente significantes, estas diferenças menores que 1 logaritmo (menos 

de 90%) de UFC/mL podem ser consideradas irrelevantes visto que as leveduras 

vão retomar a proliferação e restabelecer os níveis rapidamente. 

Ao comparar todos os FSs veiculados em SDS entre si, observamos 

diferença significante nos valores em logaritmo das UFC/mL nas comaparações 

AM x DMAM e AB x DMAM atingindo diferenças de 0,32 (p=0,0060) e 0,40 

(p=0,0001) logaritmo de UFC/mL, respectivamente. Novamente, foram 

observadas diferenças menores que 1 Log, de modo que acredita-se que nas 
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condições no escuro todos os FSs estudados se comportam de forma muito 

similar.   

A presença do SDS não causou aumento considerável na toxicidade dos 

FSs, visto que os FSs veiculados em SDS causaram redução significante de 1,02 

log de UFC/mL para AM, 1,0 log de UFC/mL para AA, 0,91 log de UFC/mL para 

AB e 1,04 log de UFC/mL para DMAM quando comparados ao mesmo FS sem 

SDS. Nota-se que estes valores são muito próximos da toxicidade encontrada 

para o SDS (CT SDS). Portanto, em suspensão todos os FS associados ao SDS 

não apresentaram toxicidade considerável, demostrando que sem a aplicação 

do LED os FSs são incapazes de inativar C. albicans. 

 

Figura 11: Avaliação do efeito dos fotossensibilizadores com AM, 
AA, AB e DMAM em suspensão antes da adesão no escuro. Dados 
apresentados como média + DP, n=3, 03 experimentos independentes, n total 
de 9, *p<0,05, ***p<0,05 em relação ao CT SDS, #p<0,05 em relação ao AM e 
AB SDS. 
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Na Figura 12 estão apresentados os dados referentes às UFC/mL dos 

biofilmes formados após o tratamento das leveduras por aPDT descrito no 

desenho experimental utilizando os grupos de tratamento conforme o item 3.5. 

Quando comparamos CT sem SDS (água) e CT SDS observamos uma 

leve diminuição no valor do logaritmo das UFC/mL, de aproximadamente 0,77 

(p=0,0001), de forma que o SDS apresenta algum efeito citotóxico.  

Comparando todos os FSs veiculados em SDS entre si, não observamos 

diferença significante nos valores em logaritmo das UFC/mL, visto que todos os 

FSs inativaram o fungo causando redução maior que 3 logaritmos em relação ao 

grupo controle (p=0,0001). A presença do SDS otimizou a aPDT visto que os 

FSs veiculados em SDS causaram redução significante e maior que 3 logaritmos 

quando comparados ao FS sem SDS (p=0,0001). Portanto, em suspensão todos 

os FS associados ao SDS são capazes de inativar a C. albicans enquanto na 

ausência de SDS (veiculado em água) o mesmo não ocorre. 

 

Figura 12: Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM em 
suspensão antes da adesão. Dados apresentados como média + DP, n=3, 03 
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experimentos independentes, n total de 9, *p<0,05, ***p<0,05 em relação aos 
demais tratamentos com SDS, #p<0,05 em relação aos outros FS sem SDS. 

 

4.2 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme na fase de maturação 

Na Figura 13 estão apresentados os dados obtidos após a aPDT em 

biofilmes em fase de maturação com crescimento no período de 24 horas, 

descrito no desenho experimental utilizando os grupos de tratamento conforme 

o item 3.7. 

Na comparação do CT e FSs veiculados em água, não ocorreu diferenças 

significantes nos valores de logaritmo de UFC/mL de forma que não houve 

indução de morte celular no biofilme na fase de maturação por aPDT com FSs 

em água.  

A aplicação do SDS 0,25% ao biofilme (CT SDS) não afetou a viabilidade 

das células, vide que ao compararmos CT água com o CT SDS não observamos 

diferença significante nos valores de logaritmo de UFC/mL. 

