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RESUMO

Vargas, Karina C. ESTUDO DOS EFEITOS DA RADIACAO ULTRAVIOLETA C E TFD EM
CELULAS DE Saccharomyces boulardii E Candida albicans. 77 f. Dissertagdo — Programa de
Pés-graduacdo em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial, Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Curitiba, 2011.

O estudo de alguns dos efeitos das radiagdes ultravioleta C (UV-C) e terapia fotodindmica (TFD)
em células das leveduras Saccharomyces boulardii e Candida albicans foi realizado expondo-se
células destes micro-organismos a diferentes intensidades destas radiacdes, calculadas com base
no tempo de exposicdo e poténcia das fontes utilizadas. A exposi¢do a UV-C foi realizada apds
inoculag@o dos micro-organismos em dgar YEPD que em seguida foram expostos a uma distincia
de 35cm da fonte em tempos que variaram entre 5s e 40s para S. boulardii e 10s e 60s para C.
albicans. Os experimentos foram realizados em triplicatas, sendo uma para verificacdo da sen-
sibilidade da célula a radiacdo e uma para verificacdo da fotorreativagdo apés a irradiagdo com
UV-C. As células consideradas mutantes, isoladas em um segundo experimento, foram submeti-
das a provas bioquimicas, para avaliacdo de alteracdes em seu metabolismo, e posteriormente a
microscopia, para avaliacdo de alteragdes morfoldgicas. Os experimentos com TFD foram reali-
zados expondo-se 0s microrganismos aos agentes fotossensibilizantes e posteriormente a lampada
de LEDs em tempos entre 3 min e 12min. Os resultados mostram que a radiagdo UV-C ¢ efici-
ente na reducdo populacional dos micro-organismos estudados, além de terem sido observados,
nos testes bioquimicos, alteragdes no metabolismo da S. boulardii, como perda da capacidade de
assimilar agucares e fontes de nitrogénio. As alteracdes morfoldgicas foram o alongamento celular
e diminui¢do no tamanho da colonia. A TFD, por sua vez, ndo demonstrou a¢io antimicrobiana
com a metodologia utilizada, apenas observou-se uma aparente recuperacao das células que foram
expostas as substancias toxicas utilizadas para sua fotossensibilizacdo. Conclui-se que a levedura
patogénica C. albicans é mais resistente a radiagdo UV-C comparando-se com a S. boulardii, pois
necessita 60s de exposi¢do a UV-C contra 40s para reducao decimal de S. boulardii. A metodologia
para TFD utilizada neste trabalho nao provocou reducao populacional as células estudas.

Palavras-chave: Ultravioleta C, Terapia fotodinamica, Saccharomyces boulardii, Candida albi-
cans.



ABSTRACT

Vargas, Karina C. STUDY OF THE EFFECTS OF ULTRAVIOLET C RADIATION AND PDT
IN Saccharomyces boulardii AND Candida albicans CELLS. 77 f. Dissertacdo — Programa de
Pés-graduacdo em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial, Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Curitiba, 2011.

The study of some effects of ultraviolet C (UVC) and photodynamic therapy (PDT) in S. boulardii
and C. albicans cells was performed by exposing the cells to different radiation intensities, and was
computed based on the exposure time and power sources used. The exposure to UV-C was perfor-
med after the inoculation of microorganisms in YEPD agar and immediately exposed to UV-C rays
at a distance of 35cm from the source for lengths of time ranging from 40s to 5s for S. boulardii
and from 10s to 60s for C. albicans. The experiments were performed in triplicate, once for chec-
king the cell’s sensitivity by radiation and once to test the occurrence of photoreactivation after
irradiation with UV-C. The cells considered mutants, isolated in another experiment, were sub-
mitted to biochemical tests to assess changes in their metabolism, and, later, microscopy to assess
morphological changes. The experiments with PDT were done by exposing the microorganisms to
the photosensitizing agents and later to the LED bulb for lengths of time ranging from 3 min to 12
min. The results show that UV-C is effective in reducing the population of microorganisms. The
biochemical tests also showed changes in the metabolism of the S. boulardii such as a loss in the
ability to assimilate sugars and nitrogen sources. The morphological changes were cell elongation
and reduction of the colony size. PDT, in turn, showed no antimicrobial action with this methodo-
logy. There was only an apparent recuperation of cells that were exposed to toxic substances used
in its photosensitization. Our conclusion is that the pathogenic yeast C. albicans is more resistant
to UV-C rays compared with the S. boulardii because it needs 60 seconds of exposure to UV-C
against 40 seconds for a decimal reduction of S. boulardii. The methodology used for PDT in this
study did not cause population reduction in the studied cells.

Keywords: Ultraviolet C, photodynamic therapy, Saccharomyces boulardii,Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

A ciéncia da microbiologia iniciou-se ha mais de cem anos, mas registros mostram que
0s microrganismos ja convivem entre nds a muito mais tempo. Antes da época de Pasteur as doen-
cas eram relacionadas com castigos divinos. A descoberta de que as leveduras possuem um papel
fundamental na fermentacao alertou os cientistas para a possibilidade de que os microrganismos
devem possuir uma relacdo semelhante com plantas e animais, especificamente, que os micror-
ganismos podem causar doencas. Em 1876, Robert Koch intitularia esta ideia como a teoria do
germe da doenca (TORTORA et al., 2005).

A histoéria das radiagdes ionizantes comeg¢a com Wilhelm Conrad Rontgen, que em no-
vembro de 1895, na Alemanha, descobriu uma nova forma de radiagdo: os raios X. Apds esta
descoberta, novos estudos foram feitos em relagdo as radiagdes e assim foram desenvolvidas as
técnicas de utilizagdo que conhecemos hoje (EINSENBERG, 1992). Perspectivas futuras apontam
para o desenvolvimento de préticas e procedimentos que permitam a desinfec¢do e/ou esterilizagao
de materiais (ANDRADE et al., 2000).

A radiacdo ultravioleta (UV) é comumente utilizada como agente antimicrobiano, princi-
palmente na desinfec¢do de dgua, ar e superficies. A inativacdo de microrganismos como resultado
da irradiacdo UV € usualmente atribuida as reacdes fotobioquimicas que sdo induzidas no interior
das células (PIGATTO, 2008).

Além da avaliacdo da eficiéncia da fonte de raios UV para esterilizagcdo, ¢ importante es-
tudar e conhecer os efeitos que esta radiac@o ionizante causa no interior de células eucariotas como
as leveduras. As leveduras possuem uma grande similaridade com células de mamiferos, no que
diz respeito a organelas e macromoléculas. LEADON e COOPER (1993) afirmam que a reparagao
dos danos causados pela radiag@o ultravioleta em células da levedura Saccharomyces cerevisiae é
parecida a reparag@o dos danos em células de mamiferos. Além disto, a funcionalidade de certas
proteinas humanas € extremamente semelhante a funcionalidade de proteinas homdlogas em leve-

duras, tornando o estudo neste tipo de célula ainda mais valioso em se tratando da correlagdo com
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células humanas (FERREIRA, 2006).

Uma das formas de se avaliar o efeito destas radia¢des nas células € através do célculo
da taxa de sobrevivéncia apds a exposicao a radiacdo. Para isto, as leveduras e outros organismos
unicelulares desempenham um papel importante, pois, comparado a outros, estes organismos pos-
suem estrutura simples, apresentam um tempo de reproducao reduzido e seu cultivo e manipulagcao
sdo relativamente faceis (BLACK, 2002).

A utilizacdo de células relativamente menos sensiveis aos raios UV torna-se uma op¢ao
vidvel para se avaliar a eficiéncia deste método de desinfeccdo. De acordo com Lobo et al. (2009),
células de levedura necessitam de uma dose de radiacdo UV 100% maior do que células procariotas

para terem 99% de inativag¢do da sua populagdo.

Diversas técnicas de desinfec¢ao e esterilizacao vém sendo otimizadas, envolvendo custos
e eficiéncia. A irradiacdo € uma destas técnicas; entretanto, este processo possui suas limitagdes e
somente € indicado para a industria (ANDRADE et al., 2000).

Além da desinfeccio e esterilizagcao, que é consequéncia da inviabilizacdo ou morte celu-
lar, as radiagGes ionizantes podem causar outros tipos de alteracdes nas células, como por exemplo
modificagdes permanentes no material genético (mutacdes). A complexidade destes efeitos estd
relacionada a espécie da célula irradiada. A sensitividade a irradiag@o € inversamente proporcional
ao tamanho do organismo (DOMARCO et al., 1996).

As leveduras, sdo células eucariotas, o que significa que seu material genético estd envolto
por uma membrana denominada "membrana nuclear". Além de possuirem o DNA protegido,
este tipo de célula € relativamente grande quando comparada a uma célula procariota, com seu
tamanho variando de 4 a 8 micrdmetros de largura por 7 a 12 micrometros de comprimento, e
possui uma parede celular espessa e muito resistente, composta de oligossacarideos. Com estas
caracteristicas, as células de levedura sdo menos sensiveis a radia¢do ionizante em comparagio

com células bacterianas (LOBO et al., 2009; TORTORA et al., 2005).

A levedura Saccharomyces boulardii € um microrganismo nao patogé€nico que possui pro-
priedades probidticas. Esta levedura tem sido amplamente utilizada tanto como agente terapéutico
quanto preventivo no tratamento de diversos tipos de diarréias. Este probidtico ndo faz parte da
microbiota natural intestinal, mas possui eficacia comprovada no combate de diversas enfermida-
des que acometem o intestino humano, causadas por outros microrganismos (ABOSEREH et al.,
2006; MARTINS et al., 2005).

A atividade antimicrobiana da S. boulardii pode ser alterada apds a exposi¢do deste mi-

crorganismo a radiacdo ionizante, podendo tanto ser inativada, quanto ser potencializada (ABO-
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SEREH et al., 2006).

Candida albicans, por ser um patégeno oportunista, pode colonizar desde mucosas até
penetrar nos tecidos de pessoas com o sistema imunolégico comprometido. A candidose oral é a
doenga mais comum causada por este microrganisnmo. Esta infeccdo normalmente ndo oferece
risco a vida do paciente, porém ha casos extremos em que a infec¢do bucal pode ocasionar uma

severa infec¢@o sanguinea que pode ser fatal (CAMPANHA, 2005).

A terapia fotodinamica é um tratamento utilizado, entre outras aplicagdes, para combater
infeccdes de pele causadas por C. albicans. Seu principio baseia-se na sensibilizag¢@o das células
com uma substancia denominada fotossensibilizador (FS) e logo apds ocorre a exposi¢do destas cé-
lulas a um comprimento de onda (luz visivel) compativel com a substancia FS, ou seja, ressonante
a absor¢ao deste FS (SUZUKI, 2009).

1.2 OBIJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho € avaliar a agdo dos raios ultra violeta C (253,7nm)
sobre células de Saccharomyces boulardii foi obtida a partir de uma amostra do medicamento
Repoflor pedidtrico® do laboratério Legrand na forma liofilizada e de Candida albicans (ATCC
10231) adquirida do laboratério New Prov também na forma liofilizada com relacdo a sobrevi-
véncia e alteracdes morfoldgicas ou metabdlicas destas células apds a exposi¢cdo a radiacdo. Um
segundo objetivo € avaliar a acdo antimicrobiana da terapia fotodinamica e de seus fotossensibiza-

dores isoladamente sobre estas células.

1.2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho sdo:
* Realizar estudo da multiplicacdo celular da S. boulardii em fung¢do do tempo (curva de cres-
cimento);
» Expor as células de S. boulardii e C. albicans a radiag@o ionizante UVC;

* Estimar o nimero de células sobreviventes para cada tempo de exposicao (calculo da fracao

de sobrevivéncia);
* Comparar os resultados das irradiagdes com UV-C em S. boulardii e C. albicans;

* Comparar a eficiéncia germicida de uma lampada UV-C com 10000 horas de uso e uma

lampada UV-C com zero horas de uso;
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Isolar mutantes auxotroficos de S. boulardii;

Avaliar as caracteristicas morfoldgicas dos mutantes auxotréficos por meio de observagao e

microscopia;

Avaliar as caracteristicas fisioldgicas dos mutantes auxotréficos por meio de provas bioqui-

micas;
Avaliar o potencial probidtico de S. boulardii e dos mutantes auxotréficos;
Verificar a ocorréncia de fotorreativacao das células apds a exposicao a radiagao;

Avaliar a acdo antimicrobiana da terapia fotodindmica e de seus fotossensibilizadores isola-

damente;

Avaliar o nimero de células sobreviventes a terapia fotodinamica e posterior avaliacio mor-

foldgica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEVEDURAS

Leveduras sdo microrganismos unicelulares que fazem parte do Reino Fungi; contudo,
diferentemente dos demais fungos, estes microrganismos normalmente ndo possuem filamentos
(hifas), apesar de alguns géneros serem capazes de forma-los. As estruturas das leveduras possuem
formatos esféricos ou ovais (STANGARLIN et al., 2010).

Estes fungos se reproduzem tanto por fissdo como por brotamento, sendo a primeira forma
capaz de produzir duas células iguais enquanto que, no caso do género Saccharomyces, a segunda
forma produz duas células desiguais. A divis@o por brotamento ainda pode formar as chamadas
pseudo-hifas, que acontecem quando a célula produzida por brotamento néo se separa totalmente
da célula mae formando assim cadeias de células, como € o caso da levedura Candida albicans
(TORTORA et al., 2005). A Figura 1 apresenta um exemplo de pseudo-hifa do microrganismo C.

albicans.

Figura 1: Células de C. albicans com formacao de pseudo-hifas em caimara de Neubauer, sem colora-
¢io com aumento de 400x em microscépio optico.

Fonte: autoria propria
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A levedura Saccharomyces boulardii € um microrganismo nao patogé€nico que possui pro-
priedades probidticas. A definicdo de probidticos aceita pela Organizacdo para Alimentacdo e
Agricultura das Nag¢des Unidas (FAO) e pela Organizacao Mundial de Saide (OMS) diz que "sao
microrganismos vivos que, administrados em quantidade adequada, beneficiam a satde do hospe-
deiro". Esse € o caso de Saccharomyces boulardii, que apresenta algumas caracteristicas que a
tornam um agente probidtico potencial. Dentre estas caracteristicas estio a capacidade de sobrevi-
véncia ao transito intestinal e o fato de apresentar bom desenvolvimento em temperatura corpérea
(MIGOWSKI; PUGLIESE, 2009; BANDEIRA et al., 2008)

Além disto, este microrganismo também produz substancias, como 4dcidos organicos, que
podem inibir ou retardar o desenvolvimentos de alguns microrganismos patogénicos. A vanta-
gem de um tratamento com estes microrganismos estd no fato de ndo trazer efeitos secundarios

indesejdveis ao organismo, dentre eles, a selecdo de bactérias resistentes (MARTINS et al., 2005).

H4 muitas décadas, este microrganismo vinha sido utilizado como probidtico em varios
paises e atualmente ¢ mundialmente reconhecido como tal. Deste a década de 50, na Francga,
este microrganismo € utilizado no tratamento de diarréias e, a partir da década de 60, a levedura
comecou a ser utilizada na forma liofilizada e associada a outros medicamentos como antibidticos.
Por possuir um 6timo crescimento a 37°C e uma parede celular espessa, é capaz de sobreviver
no intestino humano o que nos permite usufruir de suas propriedades benéficas (MIGOWSKI,;
PUGLIESE, 2009; MARTINS et al., 2005).

Um microbiologista franc€s, Henri Boulard, na década de 20, foi informado que a popu-
lacdo local preparava um cha com a casca de uma fruta chamada "lichia"para combater diarréias.
Estudando este fruto o pesquisador descobriu que sua casca era recoberta por uma levedura e que
a acdo contra as disfungdes intestinais da populagdo se devia a este microrganismo, que poste-
riormente seria chamado de Saccharomyces boulardii, por ter sido isolada por este pesquisador
(MARTINS et al., 2009).

Ap0s este descobrimento esta levedura tem sido amplamente utilizada tanto como agente
terapéutico quanto preventivo no tratamento de diversos tipos de disfun¢des gastrointestinais (ABO-
SEREH et al., 2006; MARTINS et al., 2005).

A levedura Candida albicans, por sua vez, tem grande importancia pela alta frequéncia
com que coloniza e infecta 0 hospedeiro humano. E um microrganismo que estd presente natu-
ralmente na maioria das pessoas sauddveis podendo ser isolado do trato gastrointestinal, mucosa
oral, vagina e pele. Entretanto, apesar de ndo ocasionar processos patoldgicos nestes individuos,
este microrganismo é um patégeno oportunista, podendo colonizar cavidades e mucosas, pene-

trando assim nos tecidos e causando infec¢des em pacientes imunodeficientes. Esta levedura causa
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uma enfermidade denominada candidiase, que ndo apresenta sérios riscos a vida do paciente mas
que pode evoluir para uma infecgdo sist€mica se ndo tratada adequadamente (CAMPANHA, 2005;
SUZUKI, 2009).

Espécies do género Candida tém sido frequentemente encontradas nas infec¢des flingicas
hospitalares e sdo a quarta maior causa de infec¢io da corrente sanguinea, a chamada candicemia.

Este tipo de infeccdo pode conduzir ao ébito em cerca de 25% a 38% dos casos (SUZUKI, 2009).

O grau de patogenicidade da C. albicans esta ligado a diversos fatores, dentre estes, a
formacdo de hifas, a estrutura da sua superficie celular (que se adapta as células do hospedeiro
ao entrar em contato, penetrando assim no tecido), alteragdes fenotipicas (que € uma transicdo
entre a forma de levedura, branca e circular, e uma forma opaca, em forma de pequenos bastdes) e
producdo de enzimas extracelulares hidroliticas que foram muito estudadas ao longo dos tltimos
anos (SUZUKI, 2009).

Ambeas as leveduras descritas pertencem a familia Saccharomycetaceae e sdo intimamente
ligadas geneticamente (CONSORTIUM et al., 2009).

2.2 A RADIACAO ULTRAVIOLETA

Em 1801, o cientista alemao Johan Ritter descobriu a existéncia de uma forma de luz
invisivel que era capaz de oxidar haletos de prata. Este espectro de luz invisivel passou a ser
chamado de luz ultravioleta no final do século XIX, pois seu comprimento de onda fica em uma
faixa logo apds ao comprimento de onda correspondente a cor violeta. Segundo GUEDES et al.
(2009), apds este descobrimento apenas, no ano de 1878 foi detectado o efeito germicida desta

radiacao.

A radiac@o UV corresponde a porcdo do espectro eletromagnético que se encontra entre
os raios X e a luz visivel, ou seja, com comprimentos de onda entre 100nm e 400nm. Dentro desta
faixa, os raios ultravioleta sdo ainda subdivididos em trés bandas sendo estas: UV-A - que possui
entre 315nm e 400nm, UV-B - entre 280nm e 315nm e UV-C - entre 100nm e 280nm. Existem
autores que consideram uma banda a mais de radiag¢do ultravioleta, uma banda denominada UV-
vacuo ou UV-vazio, cujos limites de emissdo se encontram entre os comprimentos de onda de 100
a 200 nm. A regido do espectro compreendida entre 200nm e 300nm (UV-C e UV-B) corresponde

aos comprimentos de onda que possuem a maior acdo germicida (AGUIAR, 2000).

Esta faixa de comprimento de onda possui energia suficiente para causar danos nas liga-
coes moleculares do DNA das células. Entre estes danos estd a produgdo de ligacdes extras entre

as bases primidicas (em geral as timinas). Estes dimeros de timina provocam uma grande distor-



22

¢ao na hélice de DNA, ocasionando assim uma parada em sua replicagdo. Esta parada se deve a
impossibilidade da insercdo de bases na formacao de pontes de hidrogénio estdveis, alterando o
metabolismo e a reprodugdo da célula, o que normalmente acarreta sua morte (GUEDES et al.,
2009; TORTORA et al., 2005; LENZI, 2005).

Quando as alteragdes no DNA ndo causam a morte celular e ndo sio corretamente repara-
das, tornam-se alteragdes permanentes na informacgao genética codificada. Estas alteracdes podem

ser repassadas a geracoes futuras, sendo entdo chamadas de mutacao (PIGATTO, 2008).

A fotorreativagdo € um mecanismo de reparo das moléculas de DNA danificadas pela
radiagdo UV. Este mecanismo acontece quando as enzimas fotoliases, produzidas pelas células,
reparam os danos causados pela radiacdo UV no DNA. Estas enzimas possuem dois croméforos,
que sdo estruturas que captam fétons de luz e utilizam esta energia para reverter os dimeros de
timina, ou seja, quebrar as ligacdes covalentes entre as pirimidinas resultantes da exposi¢do a
radiacdo ultravioleta, resultando novamente na estrutura original do DNA. Uma vez que os dimeros
sdo desligados, a célula pode replicar corretamente seu material genético e voltar a se reproduzir
normalmente. Esta fotorreparacdo estd ausente em animais placentarios (TORTORA et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2003).

Quando nao ha presenca da luz as enzimas realizam outro mecanismo de reparo chamado
reparo por excisao de nucleotideos, processo que nao estd restrito a reparar danos causados apenas
pela radiacdo UV. Este reparo consiste em retirar parte da fita do DNA danificada e substituir por
uma nova fita sem danos. Ocasionalmente este processo de reparo gera um erro na sequencia das

bases e isto resulta em uma mutagdo (TORTORA et al., 2005).

A radiacdo ultravioleta C é amplamente utilizada na desinfec¢do de superficies, dgua e
ar, além de preparos alimenticios. As reacdes fotobioquimicas que ocorrem como resultado da
exposicdo do DNA a radiacdo ultravioleta sdo quase que totalmente atribuidas como causas da

inativa¢do dos microrganismos (PIGATTO, 2008).

A penetracdo da radiacdo UVC na superficie liquida possui, com a excecdo de dguas
limpidas, uma profundidade considerada curta. Esta penetracdo em sucos, por exemplo, é de
aproximadamente 1mm, ou seja, cerca de 90% da radiacao é absorvida. O efeito da penetracdo da
irradiagdo UVC depende do tipo de material em que € utilizado e da absorcao de UVC dos sélidos

soluveis e das substancias suspensas em liquidos (PIGATTO, 2008).

As fontes de radiac@o ultravioleta podem ser naturais (sol) ou artificiais (Iampadas de
UV). A radiacdo proveniente de fontes naturais como o sol € quase que totalmente absorvida pela
atmosfera terrestre. Esta radiacdo sofre espalhamento, quando atravessa, a atmosfera e € absorvida

principalmente pelo 0zOnio, e apenas as faixas mais energéticas do espectro ultravioleta chegam
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até a superficie terrestre (NOGUEIRA, 2003).