 A comparação dos valores de logaritmo de UFC/mL de todos os FSs 

veiculados em SDS em relação ao CT SDS, bem como a comparação dos FSs 

entre si, não evidenciou diferença significante. 

Em relação a comparação dos FSs veiculados em água com o mesmo FS 

aplicado em SDS foi observada pequena redução no logaritmo de UFC/mL de 

0,48 (p=0,0034), 0,42 (p=0,01), 0,49 (p=0,003) e 0,63 (p=0,0001) para AM, AA, 

AB e DMAM respectivamente. Estes dados sugerem que aPDT não é capaz de 

inativar o biofilme em fase de maturação, mesmo diante da veiculação em SDS.  
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Figura 13: Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM em 
biofilme na fase de maturação. Crescimento do biofilme durante 24 horas a 37 
°C, 50 RPM. Dados apresentados como média + DP, 3 experimentos 
independentes, N=9, *p<0,05. 

 

4.3 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme na fase de maturação com duas irradiações. 

Na Figura 14 estão apresentados os dados obtidos após duas sessões 

de aPDT em biofilmes em fase de maturação com crescimento no período de 24 

horas, descrito no desenho experimental utilizando os grupos de tratamento e 

submetidos à 2 irradiações sucessivas, conforme o item 3.9.  

Na comparação do CT e FSs veiculados em água, somente foi observada 

redução significante de 0,18 (p=0,0323) nos valores de logaritmo de UFC/mL 

para AA enquanto não ocorreu diferenças significantes para AM, AB e DMAM. 

Desta forma pode-se considerar que não houve indução de morte celular no 

biofilme em fase de maturação com 2 irradiações sucessivas quando os FSs 

foram veiculados em água. 
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 A aplicação do SDS 0,25% ao biofilme (CT SDS) não afetou a viabilidade 

das células, vide que ao compararmos CT água com o CT SDS, não observamos 

diferença significante. 

 A comparação dos valores de logaritmo de UFC/mL do AM veiculado em 

SDS mostrou redução 0,42 (p=0,0409) em comparação ao CT SDS. Por outro 

lado todos os demais FSs veiculados em SDS em relação ao CT SDS, bem como 

os FSs veiculados em SDS comparados entre si, não evidenciou diferença 

significante.  

Em relação a comparação dos FSs veiculados em água com o mesmo FS 

em SDS observa-se redução de 0,91 (p=0,0001), 0,66 (p=0,0004), 0,83 

(p=0,0001) e 0,63 (p=0,0001) nos valores de logaritmo de UFC/mL, para AM, 

AA, AB e DMAM, respectivamente. Estes dados mostram que a aPDT não foi 

capaz de romper o biofilme e/ou causar morte celular no biofilme maduro, mesmo 

quando os FSs foram associados ao SDS e utilizadas duas irradiações. 

 

Figura 14: Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM em 
biofilme na fase de maturação com duas irradiações. Crescimento do 
biofilme durante 24 horas a 37 °C, 50 RPM. Dados apresentados como média + 
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DP, 3 experimentos independentes, N=9, *p<0,05, **p<0,05 em relação ao CT 
SDS, ***p<0,05 em relação ao CT sem SDS.  

 

4.4 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme em fase de dispersão 

Na Figura 15 estão apresentados os dados obtidos após a aPDT em 

biofilmes em fase de dispersão com crescimento por período de 48 horas, 

descrito no desenho experimental utilizando os grupos de tratamento conforme 

o item 3.8.  

Quando comparamos CT sem SDS (água) e CT SDS observamos uma 

leve diminuição no valor do logaritmo das UFC/mL, de aproximadamente 0,89 

(p=0,0001), de forma que o SDS apresenta algum efeito citotóxico.  

Ao comparar os valores de logaritmo das UFC/mL do grupo CT água com 

os FSs veiculados em água foi evidenciada redução significante, sendo as 

diferenças do CT em relação ao AM de 0,90 (p= 0,0008), ao AA de 0,61 

(p=0,0001), ao AB de 0,54 (p=0,0001) e ao DMAM de 0,36 (p=0,0001).  

Não foram encontradas diferenças significantes entre os valores de 

UFC/mL quando se compara os grupos CT SDS e os FSs veiculados em SDS, 

da mesma forma que não foram observadas diferenças nos valores de UFC/mL 

quando comparados os FSs entre si.  

Na comparação FS veiculados em água e o mesmo FS em SDS, 

observou-se uma diferença significante nos valores logaritmos de UFC/mL, 

sendo a diferença em relação ao AM 0,51 (p= 0,0001), AA 0,74 (p= 0,0001), AB 

0,78 (p=0,0001) e DMAM 1,04 (p =0,0001). Isso mostra que quando associado 

ao SDS o FS não é capaz de romper e/ou inativar os biofilmes em fase de 

dispersão.  
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Figura 15: Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM em 
inativação de biofilme por aPDT na fase de dispersão. Crescimento do 
biofilme durante 48 horas a 37 °C, 50 RPM. Dados apresentados como média + 
DP, 3 experimentos independentes, N=9, *p<0,05, **p<0,05 em relação aos 
tratamentos com FS sem SDS, #p<0,05 em relação aos tratamentos com FS em 
SDS. 

 

4.5 Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 

inativação de biofilme em fase de dispersão com duas irradiações 

Na Figura 16 estão apresentados os dados obtidos após a aPDT em 

biofilmes em fase de dispersão com crescimento no período de 48 horas, 

descrito no desenho experimental utilizando os grupos de tratamento e 

submetidos à 2 irradiações sucessivas, conforme o item 3.10.  

Na comparação do CT e FSs veiculados em água, ocorreu diferenças 

significantes no valor do logaritmo de UFC/mL para AM, AA, AB e DMAM de 

0,34, 0,57, 0,16 e 0,22 respectivamente. Visto que a diferença em logaritimo foi 

menor que 3, não houve inativação celular no biofilme em fase de dispersão por 

ação aPDT com FSs em água, mesmo com duas irradiações.  



 
61 

 
A aplicação de SDS 0,25% ao biofilme (CT SDS) causou redução de 

viabilidade das células, vide que ao compararmos CT água com o CT SDS, 

observamos diferença significante nos valores logaritmos de UFC/mL de 0,89 

(p=0,0001). 

A comparação dos valores de logaritmo de UFC/mL de todos os FSs 

veiculados em SDS em relação ao CT SDS, observamos a inativação do biofilme 

quando usados AM, AA e DMAM, enquanto AB causou redução 1,13 log UFC/mL 

(p=0,0001). Quando comparados entre si, os efeitos do AB veiculado em SDS 

são significantemente menores que os demais FS.  

Estes resultados mostram que em fase de dispersão do biofilmeos FS 

AM,AA e DMAM associados ao SDS são capazes de inativar a C. albicans 

enquanto na ausência de SDS (veiculado em água) o mesmo não ocorre. 

 

 

Figura 16: Avaliação do efeito da aPDT com AM, AA, AB e DMAM na 
inativação de biofilme em fase de dispersão com duas irradiações. 
Crescimento do biofilme durante 48 horas a 37 °C, 50 RPM, com duas 
irradiações. Dados apresentados como média + DP, 4 experimentos 
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independentes, N=12, *p<0,05, **p<0,05 em relação ao CT com SDS, ***p<0,05 
em relação aos demais fotossensibilizadores com SDS. 
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5. Discussão 

Este estudo avaliou a eficácia da aPDT com os fenotiazínicos AM, AA, AB 

e DMAM (50 mg/L) em diferentes etapas do crescimento do biofilme, 

investigando o papel do controle da agregação dos FSs. 

Quando foi avaliado o efeito da aPDT antes da fase de aderência das 

leveduras, os ensaios foram realizados em suspensão e avaliada a capacidade 

de formação do biofilme após o tratamento. Os dados no escuro mostraram 

ausência de toxicidade dos FSs veiculados em água e para os FSs veiculados 

em SDS houve uma redução menor ou igual a 1 Log de UFC/mL, similar ao efeito 

do SDS usado individualmente (CT SDS). Nesta condição os FSs veiculados em 

água ou SDS, não foram capazes de inibir a aderência das células e/ou impedir 

a formação do biofilme. 