Em seres humanos, a radiacdo ultravioleta ¢ um dos principais agentes causadores de
cancer de pele. Esta doenca € causada principalmente pela porcdo do espectro que corresponde a
radiagdo UVB, que € a faixa responsavel pelas chamadas queimaduras solares. Estas queimaduras
sao um importante fator de risco para o desenvolvimento dos melanomas. Além destes, outros
efeitos sdo causados pela radiacdo UV como a melanogénese, que significa a producio de mela-
nina e o escurecimento da pele, e em alguns casos pode ocorrer a imunosupressao do organismo
exposto. A producgdo de pré-vitamina D pela pele ao se expor a esta radiagdo € a inica excecdo de

efeito benéfico para o corpo humano (BAKOS, 2005).

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TFD) € um procedimento realizado para tratamentos de pele e
também vem sendo utilizada para estudo de sensibilizacdo de microrganismos patdégenos que co-
lonizam infec¢des de pele e mucosas humanas. Schwingel (2007) estudou a TFD antimicrobiana
no tratamento da candidose em pacientes portadores do virus HIV. Esta terapia consiste na utili-
zacdo de substancias fotossensibilizadoras (FS) em conjunto com uma fonte luminosa para causar
efeito sobre as células. As células com as quais se deseja trabalhar sdo coradas pela substincia
fotossensibilizadora e irradiadas com um comprimento de onda de luz visivel. Esta irradiacio gera
formas reativas de oxigénio e estes radicais livres sdo responsaveis pela sensibilizacdo da célula.
Dentre os radicais formatos pelo FS na presenca da luz estdo os peréxidos, radicais hidroxilas,
fons superdxidos e oxigénio singleto, sendo este dltimo considerado o maior causador de danos
celulares neste processo (SUZUKI, 2009).

Esta terapia tem se mostrado bastante eficiente contra microrganismos, inclusive aos mi-
crorganismos que se tornaram resistentes aos antifiingicos (no caso das leveduras). Ainda ndo
foram relatados efeitos colaterais consequentes desta técnica, uma vez em que todos os parametros
estabelecidos para cada caso sdo atendidos (SCHWINGEL, 2007).

24 TRABALHOS CORRELATOS

A irradiacdo de materiais € uma técnica que vem sendo estudada e desenvolvida para a es-
terilizacdo e descontaminacao de diversos tipos de produtos. Muitos autores ja utilizaram diversos
tipos de radiacgdo para verificacao dos efeitos e eficiéncia dos mesmos. KAPPKE et al. (2005) ava-
liaram os efeitos da radiagdo ultravioleta em células de Escherichia coli e em 2007 a mesma autora

submeteu estas células a radiagdo gama, obtendo também a taxa de morte das bactérias em relacio
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a dose de radiacao (KAPPKE, 2007);(KAPPKE et al., 2005). ALCARDE e WALDER (1997) es-
tudaram os efeitos da radiagdo gama na sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae em
mosto de mel de cana de acticar com o objetivo de melhorar a eficiéncia da fermentacio alcod-
lica. NEPPELENBROEK et al. (2006) por sua vez, analisaram a inativacdo de microrganismos e

a desinfec¢@o de materiais através da irradiagdo com microondas.

DOMARCO et al. (1996) realizaram estudos sobre a sobrevivéncia das células de S. ce-
revisiae em suco de laranja com baixa temperatura. Os autores avaliaram o crescimento destas
células ap6s irradiagdo gama e armazenagem do material irradiado sob refrigeracdo, utilizando
varios tempos de exposicao e tempos de armazenagem diferentes, provando ser efetiva a radiagdo
com 1kGy na conservagao dos sucos em até 90 dias. Também estudando este mesmo microrga-
nismo Friedl et al. (1997), irradiaram estas leveduras com o intuito de induzir e estudar aberragdes
cromossdmicas nas mesmas. Na metodologia deste estudo, os microrganismos foram resfriados e
irradiados com uma fonte emissora de raios gama de ®°Co. Os autores concluiram que as aberra-

¢oes sdao mais frequentes na presenca de um determinado gene denominado HDF-1.

A avaliagdo da eficiéncia de uma fonte de radiacdo ultravioleta foi feita por Alexandre et
al. (2008). Os autores avaliaram a esterilizagdo de superficies pldsticas contaminadas por varios
microrganismos utilizando uma lampada ultravioleta C. O estudo foi realizado levando em consi-
deracdo a distancia da amostra até a fonte e também variando o nivel de contaminacdo do plastico.
Foi constatado que as reducdes decimais obtidas nao foram muito altas, variando entre 0,21 a 2,47

e o uso da lampada UV foi altamente eficiente com um tempo de exposi¢@o superior a 30 segundos.

Lobo et al. (2009), utilizando-se de uma lampada ultravioleta de 30W, realizaram ensaios
para a inativacdo de células de S. cerevisiae e E. coli em dgua. Variando o tempo de exposi¢ao
e a concentracdo de células, os autores estudaram a melhor condi¢cdo para a maior inativagdo de
tais microrganismos, obtida com uma concentracio de células de 0,01g/1 quando irradiadas por 60

segundos. Isto causou 99,99% de inativacdo celular.

SOMMER et al. (1996) avaliaram a a¢do da radiacdo ultravioleta C em células procariotas
e eucariotas. Os autores avaliaram as intensidades 0,02 W/mZ, 0,2 W/m? e 2 W/m? em diferentes
tipos de microrganismos observando a sobrevivéncia destes nas diferentes intensidades. Esta agc@o
também foi antes verificada por LEADON e COOPER (1993) sobre células humanas de pacientes
com um tipo de doenca hereditdria chamada "sindrome de cocaina". Os autores compararam a
acdo da radiacdo gama e ultravioleta para avaliacdo da habilidade das células em reparar os da-
nos provocados pelas radiagdes. Concluiu-se que ndo ha diferenca na reparacio entre as células

estudadas.

O isolamento de mutantes auxotréficos de S. cerevisiae também ja foi feito por FOURY
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e GOFFEAU (1979). Apés a irradiacdo destas células em placa de Petri com raios gama, também
provenientes de uma fonte de 60Co, os autores isolaram mutantes de DNA mitocondrial destas
leveduras e também avaliaram a curva de sobrevivéncia do microrganismo em relacdo a dose de
radiacdo. Os autores observaram uma série de alteracdes que resultam em resisténcia a certos anti-
bidticos. Um exemplar mutante deste microrganismo também foi estudado por Lenzi (2005). Este
autor fez um estudo de complementacdo fenotipica do mutante pso2-1 de Saccharomyces cerevi-
siae pelos genes uvr de Escherichia coli, incluindo em seus estudo a irradiagdo destes mutantes
com raios UVC entre outras radiacdes. Os dados do autor mostram que nao houve restauracio dos

fendtipos de resisténcia e mutagénese para um determinado gene denominado ICLs.

A sensibilidade da citada levedura a agentes como radiacao ultravioleta A, radiacio ultra-
violeta C, perdxido de hidrogénio e radiagdo gama foi testada simultaneamente por Kozmin et al.
(2005), que estudaram também a frequéncia de mutagdes induzidas por estes agentes, bem como,
a observagdo de outros fatores relacionados. Os autores utilizaram como fonte de raios gama um
is6topo radioativo do '37Cs. A irradiacio com raios ultravioleta A foi a uma taxa de 80mW/cm?
e para ultravioleta C 0,12mW/cm?. Os resultados mostram que a enzima DNA glicosilase OGG1
previne eficientemente mutagénese induzida por UVA, e ainda concluem que a capacidade das
células da pele em reparar residuos de guanina oxidada, proveniente da mutagenese por UVA,
pode ser um parametro chave para o efeito mutagénico e carcinogénico da radiacdo UVA nos seres

humanos.

A radiacdo ultravioleta B e ultravioleta C também foi utilizada por Birrell et al. (2001)
para irradiar células de S. boulardii. Foram realizados os procedimentos de irradiacdo visando
obter a intensidade de radiagcdo UV-C que mataria 50% da populacdo de células. As densidades
de energia foram respectivamente de 200 J/m? para radiacio ultravioleta B e de 6,400 J/m? para
radiacdo ultra violeta C. Em seus resultados € possivel concluir que existe uma reducio decimal

maior que 1 com uma intensidade préxima de 300 J/m?.

Cordeiro et al. (2004) fizeram uma investigacdo da inativacdo dos microrganismos Es-
cherichia coli e Pseudomoas sp. por oxidacdo fotocatalitica. Este estudo consistiu em utilizar o
composto TiO; em associagdo com a exposi¢do aos raios ultravioleta causando a reagdo de foto-
catélise. Diferentes tempos de exposi¢do e concentracao foram testados até se obter inativacao de
99,9% das células iniciais. As autoras concluiram que a taxa de sobrevivéncia das espécies bacteri-
anas estudadas diminuiu quando a concentragao celular inicial foi reduzida e quando a intensidade
luminosa foi aumentada e o tempo de exposi¢do ao UV ou a dosagem de TiO2 até a concentragio
de 1 mg mL-1. Além de ter sido detectada maior resisténcia para Escherichia coli em relacdo a

Pseudomonas sp. para os dois processos.
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Com relacdo aos trabalhos realizados com terapia fotodinamica, Suzuki (2009) verificou
a sensibilidade do biofilme de C. albicans frente a terapia fotodindmica antimicrobiana utilizando
como FS o azul de metileno e a hipoclerina B: La™. O autor ainda analisou este biofilme por
tomografia de coeréncia optica TCO, que € um exame semelhante ao ultrassom, mas com o uso
de um feixe luminoso ao invés do sonoro para formacdo de imagens, ap6s as células terem sido
submetidas a terapia fotodindmica. O autor obteve redugdes de 100% na populacio de C. albicans
quando testadas com ambos FS, porém com tempos diferentes de irradiacdo para cada um, sendo
30 segundos para a HBLa ™3 e 6 minutos para o azul de metileno. Foi constatado através da TCO

que o biofilme apresenta uma mudanca 6ptica ao ser submetido a TFD com o azul de metileno.

Rossoni et al. (2008) fizeram a comparacao da eficacia dos FS azul de toluidina, azul de
metileno e verde malaquita na terapia fotodinamica contra a C. albicans. Os autores testaram diver-
sas concentracdes das FS frente a vdrias intensidades luminosas a fim de verificar as concentra¢des
e intensidades mais eficientes. Os autores observaram que o uso isolado do laser (Light Amplifica-
tion by Stimulated Emission of Radiation) provoca uma pequena redu¢do na populacdo microbiana
0 que ndo acontece para os FS testados isoladamente. Os resultados com a TFD revelaram que ao
se aumentar a intensidade luminosa, a redu¢do na taxa de sobrevivéncia do microrganismo também

aumenta.

O estudo da terapia fotodindmica em pacientes portadores do virus HIV também contra
infecgdes causadas pela C. albicans foi realizado por Schwingel (2007). A autora acompanhou
o tratamento de pacientes com candidiase oral por terapia fotodinamica e pelo tratamento con-
vencional com antifingicos, comparando posteriormente a eficiéncia das duas técnicas. Em seus
resultados, a autora ndo observou reducido da carga microbiana com a utilizagcao do laser isolada-
mente. J4 a terapia fotodinamica antimicrobiana erradicou 100% das coldnias do fungo do género

Candida sp e nao mostrou recidiva da doenca em até 30 dias apds a irradiagao.

A associagdo do laser de baixa potencia com o FS azul de metileno foi testada em algumas
espécies de Candida. sp por Demidova e Hamblin (2005). Este estudo demonstrou que 84,8% das
coldnias de C. albicans foram reduzidas com esta associag@o e que os elementos isolados, ou seja,
somente o azul de metileno ou somente a exposicao ao laser, ndo obtiveram redugdes significativas

nas coldnias das amostras de Candida.

Prates et al. (2010) investigaram a influéncia de cada parametro da terapia fotodindmica
em leveduras. Os autores submeteram trés espécies de leveduras, dentre elas Candida albicans,
C. Krusei e Cryptoccoccus neoformans, a testes com o fotossensibilisador azul de metileno. Pri-
meiramente 0s microrganismos foram expostos somente ao corante, depois, somente ao laser e

por fim a combinacao laser e corante nos tempo de 0, 3, 6 e 9 minutos de exposi¢do ao laser. O
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estudo conclui que a diminui¢ao da concentragdo de leveduras é maior quando se combina a a¢ao
do corante com a exposi¢do ao laser, pois isolados, os pardmetros também ndo causam inibi¢ao

significativa do numero de células.

Mais quatro espécies de leveduras do género Candida foram submetidas a estudos com
laser de baixa poténcia e o corante azul de metileno por Souza et al. (2003), que também com-
pararam os resultados entre os experimentos isolados com e sem a presenca do corante ao expor
as células ao laser. Com 5 minutos de exposicdo, os autores obtiveram até 91,6% de reducdo nos

experimentos feitos com associacio de corante e laser.

Martins et al. (2007) realizaram estudos com diodos emissores de luz (LEDs) de 640
nm irradiando células de HEp-2 fotossensibilizadas por Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada
AlPcS4. As células foram irradiadas em placas com 2cm de didmetro durante 128 segundos.
Como resultado foi observada desorganizacdo dos filamentos de actina que compdem o citoes-

queleto destas células.
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3 METODOLOGIA

3.1 ISOLAMENTO, ATIVACAO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

A linhagem de Saccharomyces boulardii foi obtida a partir de uma amostra do medica-
mento Repoflor pediétrico® do laboratério Legrand, na forma liofilizada. A linhagem de Candida
albicans, ATCC 10231, foi adquirida do laboratério New Prov . As duas amostras foram primei-

ramente ativadas em caldo YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) por 24h em estufa a 30 °C.

Ap6s a ativagio dos microrganismos foi necessdria a realizacdo de uma purificacdo. Para a
obten¢do de culturas puras recorre-se a técnicas de inoculagdo especificas, que visam a separagio
das células no cultivo em placa de Petri, com o intuito de obter coldnias isoladas. Para tal, foi
utilizada a técnica de inoculag@o por esgotamento em estrias superficiais, descrita por TORTORA
et al. (2005) e Neder (1992), que consiste em retirar, com o auxilio de uma al¢a de inoculagdo,
uma unica colonia (aparentemente pura) e depositd-la em uma placa de Petri contendo meio de
cultivo apropriado para o microrganismo a ser trabalhado na forma sélida (agar) esterilizado. Nesta
técnica realizam-se movimentos continuos de um lado ao outro da placa ou movimentos em linha

reta, como estrias simples, dividindo a placa em 3 setores ou mais, como mostrado na Figura 2.

Figura 2: Técnica de inoculacio por esgotamento.(a) indicacio do movimento a ser feito para inocu-
lacdo. (b) resultado previsto com coldnias isoladas.

Fonte: (TORTORA et al., 2005)

No momento em que se obtém as culturas puras € necessario manté-las ativas para os
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posteriores estudos. A estocagem refrigerada dos microrganismos foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por PELCZAR (1996) e TRABULSI (2005). Esta técnica, conserva os
microrganismos por um periodo relativamente longo de tempo (dias ou meses dependendo da re-
sisténcia do microrganismo). Os cultivos foram feitos em dgar YEPD inclinado, considerando 24h
de incubagdo a 30°C. Foram armazenadas em refrigerador com temperatura entre 4 ¢ 10°C. Estas

culturas refrigeradas foram reativadas a cada duas semanas utilizando o mesmo procedimento.

3.1.1 Cultivo das células para realizac@o da curva de crescimento de S. boulardii

Para a curva de crescimento, que foi feita apenas para a levedura Saccharomyces boular-
dii, realizou-se a ativagdo dos microrganismos em meio YEPD (Glicose 2%, Peptona 2%, Extrato
de levedura 1%), que € um meio com os nutrientes essenciais. Foram preparados frascos con-
tendo 50mL de meio de cultivo liquido e, apds estes frascos serem devidamente fechados com
tampdes, confeccionados em algodao e gaze, e esterilizados em autoclave por 15 min a 1,1 atm
(121°C) e naturalmente resfriados a temperatura ambiente, as células de Saccharomyces boulardii
foram transferidas em pequenas porcdes para estes frascos com o auxilio de uma alca de platina.
Esta cultura foi incubada em estufa shaker a 130rpm e 30°C durante 24 horas (VIEIRA, 2006;
FERREIRA, 2006; EPIPHANIO et al., 2001).

3.1.2 Contagem em camara de Neubauer

Ap6s a ativagdo dos microrganismos por 24 horas,uma aliquota de 10mL desta solucio
foi transferida, com o auxilio de uma pipeta graduada, para um frasco tipo erlenmeyer contendo
200ml de caldo YEPD esterilizado para, entdo, ser realizada uma contagem prévia de células
contidas por ml de solug@o. Esta contagem estima o nimero inicial de células que sdo cultivadas

para a obtenc¢do da curva de crescimento (MARTINS et al., 1998).

Para tal contagem foi utilizada uma cdmara de Neubauer, que consiste em uma lamina de
microscopia confeccionada em vidro que possui uma espessura maior que as laminas comuns. Na
parte central da lamina existem pequenos compartimentos precisamente divididos em quadrados
com dimensdes conhecidas. Cada cdmara (compartimento) possui 9 quadrados de contagem, cada
um com Imm? de 4rea, que em conjunto com uma laminula com peso calibrado e recobrindo o
sistema, obtem-se um volume conhecido de 0,1mm3 (ANTONINI, 2004; MARTINS et al., 1998;
LUCARINI et al., 2004). As Figuras 3 e 4 mostram uma camara de Neubauer e os compartimentos

nela existentes respectivamente.

As células foram submetidas a coloragdo com azul de metileno (azul de metileno 0,01g,

citrato de sédio 2g e dgua destilada 100mL). Esta coloracdo permite determinar as células vidveis,
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Figura 3: Camara de Neubauer.

Fonte: autoria propria

Figura 4: Matriz da cimara de Neubauer. A esquerda, a ilustracdo da area de contagem vista em
microscépio optico.

Fonte: (LUCARINI et al., 2004)

ou seja, células que possuem capacidade de se reproduzir. Em um tubo de vidro foram misturados
0,1mL da suspensdo de células que se desejava contar com 0,ImL da solucdo de azul de metileno.
Ap6s 2 minutos, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, uma pequena quantidade foi despejada
entre a lamina e a laminula de forma que a mistura atingisse os compartimentos da camara (AN-
TONINI, 2004). O corante ¢ retido pelas células sem capacidade de reprodugdo deixando-as com
uma coloragdo azul intensa, enquanto que as células com alta atividade metabdlica e capacidade de
reproducdo permanecem incolores. A figura 5 mostra a micrografia de uma contagem de células

viaveis em camara de Neubauer.
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Figura 5: Células de levedura em cimara de Neubauer com um aumento de 400x. As células trans-
parentes sao contadas como viaveis e as coradas de azul sdo desprezadas na contagem.

Fonte: autoria propria

O célculo para a estimativa de células por ml de solucédo foi realizado conforme descrito
por Lagranha (2008):

Na cimara de Neubauer o nimero de células é obtido com a contagem de um comparti-
mento com um volume de 0,1mm3, portanto, para se obter o resultado em células/ml, € necessario
fazer uma correc¢do, multiplicando o valor obtido por 10000 pois, sabendo que, 1ml equivale a

1000mm? e que o volume da cdmara € de 0,1mm?3, entdo 10x1000mm?> = 10000.

O numero estimado de células por ml € obtido através da equagao 1

N = % x D x 10000, )

onde:

N - nimero de células por ml;
Nt - nimero total de células contadas;
Q - nimero de quadrantes contados;

D - fator de diluicao utilizado.



32
3.1.3 Realizagao da curva de crescimento

A realizacdo da curva de crescimento iniciou-se apds a determinacgao inicial de células
vidveis por mL de solucdo. Com o auxilio de uma pipeta, 10mL da cultura ativada previamente
foi inoculada em um erlenmeyer contendo 200mL de meio YEPD liquido e, apds a contagem, foi
incubado na estufa shaker com 130 rpm 30°C. A partir deste momento foi iniciada a contagem do

tempo para o crescimento (MARTINS et al., 1998).

A analise do primeiro tempo (TO) se deu logo apds a transferéncia do microrganismo para
o erlenmeyer, retirando-se uma aliquota de Sml para determinagdo da densidade 6ptica (D.O.),
com a utiliza¢do de um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600nm, neste primeiro
momento. Além da medicdo da D.O., foi feita a contagem das coldnias crescidas em placa de cada
triplicada para cada tempo de crescimento (VIEIRA, 2006; FERREIRA, 2006).

O espectrofotdmetro € um aparelho que permite medir a quantidade de luz, com um com-
primento de onda conhecido e dentro do espectro de luz visivel, que € absorvida por uma solucao
(absorbancia ou densidade Optica). O aparelho utilizado neste experimento € da marca Varian,
modelo Cary 50 Conc. Para a medicdo da absorbancia da cultura de células o espectrofotdme-
tro utiliza-se da passagem de um feixe de luz monocromatica através de uma cubeta de quartzo
com lcm de espessura onde se adiciona a solucdo a ser analisada. O aparelho possui uma inter-
face com um computador que, através do software Cary Win UV, realiza o cdlculo da absorbancia
relacionando a intensidade luminosa incidente e a intensidade luminosa transmitida através da cu-
beta. Estas grandezas sdo relacionadas pelo software seguindo a lei de Beer-Lambert mostrada na

equagao 2.

Ay = Logio~ (2)

onde:

A, - absorbancia da solugao;
1, - intensidade luminosa incidente;
I, - intensidade luminosa transmitida;
A contagem em placa foi realizada retirando-se 1ml do in6culo e transferindo-o para um

tubo contendo 9ml de solugdo salina a 0,9% diluindo assim o in6culo a 10!, Parase chegar a uma

diluicao de 10~*, foi retirada uma nova aliquota de 1ml, deste tubo ja diluido de 10~ I e transferida
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para um novo tubo contendo 9ml de solucdo salina a 0,9%. Repetindo esta operagao 4 vezes, foi
obtida a diluicdo a 10~* (VIEIRA, 2006; FERREIRA, 2006).

Alcangada a diluicdo desejada, uma porcdo de 0,1ml desta diluicdo foi transferida para
uma placa de Petri contendo meio de cultivo sélido (dgar YEPD: Glicose 2%, Peptona 2%, Extrato
de levedura 1% e agar dgar 1,5%) e entdo espalhada nesta placa com o auxilio de uma alga de

Drigalsky, seguindo a técnica do espalhamento descrita por SILVA et al. (2007).

Ap6s inoculadas, as placas foram mantidas em estufa a 30°C por 48h, para entdo serem
feitas as contagens das unidades formadoras de colonia (UFC). Esta contagem ¢é feita para estimar
o nimero de células por ml de cultivo. Este valor foi comparado com o valor da D.O. estabelecendo
um gréfico correlacionando os valores de D.O., contagem padrdo em placas e contagem em camara
de Neubauer (KUHN et al., 2000).