 Collina e colaboradores57 ao avaliarem a toxicidade dos FSs no escuro 

notaram que mesmo aumentando o período de incubação de 1 a 20 minutos, 

não havia redução nos valores de UFC/mL em cultura planctônica de C. albicans. 

Dados semelhantes foram observados em outro trabalho35. Além disso, também 

já foi visto anteriormente que a associação do MB ao SDS no escuro leva a 

toxicidade similar ao do SDS, visto que o SDS leva a uma sensibilização do fungo 

antes da adesão. 

Ao avaliar a associação dos FSs com SDS, ativados por LED em biofilmes 

em fase de adesão, observou-se a inativação da cepa. Leonel e colaboradores56 

com uma concentração de AM de aproximadamente metade da que foi usada 

neste trabalho (0,02 mg/L) e exposição radiante de 30J/cm2 (também metade da 

utilizada neste trabalho) porém com irradiância 7 vezes maior relataram redução 

menor que 1 Log na habilidade de formar biofilmes (que equivalem a 90% de 
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diminuição na formação dos biofilmes). O semelhante foi observado por Hurtado 

e colaboradores 35, no qual relataram que para inibir o crescimento do biofilme 

foi necessário uma maior concentração do AM e maior a exposição radiante, 

quando aplicaram apenas uma dose da aPDT,  

Da mesma forma, estes dados corroboram com dados anteriores do grupo 

53,57,71 que mostraram que o SDS potencializava a ação antimicrobiana da aPDT 

em suspensão, para todos os FSs estudados. Apesar de no trabalho anterior do 

grupo ter sido observada diferença entre os efeitos dos diferentes FSs, neste 

estudo não foi verificada esta diferença. Isso porque foram utilizados parâmetros 

(concentração de FS, exposição radiante e irradiância) mais elevados. 

Considerando que o biofilme é mais resistente à ação dos antimicrobianos, e que 

em trabalho anterior do grupo57 foi verificado ser importante aumentar a 

concentração de 20 mg/L para 50 mg/L para haver efeito antimicrobiano no 

modelo de biofilme. Apesar de neste experimento ainda se tratar de um ensaio 

em suspensão, devido à necessidade de comparação com os demais ensaios 

que seriam em biofilmes, optou-se por padronizar esta concentração mais alta, 

de modo que a inativação foi completa nesta condição. Também foram utilizados 

irradiância e exposição radiante maiores (37,3 mW/cm2 e 60,4 J/cm2) do que 

aquelas utilizadas nos estudos anteriores do grupo (2,6 mW/cm2 e 4,7 J/cm2) se 

mostrava efetiva para suspensão, porém mesmo na presença de SDS apenas 

1Log era reduzido nas unidades formadoras de colônias em biofilmes.  Desta 

forma, acredita-se que para que fosse possível observar diferenças entre os FSs 

ao menos o tempo de irradiação poderia ser diminuído (e consequentemente, 

um menor valor de exposição radiante).  
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Na fase de maturação do biofilme, a matriz extracelular protetora se forma, 

e a estrutura passa a ter alta resistência a agressões químicas e físicas e alta 

resistência a diversos antifúngicos.   Diante disso ao avaliar biofilmes em fase de 

maturação, observamos que mesmo o uso dos FSs em SDS não foi capaz de 

romper o biofilme ou reduzir o número de células viáveis, tal qual o seu uso em 

água. Acredita-se que o menor efeito antimicrobiano da aPDT observado em 

comparação às leveduras esteja relacionado às diferenças estruturais, como por 

exemplo a presença da matriz extracelular.  

Da mesma forma, em biofilmes em fase de dispersão (48h) quando os 

FSs foram veiculados em SDS também não foram capazes de romper o biofilme 

ou reduzir o número de células viáveis, tais quais o seu uso em água. Outro 

trabalho que avaliou biofilmes em dispersão (48h de crescimento), também 

relataram maiores dificuldades em causar inativação do biofilme em dispersão 

corroborando com os dados deste trabalho 54. 