O procedimento realizado para a andlise do tempo inicial (T0) foi também realizado para
a andlise dos demais tempos sendo que, amostras do indculo foram retiradas exatamente apds uma,
tré€s, cinco, sete, nove, doze e vinte quatro horas. O fim do procedimento foi considerado quando
atingida a fase estaciondria do crescimento, sendo determinada através dos resultados da D.O.
(RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001).

3.2 METODOLOGIA PARA IRRADIACAO DAS AMOSTRAS
3.2.1 Preparo das amostras

O procedimento para a irradiacio das amostras foi feito com base na metodologia utili-
zada por KAPPKE et al. (2005) e adaptado para o cultivo das leveduras Saccharomyces boulardii

e Candida albicans.

Para a preparacdo das amostras para irradiacdo, as células foram cultivadas em tubos
contendo 10ml de caldo YEPD (FERREIRA, 2006). Ap0s a ativacdo dos microrganismos, foi
realizado a lavagem das células para a retirada do excesso do meio de cultivo em que estas se
encontravam. Esta lavagem foi feita primeiramente com a centrifugacio dos tubos contendo 3ml do
cultivo de cada levedura a 3500 rpm durante 10 min (EPIPHANIO et al., 2001). Esta centrifugacao
¢ feita para causar a sedimentacdo das células no fundo do recipiente. O sedimento foi entdo
ressuspenso em tubos contendo 10ml de solucao salina 0,9%. Em seguida foram feitas dilui¢des de
acordo com os dados obtidos com a contagem em camara de Neubauer com o intuito de se obter,
em média, entre 30 e 300 UFC por placa (KAPPKE et al., 2005; NEDER, 1992; MARIANO;
ASSIS, 2000; LOBO et al., 2009).
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A irradiacdo das amostras foi feita apds a inoculacao destas células em dgar YEPD através
da técnica do espalhamento descrito por SILVA et al. (2007), que consiste na deposi¢ao de 0,1ml
da solucdo contendo o microrganismo, no centro da placa, espalhando-se com o auxilio de uma

al¢a de vidro (alca de Drigalsky) até que o material seque por completo.

Ap6s a inoculagdo, as células foram submetidas a irradiacdo com radiacao ultravioleta C.

3.2.2 Irradia¢do com raios ultravioleta

O procedimento de irradiagdo com radiagdo ultravioleta foi realizado no laboratério de
Microbiologia da UTFPR, com a utiliza¢ao de uma lampada ultravioleta da marca Sankyo Denki de
15W emissora de radiagao ultravioleta C, com pico de comprimento de onda de 253,7nm (DENKI,
Co., Ltda). Esta lampada faz parte de uma cdmara de fluxo laminar da marca Pachane, modelo PA
300.

Placas inoculadas foram dispostas abertas no interior da ciAmara de fluxo laminar esterili-

zada previamente pela mesma lampada ultravioleta.

Com o auxilio de apoios, as placas foram inclinadas para permanecerem em uma posi-
cdo perpendicular em relacdo a lampada UV-C, de modo a obter uma exposicao uniforme. Esta
inclinacdo foi necessdria pois a lampada € fixa em uma das paredes da cdmara de fluxo laminar.
A Figura 6 mostra uma vista lateral esquemadtica da disposi¢do das placas em relagdo a lampada
UV-C.

Com base nos experimentos feitos por Pigatto (2008), que irradiou células bacterianas
com radiag¢do UV, e Lobo et al. (2009), que concluiram que a célula de S. cerevisiae precisa de uma
maior intensidade de raios UV em comparacdo com células bacterianas, os tempos de irradiagao
variaram entre 5 segundos e 40 segundos para S. boulardii e de 10 a 60 segundos para a C. albicans,
avaliando-se assim os efeitos da densidade de energia de UV-C sobre os microrganismos em fungao

do tempo de exposi¢ao.

O procedimento foi realizado em triplicata, ou seja, trés placas inoculadas foram expostas
em cada tempo. Uma triplicata inoculada foi incubada sem ser irradiada, para verificagao do padrao
de crescimento em compara¢do com a curva de crescimento mencionada e com a contagem em
camara de Neubauer. Uma placa esterilizada foi mantida sob as mesmas condi¢des de incubagao

para controle de esterilidade.

Todo o processo de irradiacdo foi realizado ao abrigo da luz pois, outras ondas eletro-
magnéticas produzidas pelas lampadas ou até mesmo pela iluminacdo natural, poderiam afetar os

resultados da exposicdo com raios UV-C, causando a fotorreativagdo do DNA mutado pela radia-



35

Mﬂpﬂiﬂ

Figura 6: Esquema da irradiacio com UV-C

Fonte: autoria propria

cdo (KAPPKE et al., 2005; TORTORA et al., 2005).

Ap6s as irradiacdes, as triplicatas foram embaladas em papel kraft para evitar a fotorre-
ativacdo (KAPPKE et al., 2005). As embalagens foram mantidas em estufa a 30°C por 48 horas
para posterior visualiza¢do e contagem das UFC (unidades formadoras de coldnias) (FRIEDL et
al., 1997).

Com os resultados numéricos obtidos, foi construido um gréafico das UFC sobreviventes

pelo tempo de exposigao.

3.2.3 Fotorreativagio

Posteriormente foram realizados testes para confirmar a ocorréncia da fotorreativacdo. A
execucdo destes testes utilizou o mesmo procedimento anterior para irradiacio com a diferenca
de que 6 placas inoculadas foram irradiadas de cada vez. Trés destas placas foram embaladas em
papel kraft para posterior incubacdo e a demais foram imediatamente expostas a luz das lampadas
fluorescentes do proprio laboratério apds a irradiacdo. A distancia entre as placas e as lampadas
foi correspondente a altura das bancadas onde os experimentos sdo frequentemente realizados, € o

tempo de exposicao foi de uma hora. para entdo serem incubadas durante 48h.

Dado o tempo de incubacao, as colonias visiveis de cada placa foram contadas. Os resul-
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tados obtidos, com as placas sem exposicdo a luz e com exposi¢ao a luz ap6s a irradiagio, foram

comparados.

3.2.4 Calculo da intensidade de radiacao da 1ampada UV-C

O célculo da intensidade de radia¢do da lampada UV-C que atinge a placa onde estio
os microrganismos, foi realizado com base em fatores de radiacdo térmica descrita por (MO-
DEST, 1993), que define a quantidade de radiacdo difusa transmitida de uma superficie para outra.
(KOWALSKI, 2001; KOWALSKI et al., 2002) citam que, para definir a intensidade de um campo
de radiagdo em 3D, € necessario o uso de um “fator de visao de radiagao”. O calculo deste fator,
de um elemento plano posicionado perpendicularmente a um cilindro finito (lampada), pode ser

realizado através da equagao 3.

F(x,1 )_L 1arctan L — arctan \/m —i—X_ZH arctan Xx(H-1) (3)
= TH L HZ 1 H+1) /XY YxH+1) )|
onde:
H=x/r;
L=1/r;

x - distancia entre a lampada e a placa [cm] ;
[ - comprimento do segmento da lampada [cm] ;

r - raio da 1ampada [cm] .

Para calcular o fator de visdo em qualquer ponto ao longo de uma Iampada, esta deve ser

dividida em dois segmentos de comprimentos 1; e I (I> = l;5; - 1;) como mostra a figura 7.

Este processo é conhecido como dlgebra de fator de vis@o e pode ser calculado através da
equacdo 4 (KOWALSKI, 2001; KOWALSKI et al., 2002).

Eol(xyllall‘ot?r):Fl(xallvr)+F2(x7127r)' (4)
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Figura 7: Esquema de apresentacao dos parametros de irradiacao (modelo do fator de visao de radi-
acao para a lampada UV-C)

Fonte: autoria propria

A intensidade da radiacdo UV-C no centro da placa posicionada de acordo com a figura 7
pode ser calculada pela equagdo 5 (KOWALSKI, 2001; KOWALSKI et al., 2002).

I — EL{VEOI (5)

2rrl

onde:

I - intensidade da radiagdo UV-C no centro da placa [uW / cmz];

E,, - poténcia da 1ampada UV-C [uW].

A partir das equacgdes 3, 4 e 5, tem-se que a intensidade de radia¢io no centro da placa foi
de 56,4 mW/cm?. Para se obter esta intensidade em fungio do tempo basta apenas multiplicar o
valor da intensidade pelo tempo em segundos por exemplo, para o tempo de 5 segundos, multiplica-
se 56,4x5 = 282 mW.s/cm”.

A verificacdo da fotorreativagdo com C. albicans foi testada com uma lampada de LEDs
para TFD (terapia fotodindmica) de 1,5 W de potencia, 630nm de comprimento de onda e fluxo
luminoso de 36 Im. Da mesma maneira que com a luz visivel, as placas foram expostas a esta
lampada logo apds serem irradiadas com radiagdo ultravioleta. Cada triplicata foi irradiada durante
5 minutos a uma distancia de 10 centimetros da fonte. A intensidade luminosa média, medida com

um fotdmetro da marca EXTECH Instruments, modelo 403125, foi de 1901,25 lux.
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3.3 CALCULO DE REDUCAO DECIMAL

O valor da redugdo decimal determina o nimero de vezes em que a populagdo inicial
de células € reduzida de 90%, ou seja, apenas 10% de células sobreviventes em um determinado
tempo de contato com o agente esterilizante (RUTALA; WEBER, 1998; MAZZOLA et al., 2003).
A relag@o utilizada para o cdlculo da reducdo decimal esta descrita por Alexandre et al. (2008) e é

mostrada na equagao 6.

No
Y= Log—, (6)

onde:

Y - ndmero de reducdes decimais;
N, - nimero inicial de células (placas sem exposi¢ao);

N - numero de UFC ap6s irradiagio;
3.4 ISOLAMENTO DOS MUTANTES

Muitos microrganismos sao capazes de se desenvolver em meios de cultivo que contém
apenas sais minerais e uma fonte de carbono ou alguns aminodcidos, este tipo de meio é deno-
minado meio minimo (MM). Porém, esta capacidade também se aplica a meios de cultivo mais
complexos cuja composi¢do é mais rica em nutrientes, tais como a peptona, extrato de levedura,
caseina hidrolisada, extrato de carne entre outros, estes meios sdo ditos meios completos (MC).
Quando um microrganismo que é capaz de se desenvolver em ambos os meios sofre alteracdes e
perde esta capacidade de se desenvolver apenas em MM, este microrganismo € chamado de mu-
tante auxotréfico (AZEVEDO, 1998). O procedimento para isolamento de mutantes estd descrito
em Neder (1992) e Kleiner et al. (1998). A cultura ativada por 24 horas foi centrifugada a 3500 rpm
por 15 min. Logo apds, as células foram ressuspensas em solugao salina, a concentragdo de células
por ml de solucdo foi contada em camara de Neubauer e ajustada por dilui¢des até obter-se con-
centracio na ordem de 10° células por ml. Em seguida a solugio foi vertida em uma placa de Petri
vazia e esterilizada para entdo ser irradiada por 30 segundos com raios UV-C no intuito de se obter
5% de células sobreviventes. Feito isto, a solucdo irradiada foi transferida para um tubo esterili-
zado, adicionou-se o antibidtico nistatina e a mistura permaneceu em repouso durante 60 minutos,
no intuito de selecionar células resisténtes. Decorrido este tempo, a solucdo foi novamente cen-

trifugada e ressuspensa em solugdo salina para em seguida aliquotas de 0,1ml serem inoculadas
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em meio YEPD (que é um meio completo para o desenvolvimento da levedura cuja composi¢ao
esta descrita em 3.1.1) e incubadas a 30°C por 48h. As colonias crescidas no meio completo (MC)
ndo sdo necessariamente mutantes e, para o isolamento dos possiveis mutantes, foram preparadas
placas contendo meio minimo para leveduras (MM). O meio minimo possui 0 minimo possivel de
nutrientes necessarios ao desenvolvimento do microrganismo e leva as seguintes substancias em
sua composic¢do (NEDER, 1992):

* K;HPO4 0,2g
* (NH4)2S04 0,2¢g
* MgS0O4 0,025¢g
¢ Glicose 0,2g

* Agua destilada 1000ml

Placas contendo MM foram marcadas pelo lado de fora com nimeros em ordem crescente,
totalizando 26 nimeros em cada placa. As coldnias crescidas em MC também foram numeradas
e uma pequena porcdo destas coldnias foi inoculada, com o auxilio de uma al¢a de platina, nas
placas com MM nos seus correspondentes nimeros. Em seguida as placas foram incubadas a 30°C

por 48 horas.

Dado o tempo de incubagao foi feita a andlise do crescimento. As células que se desenvol-
veram apenas em meio completo (YEPD) e que ndo apresentaram crescimento em meio minimo
foram consideradas mutantes, como descrito por Neder (1992), Kleiner et al. (1998). Estes mutan-

tes foram entdo numerados e reativados em caldo YEPD para posterior caracterizagdo.
3.5 PROVAS BIOQUIMICAS

As provas bioquimicas sdo uma importante ferramenta para avaliagdo do metabolismo
das células. No caso deste estudo, estes testes foram realizados para avaliar os efeitos causados
pela irradiacdo dos microrganismos estudados. Com base nos experimentos citados por Heijden
(2000), RIBEIRO e SOARES (2005) os testes se dividiram em quatro categorias:

* Assimilagdo de fontes de carbono;

* Assimilagdo de nitrogénio;

* Fermentacdo de carboidratos;
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¢ Hidrodlise da uréia.

Para avaliar a assimilacdo de fontes de carbono os microrganismos foram inoculados em
meios de cultivo com fontes diferentes de carbono e incubados por 48h a 30°C. Foram estes o
caldo glicose, caldo sacarose, caldo lactose, 4gar maltose e dgar citrato, cujas composicdes estao

descritas abaixo.

Meio base para carboidrato

* Peptona 10g;

» Extrato de carne 1g;

* NaCl 5g;

* Vermelho de fenol 0,018g
* Agua destilada 1000ml;

e Carboidrato 1%
Agar uréia

* Peptona 1g;

* Glicose 1g;

* NaCl 5g;

* Vermelho de fenol 0,012g;
* Fosfato dipotéssio 2g;

* Agua destilada 1000ml;

* Uréia 20g;

 Agar 12g.
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Agar citrato
e Citrato de sodio 3g;

* Sulfato de magnésio 0,2g;

* dihidrogeno fosfato de potassio 1g;

NaNH4 HPO4 . 4H20 1,5g;

 Agar 12g;

Azul de bromotimol 0,08g

. Agua destilada 1000ml;

Os meios de cultivo em questiao possuem indicadores de pH e mudam de cor conforme
o resultado positivo ou negativo para o teste. No caso, os testes com glicose, sacarose, lactose e
maltose, a mudanca de cor para o amarelo indica um resultado positivo e a permanéncia em rosa
indica um resultado negativo, enquanto que no teste do citrato a mudanca de cor do verde para o
azul indica o resultado positivo o que significa que o micro-organismo € capaz de utilizar o citrato
como tnica fonte de carbono (RIBEIRO; SOARES, 2005).

A assimilacdo de nitrogénio foi feita inoculando-se os microrganismos em dgar ferro li-
sina. Este meio possui, além de um indicador, um aminodcido como fonte de nitrogé€nio e, quando
a célula possui a capacidade de metabolizar este aminoécido, ocorre a mudanca de cor do meio de
cultivo para purpura, indicando resultado positivo (RIBEIRO; SOARES, 2005).

A fermentacdo de carboidratos foi verificada através da adicdo de um tubo invertido (tubo
de Durhan) no tubo que continha o meios com carboidratos. A presenca de bolhas neste tubo
invertido apds o tempo de incubagao (48h a 30°C) indica um resultado positivo para fermentagao
(RIBEIRO; SOARES, 2005; HEIJDEN, 2000).

A hidrélise da uréia € avaliada através da inoculacdo das células em dgar uréia. Quando o
microrganismo € capaz de hidrolisar a uréia em amonia, ocorre a alcaliniza¢do do meio e, devido
a presenca de um indicador de vermelho de fenol, o meio torna-se rosado o que indica resultado
positivo (RIBEIRO; SOARES, 2005).
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS CELULAS MUTANTES DE 5.
BOULARDII

A atividade antimicrobiana das células das leveduras foi testada com cinco microrganis-
mos patogénicos diferentes obtidos do banco de cepas do laboratério de microbiologia da UTFPR.
Sao estes: Escherichia coli ATCC 8739 e ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Primeiramente todos os microrganismos foram ativados em caldo BHI Brain-heart infu-
sion, que € um meio derivado de nutrientes de cérebro, coracdo, peptona e dextrose, durante 24
horas, para as células bacterianas, e 48 horas para células de leveduras (ANVISA, 2001). Dado
o tempo de incubacdo, os microrganismos patogénicos foram diluidos em propor¢do de 1:10 e
inoculados em placas de Petri contendo meio YEPD, pela técnica do espalhamento com alca de

Drigalsky.

As células, de S. boulardii e dos mutantes isolados, foram centrifugadas a 3500 rpm por
15 min. Apés a retirada do sobrenadante da cultura, as células foram ressuspensas com a adi¢ao
de uma quantidade de solugdo salina cinco vezes menor do que a quantidade de meio de cultivo
inicial (concentracio de células) (BANDEIRA et al., 2008).

Discos confeccionados em papel filtro foram impregnados com esta solugao concentrada
de células e, apds 15 min para impregnacao, estes foram dispostos sobre as placas, previamente
inoculadas pelo método do espalhamento, com os microrganismos patogénicos devidamente iden-
tificados (BANDEIRA et al., 2008).

Ap6s este procedimentos as placas foram levadas a estufa a 30°C por mais 24 horas (BAN-
DEIRA et al., 2008).

A segunda metodologia utilizada para o mesmo teste foi realizada da seguinte maneira.

Os microrganismos mutantes foram ativados em caldo YEPD por 48 horas, em seguida
foram inoculados em polos distintos de placas de Petri, com dgar YEPD estéril, para entdo serem
incubados por mais 48 horas. Apds este tempo as coldnias desenvolvidas foram expostas aos raios
UV-C por 10 min e o excesso da massa celular das coldnias foi retirado com o auxilio de uma
espatula esterilizada. O intuito deste procedimento € a verificagdo da acdo antimicrobiana apenas
dos metabdlitos secunddrios produzidos pela levedura (dcidos organicos) que se difundem pelo
meio de cultivo durante o desenvolvimento da colonia (BRAGA; SPESSOTO, 2008).

Para a etapa seguinte, os microrganismos patogénicos jd ativados em caldo BHI por 24
horas foram diluidos em 1:10 e entdo inoculados nestas placas. O resultado foi lido 24 horas depois
do procedimento (BRAGA; SPESSOTO, 2008)
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3.7 UTILIZACAO DA TFD COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

Os testes com TFD para avaliacdo da acdo antimicrobiana tiveram as seguintes etapas: 1-
avaliacdo da acdo apenas da lampada de LEDs sobre as células; 2- Avalia¢do da a¢@o apenas dos
fotossensibilizadores (corantes), azul de metileno e verde malaquita, sobre as células; 3- Avaliacao
da combinagdo corante e exposi¢ao a lampada de leds (SOUZA et al., 2003; PRATES et al., 2010;
SUZUKI, 2009).

O primeiro teste foi realizado primeiramente com a ativa¢ao dos microrganismos (S. bou-
lardii e C. albicans) em caldo YEPD por 48h a 30°C. Posteriormente foram feitas dilui¢des, em
solucdo salina, ate 1:10000 de acordo com a contagem em camara de Neubauer. A partir desta
dilui¢do, aliquotas de 0,1ml foram transferidas para placas de Petri com o auxilio de uma micro-
pipeta e espalhadas com al¢a de Drigalsky. Apds o espalhamento, uma triplicata foi incubada sem
ser exposta a lampada de LEDs e as demais triplicatas foram expostas por 3, 6, 9 e 12 minutos.
A lampada de LEDs em questdo possui poténcia de 1,5W e comprimento de onda de 630 nm, na
faixa da luz vermelha, e foi posicionada a 5 cm da superficie do dgar, de maneira com que sua
luz atingisse toda a superficie da placa. Feitas as exposi¢des, as placas foram incubadas por 48h
a 30°C, para posterior contagem das UFC (SILVA et al., 2007; KAPPKE et al., 2005; SUZUKI,
2009).

O segundo teste foi realizado colocando as células em contato com as substancias fo-
tossensibilizadoras (FS) em diferentes concentracdes e tempos de exposicao. Os corantes foram
preparados na concentra¢do de 0,1 mg/ml, sendo autoclavados logo apds sua preparacdo. Apds
feitas as devidas dilui¢des, seguindo a contagem em camara de Neubauer, foi adicionado o FS de
modo que fossem obtidas as concentragdes de 1:1, 1:0,5 e 1:0,25 de FS nos tubos. Imediatamente
apos esta adicdo foi inoculada a primeira triplicata referente ao tempo zero de exposicdo ao FS.
Dados os tempos 3, 6, 9 e 12 minutos uma triplicata foi inoculada para cada respectivo tempo. As

placas foram incubadas nas mesmas condi¢des anteriores.

O terceiro teste corresponde a combinacdo entre os dois fatores, contato com FS e expo-
sicdo a lampada de LEDs. O procedimento para o contato com FS foi realizado da mesma maneira
que para o experimento anterior e as concentracdes utilizadas para o experimento foram de 1:0,5
para o azul de metileno e 1:0,25 para o verde malaquita. Tais concentragdes foram selecionadas
apos os resultados dos testes de toxicidade, de modo a se obter entre 30 e 300 coldnias na inocula-
cdo em placa apos o tempo de contato das células com os corantes. As células foram sensibilizadas
com 10 min de contato com o FS e em seguida inoculadas em placa de Petri para posterior exposi-
cado a lampada de LEDs. Os tempos utilizados foram de 0, 3, 6, 9 ¢ 12 min (PRATES et al., 2010),
(SOUZA et al., 2003).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a analise estatistica dos dados foram utilizados diferentes métodos.

O primeiro a ser descrido € o célculo de desvio padrao para os valores das UFC das
triplicatas realizadas. O desvio padrdo destes valores € utilizado para estimar a dispersao estatistica
do nimero de UFC para cada instante de tempo. O célculo de desvio € feito considerando os
valores obtidos das triplicatas e a média aritmética destes valores e aplicando a equacdo 7 para

estimativa de desvio padrdo descrita por Vuolo (1998).