Sharma e colaboradores 72, sugere que a composição química da matriz 

extracelular dos biofilmes, impedem que os antifúngicos penetrem nas células, 

permitindo que as células cresçam e se propaguem dentro de um biofilme sem 

interferência 72. Fazendo uma analogia com estes achados, os FSs também 

devem apresentar dificuldade de penetração no biofilme diminuindo a eficácia 

aPDT. 

Adicionalmente em termos de composição química, sabe-se que os 

biofilmes apresentam maior conteúdo lipídico que as leveduras73. Considerando 

a ação oxidativa da aPDT nas diferentes fases de crescimento de C.albicans os 

principais alvos durante a fase latência são as proteínas e ácidos nucleicos 

enquanto em fase estacionária são polissacarídeos e lipídeos74. Neste sentido, 
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as espécies reativas de oxigênio produzidas pela ação da aPDT, em especial o 

oxigênio singlete que atua em insaturações, vai ter menor possibilidade de ação 

nos biofilmes em fase estacionária cujos lipídeos apresentam menor número de 

insaturações73. 

Freire colaboradores 75 buscaram associar AM (100 μM) ao iodeto de 

potássio (100 mM) para potencializar o efeito da aPDT em biofilmes maduros de 

C. albicans in vitro. A melhor redução logarítmica de UFC/mL em biofilme foi de 

2,31 log10, obtida nos parâmetros de 31,8 mW/cm2; 12,7 J/cm2; 40 J. Mesmo 

usando um potencializador, a aPDT não foi capaz de inativar os biofilmes 

maduros.  Outros trabalhos que avaliaram os efeitos da aPDT em diferentes 

etapas de formação do biofilme também relataram maiores dificuldades em 

causar inativação do biofilme do que reduzir a sua formação, corroborando com 

os dados deste trabalho 2,56.   

Outros trabalhos relataram uso de aPDT como agente FS para aPDT , 

veiculando em meios como PBS, água ou soro fisiológico sendo que a inativação 

não foi alcançada ou foram necessários maiores valores de exposição radiante 

para um tratamento efetivo 38,53,60,76.  No caso do soro fisiológico76 sabe-se que 

o meio com alta forma iônica aumenta a formação de dímeros e agregados 

maiores que podem reduzir a eficácia da aPDT. Sabino e colaboradores38 

utilizaram MB em PBS para inativação de C.albicans sendo que a cepa se 

mostrou resistente tanto aos fármacos como à aPDT, sendo necessária maior 

exposição radiante. Mendeles-Celis e colaboradores60 e Torres-Hurtado e 

colaboradoes35 observaram resultados semelhantes porém foram utilizadas 

exposições radiantes menores com 2 ou 3 aplicações sequenciais de aPDT para 

efeito inibitório do crescimento.  
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Considerando que trabalhos como de Melendez-Celiz 60 e Torres-

Hurtado35 e seus colaboradores mostraram que sessões repetidas de aPDT, 

mesmo com dosimetrias menores, se mostram mais eficazes em seu efeito 

antimicrobiano e diante do insucesso da aPDT com fenotiazínicos, mesmo 

quando veiculados em SDS nos biofilmes maduros e em fase de dispersão, 

optou-se por realizar a aplicação de 2 sessões de aPDT ao biofilme.  

Em relação aos efeitos antimicrobianos dos diferentes FSs, quando 

avaliados em associação ao SDS antes da aderência do biofilme não foram 

observadas diferenças entre os FSs considerando os parâmetros utilizados 

(concentração, exposição radiante e irradiância). As diferenças poderiam ser 

observadas com uso de doses subletais.  