1 2
n_1: 1(yz_y)~ (7

1

n

o’ =
Foi realizada uma correlacao entre os dados obtidos para a curva de crescimento de S.
boulardii. Esta correlagdo resultou em pontos experimentais que, através da regressao linear, foi
possivel obter a equagio referente a reta ajustada e o coeficiente de determinagio r2. Este coefi-
ciente de determinacdo € uma correlacdo que permite determinar a precisdo com que os valores
se relacionam, ou seja, determinar o nimero de células por ml apenas medindo a absorbancia do
cultivo. Sua vantagem ¢é de que a medi¢@o da absorbancia € um processo com resultados imedia-
tos ao contrdrio da verificagdo em placa, que necessita da inoculacdo de vdrias diluicdes e espera
do tempo de incubacdo para verificagdo da melhor diluicdo o que despende de muito tempo e

desperdicio de materiais.

A regressao linear foi calculada pelo método dos minimos quadrados descrito por Vuolo

(1998) e Taylor (2009) e mostrado nas equagdes 8 e 9.

Lis1 0 =y)(xi —X)

b= — ,
Z?:I(xi —x)2

®)

a=73—Dbx. ©)

A regressdo linear também foi calculada pelo programa Statistica e o melhor resultado

entre os dois métodos foi utilizado para andlise dos resultados.

Ap6s o cdlculo da regressao linear foi realizado o célculo do coeficiente de determinacdo

(r%), que esté descrito por Vuolo (1998), usando a equagio 10.

(10)



Este dado também foi calculado pelo programa Statistica (STATSOFT, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CURVA DE CRESCIMENTO DE S. BOULARDII

A contagem inicial de células, realizada em cdmara de Neubauer, foi de 227 mil UFC/ml
com desvio padrdo de 11,9%. A contagem de UFCs das placas correspondentes ao tempo zero
da curva foi observada uma ordem de grandeza proxima da contagem em camara de Neubauer,
com um valor de 61 mil UFC/ml. Estes dados, além de confirmarem o ndmero inicial de células
para realizacdo da curva, também indicam que a contagem em cadmara de Neubauer poderia ser

utilizada para verificagdo da melhor dilui¢do a ser inoculada nos meios de cultivo.

No acompanhamento da curva de crescimento foi possivel observar a fase de crescimento
logaritmico (ou fase Log) que se estendeu por aproximadamente 10 horas apds o inicio do proce-
dimento. Também foi possivel observar o inicio da fase estaciondria que aconteceu em aproxima-
damente 10 horas ap6s o inicio do experimento. As Figuras 8 e 9 apresentam, respectivamente, 0s
pontos obtidos experimentalmente que representam o crescimento da levedura em Log(UFC) em
funcdo do tempo e os pontos que representam a densidade dptica da cultura (medida com um feixe

de Iuz de 600nm em espectrofotometro) em funcio do tempo de crescimento.
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Figura 8: Log do nimero de UFC/ml de S. boulardii em funcao do tempo de crescimento em meio
YEPD a 30°C

Fonte: autoria propria
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Figura 9: Log da absorbancia do cultivo de S. boulardii em relacio ao tempo de crescimento.

Fonte: autoria propria

A fase de adaptacdo (ou fase Lag) que normalmente ocorre no inicio de uma curva de
crescimento, nao foi observada, porque o microrganismo ja estava bem adaptado ao meio YEPD e

as condi¢des de cultivo.

Com o acompanhamento da curva de crescimento foi possivel correlacionar os resultados
do cultivo em placas de Petri com os resultados das medicdes de absorbancia correspondente a
amostras para cada instante de tempo. A correlacio entre os dados resultou nos pontos experimen-
tais e, ap6s o ajuste da reta foi possivel calcular o coeficiente de determinacio r°. Este coeficiente

permitiu determinar o nimero de células por ml apenas medindo a absorbancia do cultivo. A
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Figura 10 apresenta esta correlagao.
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Figura 10: Correlacao entre o niimero de UFC e a absorbancia do meio obtidas durante a curva de
crescimento de S. boulardii

Fonte: autoria proépria

Como observado na Figura 10 o valor de r? foi de 0,9845. Isto significa que a precisdo dos
valores correlacionados é de 98%. A correlagdo utilizada foi a que apresentou melhor resultado
para r?, calculada pelo programa Statistica em a equacdo obtida foi y=6,7594 + 1,499x onde, y
representa o valor do log das UFC/ml e x representa o valor da absorbancia da cultura celular. O
valor calculado pelo método dos minimos quadrados foi descartato pois apresentou uma precisao

menor.

4.2 IRRADIACAO DAS CELULAS DE S. BOULARDII

A porcentagem de células sobreviventes em fung¢do do tempo de exposicao referente a

primeira irradiagd@o € apresentada na Figura 11.

A Figura 11 apresenta os pontos obtidos experimentalmente para exposicao de células de
S. boulardii. Cada ponto € referente ao nimero de células sobreviventes (eixo y) em fun¢do do
tempo de exposi¢do (eixo x). Foram calculados os desvios padriao para cada ponto experimental.
O desvio padrao destes valores estima a dispersao estatistica do nimero de UFC para cada instante

de tempo.
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Figura 11: Percentual da populacao de S. boulardii expostas a radiacao UV-C em doses crescentes

Fonte: autoria propria

A acdo dos raios ultravioleta sobre as células no ponto situado aos 30 segundos de expo-
sicdo, que representa uma intensidade de 1692 mJ/cm?, apresenta uma reducéo decimal de 0,89,
ou seja, a populagdo inicial teve uma reducdo de 90% 0,89 vezes. A partir dos 60 segundos (3384
mJ/cm?) a redugdo decimal foi de 2,57, o que significa que a populagio inicial teve uma reduco de
90% 2,57 vezes. Na pritica obteve-se 100% das células inativadas a partir deste tempo. TORTORA
et al. (2005) afirmam que quando os microrganismos sao expostos a agentes antimicrobianos, estes
normalmente morrem em uma taxa constante. Ao representar a curva de mortalidade logaritmica,

pode-se observar com clareza que esta taxa € constante.
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Com o resultado desta primeira irradiagao, tornou-se possivel a determinacdo dos tempos
de exposicdo para a segunda irradiacdo. Os resultados obtidos com 1 segundo de exposi¢do, por
exemplo, ndo apresentam mudancas significativas na populagao inicial. Além disto, o desvio pa-
drdo elevado dos primeiros pontos da curva requereram uma repeticdo do experimento para maior

precisdo.

A segunda irradiacdo foi feita com intervalos de 5 segundos entre os pontos e 8 pontos no
total (Figura 12). Pode-se confirmar a sensibilidade das células de levedura a radiacdo UV-C, pois,
houve uma reducao decimal de 0,997 da populacdo no tempo de 30s, ou seja, 90% das células

foram inativadas com este tempo de exposicao.

Também foi possivel observar, relacionando os dados com os anteriores, que aos 40 se-
gundos observa-se quase a totalidade de inativagdo dos microrganismos. Nesse tempo, apenas

0,59% da populagdo inicial sobreviveu a exposi¢do aos raios UV-C.

Em se tratando de descontaminacdo de superficies Alexandre et al. (2008) igualmente
obtiveram resultados significativos apenas a partir de 30 segundos de exposi¢do ao irradiar com

UV-C superficies plasticas contaminadas por esporos de Bacillus subtilis.

Ao expor células mutantes da levedura Saccharomyces cerevisiae a uma intensidade de
10 J/m? (100 mJ/cm?), Lenzi (2005) obteve uma reducdo decimal com menos de 125 J/m? (1250
mJ/cm?) de intensidade da radiacio UV-C o que indica que a célula mutante utilizada pelo autor
¢ mais sensivel que a linhagem ndo exposta do microrganismo. RESNICK e SETLOW (1972)
em seus experimentos também obtiveram um resultado parecido, sendo que, menos de 1% da
populacio, da linhagem sem irradiar, sobreviveu a uma intensidade de radiagdo de 150 J/m? (1500
mJ/cm?). Os autores ainda chegaram a conclusio que a cepa mutante é cerca de 20 a 30 vezes mais

sensivel que a cepa sem irradiar.

O ndmero de células sobreviventes a radiag@o ultravioleta C em fungdo do tempo de ex-
posicdo esteve de acordo com os dados encontrados para leveduras na literatura. Lobo et al. (2009)
obtiveram 99,76% de inativagdo de S. cerevisiae com 60 segundos de exposicdo em um reator de
2,5 litros e de acordo com Birrell et al. (2001) existe uma reducio decimal maior que 1 com uma

intensidade de radiacdo préxima de 300 J/m?.

4.2.1 Verificag¢do da ocorréncia de fotorreativacdo em células de S. boulardii

Os resultados dos experimentos para a verificagdo da ocorréncia de fotorreativagao sio
apresentados na Figura 13 onde estdo representadas os pontos referentes as triplicatas com e sem

exposicdo a luz. Os pontos marcados por um tridngulo representam o experimento com as placas
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Figura 12: Percentual de reducio da populacao de S. boulardii apés segunda irradiacao com UV-C
nas mesmas condicoes

Fonte: autoria prépria

sem exposi¢cdo a luz visivel apds irradiacdo e os pontos marcados por um losango representam o

experimento refente as placas expostas a luz visivel durante 1 hora apds irradiacao.
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Figura 13: Comparacio entre os percentuais de reducao com e sem exposicao a luz pés irradiacao.

Os triangulos representam as contagens sem exposicao a luz e os losangos as contagens com exposicao
aluz.

Fonte: autoria prépria
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Na tabela 1 sdo apresentadas as comparagdes dos valores de redugdes decimais dos dois

experimentos e os respectivos desvios padrao do percentual de UFC referentes a estes experimen-

tos.

Tabela 1: Comparacio entre as reducoes decimais (RD) de S. boulardii com e sem fotorreativacao

Tempo (s) RD Sem luz Desvio padrao das UFC RD Com luz Desvio padrao das UFC
(experimento sem luz) (experimento com luz)

0 0 6.8% 0 6.8%

10 0,1013 10,9% 0,0403 5.2%

17 0,1359 8,9% 0,0841 1,9%

24 0,2810 9,4% 0,1659 3,7%

31 0,5141 9.1% 0,3560 10,2%

38 0,8163 6,9% 0,5791 10,7%

45 1,2630 2,2% 0,7574 5,0%

Levando em consideracdo os desvios padrdes das duas curvas, expressando os resultados

em redugdes decimais e fazendo a comparagdo entre os dois resultados é possivel concluir que a

fotorreativacdo foi muito pequena ou nula.

Foi realizada uma segunda irradiaco para verificacao da fotorreativacao. Esta nova curva

foi realizada nas mesmas condi¢des que a anterior, com excecao da lampada ultravioleta que foi

trocada por uma nova, com as mesmas caracteristicas, devido a queima da lampada anterior. Os

resultados deste experimento estdo expressos na Figura 14 que apresentam os resultados da irra-

diacdo sem exposicao (pontos marcados por um tridngulo) a luz e com exposi¢do a luz (pontos

marcados por um losango) apds a irradiacdo respectivamente.
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Figura 14: Percentual de células de S. boulardii sobreviventes a radiacao UV-C sem exposicao a luz
apos a irradiacio (pontos representados por um triangulo) e com exposicao a luz (pontos representa-
dos por um losango)

Fonte: autoria proépria
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Fazendo novamente a comparacio entre as redugdes decimais (RD) (Tabela 2) e levando
em consideracdo os desvios padrdo dos experimentos com e sem exposicao a luz apds a irradiacao,

nota-se que nao houve a fotorreativacao.