Já quando considerado o efeito da aPDT no biofilme em fase de 

dispersão, quando os FSs foram utilizados em combinação com SDS e com 2 

irradiações, verificou-se menor efeito antimicrobiano do AB. Estes achados não 

corroboram com dados anteriores do grupo que mostraram, em cultura 

planctônica, que AA apresentava menor efeito antimicrobiano que AB, AM é 

muito menor que DMAM53. O que pode ter ocorrido é que no estudo anterior 

foram utilizadas concentrações de 20 mg/L enquanto neste, a concentração final 

dos FSs foi de 50 mg/L, de forma que é possível que nesta concentração, em 

associação ao SDS o AB apresente maior agregação que AA.  

No biofilme em fase de maturação, 2 sessões de aPDT ainda não foram 

suficientes para reduzir ou inativar o biofilme, de forma similar ao que foi 

observado para apenas 1 irradiação. Por outro lado ao serem aplicadas 2 

sessões de aPDT ao biofilme em fase de dispersão, houve pequena ação 

antimicrobiana quando os FSs são aplicados em água, enquanto houve 
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inativação quando AM, AA e DMAM foram veiculados em SDS. No caso do uso 

do AB em SDS houve redução significante em relação ao grupo CT SDS.  

Hipotetiza-se que o efeito pronunciado  no biofilme em fase de dispersão 

pode ser por consequencia de uma sensibilização do biofilme na primeira 

aplicação , desestruturando levemente a matriz extracelular e inativando as 

leveduras que estavam sendo dispersas, enquanto a segunda aplicação o FS foi 

capaz de penetrar mais profundamente na matriz, levando por consequencia 

aPDT possuir um efeito mais pronunciado. Observa-se que em biofilmes em fase 

de dispersão, por estar liberando células de levedura para os arredores2,6, pode 

apresentar uma matriz menos estruturada, mais sensível, facilitando assim a 

penetração e incorporação dos FSs possibilitando a inativação dos biofilmes, 

fato que não ocorre em biofilmes em fase de maturação na qual a matriz se 

encontra mais forte para proteger os biofilmes contra agressões químicas e 

físicas 6,7. 

Durante a formação do biofilme no hospedeiro, os micro-organismos 

costumam se comportar como uma comunidade, na qual as estruturas têm uma 

superfície embebida de matriz polimérica extracelular, produzida pelas próprias 

células da população microbiana, esta estrutura também favorece uma 

colonização mais persistente, resistindo ao sistema imune do hospedeiro, 

aumentando sua resistência e favorecendo a troca genética 12,77,78. Acredita-se 

que em biofilmes maduros esta estrutura está bem definida, protegendo assim a 

comunidade dos biofilmes de forma mais intensa, corroborando assim com 

nossos achados, no qual em biofilmes maduros apresentaram grande 

resistência.   
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Clinicamente o uso de múltiplas sessões por semana mostra-se 

promissor: 45% de redução em candidíase oral79 e 89,13% de redução em acne 

vulgar 80 com aplicações 3 vezes por semana.  

Outros trabalhos 16,30,79 sugerem aplicações semanais de aPDT, porém 

nenhum destes sugerem mais de uma aplicação na mesma sessão. Os dados 

obtidos neste trabalho sugerem vantagens do uso de ao menos duas aplicações, 

porém se faz necessário rever a dosimetria, avaliando os parâmetros mínimos 

necessários e o número de aplicações repetidas, de forma que novos trabalhos 

podem se fazer necessários neste âmbito.  
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6. Conclusões  

Este trabalho mostrou que a ação da aPDT tem eficácia em uma única 

sessão quando realizada antes da instalação do biofilme de C. albicans e com 

os FSs veiculados em SDS. Os biofilmes em fase de maturação e em fase de 

dispersão respondem de forma similar a uma aplicação de aPDT não havendo 

redução microbiana, porém quando utilizadas 2 aplicações os biofilmes em fase 

de dispersão são inativados quando os FS são veiculados em SDS. A eficácia 

dos diferentes FSs veiculados em SDS, antes da formação do biofilme é similar 

enquanto no biofilme em dispersão, quando são realizadas 2 irradiações 

somente o AB apresentou menor eficácia.  
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