Tabela 2: Comparacio entre as RD de S. boulardii com e sem fotorreativaciao (segunda irradiacio)
Tempo (s) RD Sem luz Desvio padrdo das UFC RD Com luz Desvio padrdo das UFC

(experimento sem luz) (experimento com luz)
0 0 2,67% 0 2,67%
10 0,1760 8,81% 0,1546 4,55%
17 0,4727 5,92% 0,5806 4,63%
24 1,1505 5,62% 1,2423 3,25%
31 1,6946 1,01% 1,3935 2,02%
38 1,6946 1,75% 1,6946 2,67%
45 2,1717 0,58% 1,8706 2,33%

Pode-se sugerir que, com o comprimento de onda utilizado ndo ocorre a fotorreativacdo
pois com base no que afirma Aguiar (2000), este fendmeno apenas ocorre com comprimentos de
onda entre 300 e 500 nm que estdo na faixa dos raios ultravioleta A (UV-A). Outros fatores como
extensdo do dano provocado, pH e temperatura também podem afetar a fotorreativagdo além do

comprimento de onda.

4.2.2 Comparagao da eficiéncia entre as lampadas UV-C utilizadas

Comparando-se os resultados dos experimentos realizados com uma lampada UV-C com
um tempo estimado de mais de 10000 horas de uso e de uma lampada nova (com zero horas de uso)
fica evidente a diferenca da eficiéncia na inativagdo do microrganismo em questdo. Na Figura 15
¢ apresentada uma comparacio entre entre os resultados de redug¢do populacional com a lampada
com mais de 10000 horas de uso (grafico a esquerda) e com a lampada com zero horas de uso

(gréfico a direita).
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Figura 15: Comparacio entre os resultados com as lampadas com 10000 horas (grafico a esquerda) e
zero horas de uso (grafico a direta)

Fonte: autoria prépria

O tempo de exposi¢do para uma redugdo decimal da populacdo de S. boulardii com a
lampada com mais de 10000 horas de uso, fica em torno de 40 segundos, mas este tempo reduz
para cerca de 25 segundos com a utilizacdo da lampada nova. Com este resultado é possivel
concluir que a eficiéncia da lampada germicida diminui claramente com o tempo de utilizacao.
Neste caso, a eficiéncia da lampada com mais de 10000 horas de uso diminuiu em torno de 41%
em relacdo a lAmpada sem uso prévio ao experimento. O desgaste das lampadas UV com o tempo é
influenciado pelos ciclos de acondicionamento e desligamento e pela poténcia aplicada por unidade
de comprimento da lampada. A Figura 4.2.2 apresenta a variacio da intensidade de radiacdo de
lampadas UV em funcdo do tempo (DROSTE, 1997).

Fonte: adaptado de (DROSTE, 1997)
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Figura 16: Variacao da intensidade de radiacao de lampadas UV-C em funcao do tempo
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Ap6s este experimento, os experimentos seguintes foram realizados apenas com a lam-

pada UV-C com zero horas de uso.

4.3 PROVAS BIOQUIMICAS EM MUTANTES DE S. BOULARDII

Foram isolados ao todo 10 linhagens mutantes da levedura S. Boulardii, que posterior-
mente foram submetidos a testes bioquimicos para verificagdo de algumas atividades metabdlicas.
Os resultados das provas bioquimicas nos mutantes isolados (Tabela 3) mostram claramente as

alteracdes no metabolismo das leveduras irradiadas.

Tabela 3: Resultados das provas bioquimicas em mutantes de S. boulardii
Mutante Glicose Sacarose Lactose Uréia F. lisina Citrato

S.boulardii  + g* + sg™* + - - -
Mut 1 +sg - - - - -
Mut 2 + sg - - - + -
Mut 3 +g - - - + -
Mut 4 +g - + - + -
Mut 5 - - - - + -
Mut 6 +g +g + - + -
Mut 7 +g - + - + -
Mut 8 - - - - + -
Mut 9 +g - - - + -
Mut 10 +g + sg - - - -

*g: com producdo de gds
**sg: sem producdo de gds
+: resultado positivo

-: resultado negativo
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Como pode-se observar na Tabela 3, a maioria dos mutantes teve alteracdes na assimilagdo
de fontes de carbono. Os mutantes ndmero 5 e 8 perderam a capacidade de assimilar a glicose,
enquanto os mutantes 1 e 2 ainda possuem esta capacidade, mas a producdo de gis na presenca
deste acticar ndo mais acontece, diferentemente da S. boulardii padrao (sem irradiar) que pode
ser observada na primeira linha da tabela. Com excecdo dos mutantes 6 e 10, todos os demais
perderam a capacidade de fermentag@o e assimilacdo da sacarose. A utilizagdo da lactose como

fonte de carbono ficou comprometida na maioria dos mutantes com excecio dos nimeros 4, 6 e 7.

Nenhum dos mutantes isolados teve a aquisi¢do da capacidade de hidrélise da uréia en-
quanto que, com exce¢do dos mutantes 1 e 10, os demais passaram a utilizar a lisina como fonte
de nitrogénio, o que ndo acontece na célula ndo irradiada. Por outro lado, nenhum dos mutantes se

desenvolveu no meio citrato e conclui-se que ndo sejam capaz de metaboliza-lo.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA DOS MUTANTES

4.4.1 Anadlise macroscépica

A Figura 17 apresenta as caracteristicas observadas na andlise macroscépica das células

irradiadas com UV-C.

Figura 17: Colonias de S. boulardii em agar YEPD apés crescimento por 48 horas a 30°C. (A) Colonias
sem exposicao a radiacdo. (B) Coldnias apés irradiacio.

Fonte: autoria prépria

E possivel observar que as coldnias continuaram a apresentar a mesma coloragio, formato
e textura, porém a comparacao feita na Figura 17 mostra que o tamanho de algumas das colonias
irradiadas aparenta ser menor com as mesmas condi¢des de inoculacio e incubagdo (inoculadas
em agar YEPD pela técnica do espalhamento e incubadas a 30°C por 48h) que das coldnias nao

irradiadas. Com estas observagdes sugere-se que as coldnias irradiadas precisam de mais tempo
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para se desenvolver como as coldnias que nao foram irradiadas. Entretanto, para confirmagao desta
afirmacdo € necessdria a realizacdo de medi¢do das colonias apds um certo periodo de incubagdo

e da analise estatistica destes dados.

4.4.2 Andlise microscpica

A andlise microscépica das células irradiadas apresentou basicamente o mesmo tipo de
alteracdo para a maioria dos mutantes. As células irradiadas apresentam um alongamento ligeira-
mente maior em comparagdo com as células nao irradiadas, mas apesar disto, as coldnias (macros-

copicas) ndo apresentam alteracdo em seu formato.

A Figura 18 apresenta micrografias das células de S. boulardii, com um aumento de 400x

de alguns das linhagens mutantes isoladas.
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Figura 18: Microscopia de células de S. boulardii com aumento de 400x sem coloracdo. (A) Sem
exposicao ao UV-C. (B) linhagem mutante n° 1. (C) linhagem mutante n’ 2. (D) linhagem mutante n’
4. (E) linhagem mutante n’ 7.

Fonte: autoria propria
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Na Figura 18 (A), que representa as células nao irradiadas, pode-se observar a predo-
minancia de células com formato arredondado e muitas destas, possuem pequenas outras células

aderidas as suas superficies como consequéncia da divisdo/reproducgdo celular.

Ao observar a Figura 18 (B), (C), (D) e (E) pode-se notar um certo alongamento em
um grande ntimero de células. Diferentemente do que ocorre com a C. albicans (figura 1), ndo
foi observada a formacdo de pseudo-hifas pela S. boulardii, portanto, o alongamento observado
apenas nas linhagens mutantes pode ter ocorrido em resultado de uma divisdo celular incompleta,
ou seja, até o momento da microscopia nao havia ocorrido a separagao, tampouco sinais de possivel
separacgdo, entre as células mae e filha apds a divisdo por brotamento. Este pode ser o motivo pelo
qual as colonias irradiadas possuem um tamanho reduzido em relagdo ao tamanho das colonias
ndo irradiadas apds incubadas nas mesmas condicdes de tempo e temperatura. Entretanto, esta
afirmacdo para ser confirmada, é necessdria a realizacdo de testes mais precisos como a medi¢ao
das células e um estudo estatistico dos dados, que ndo foi possivel fazer durante a realizacio deste

trabalho.

4.5 AVALIACAO PRELIMINAR DO POTENCIAL PROBIOTICO DAS CELULAS DE S. BOU-
LARDII

Nos testes realizados para verificagdo do potencial probidtico das células ndo foi possivel
a deteccdo de halos de inibi¢do contra nenhum dos microrganismos patogénicos testados em qual-
quer dos mutantes testados, inclusive das células de S. boulardii nao expostas ao UV-C. Apesar da
utilizacdo de duas metodologias apresentadas em Bandeira et al. (2008) e BRAGA e SPESSOTO
(2008), os microrganismos ndo responderam aos testes. A Figura 19 apresenta os crescimentos
das colonias de S. boulardii (nas periferias das placas) e o crescimento do patégeno E. Coli (pre-

enchendo o restante das placas).



60

Figura 19: Resultados dos testes de potencial probidtico da S. boulardii contra E. coli. Micro-
organismos inoculados em agar YEPD e incubados a 30°C por 24h, (E. coli inoculada previamente
pela técnida de espalhamento e S.boulardii inoculada logo apés com alca de inoculagio

Fonte: autoria proépria

Na Figura 19 (A), o crescimento das colonias de S. boulardii ndo exposta a radiacdo, nas
periferias da placa, identificadas pelas letras "BD", o crescimento que preenche o restante da placa
¢ o patégeno E. coli. Em 19 (B) temos o crescimento do mutante n’ 5, identificado pelo nimero
5 e no restante da placa pode-se ver o crescimento de E. coli. A Figura 19 (C) apresenta também
o crescimento da S. boulardii e 19 (D) apresenta o crescimento do mutante n’ 1 nas periferias da
placa indicados pelo nimero 1 e o crescimento que preenche o restante das placas corresponde a
E. coli.

Nota-se que nio houve inibicdo alguma contra este microrganismo e os limites das colo-
nias de S. boulardii e as células da linhagem mutantes chegaram a entrar em contato com cresci-
mento bacteriano. Como pode ser observado na Figura 19 (B), o crescimento da bactéria E. coli
até mesmo ultrapassa os limites da coldnia da levedura mutante mostrando que esta ndo possui
nenhum efeito sobre seu crescimento. Os demais micro-organismos testados apresentaram resulta-
dos semelhantes, ou seja, nao foram detectados halos de inibi¢do ante a S. boulardii e os mutantes

testados.

Em seus estudos Bandeira et al. (2008) obtiveram uma leve inibicdo quando testaram

a acdo da S. boulardii contra E. coli. Os autores nao informam as medidas dos halos obtidos
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e ainda afirmam que na literatura pesquisada, outros autores também tiveram dificuldades para
detectar os halos de inibi¢do, tanto para difusdo em 4gar com o microrganismo quanto para com
o sobrenadante da cultura. Martins et al. (2005) testaram o potencial probidtico da S. cerevisiae
contra varios patégenos, inclusive E. coli, e tampouco observou halos de inibi¢do. Nas discussdes
destes autores, foi possivel observar que outros autores ja conseguiram medir halos de inibi¢ao

com S. boulardii, também quando testado contra E. coli.

Com um microrganismo diferente, BRAGA e SPESSOTO (2008), realizaram a segunda
metodologia utilizada neste trabalho, obtiveram sucesso ao medir os halos de inibicao, quando
testaram a acdo de bactérias isoladas da planta Cordia verbenacea. Pode-se concluir que esta
técnica para verificacdo do halo de inibicao € valida, apenas nao sendo possivel a observacao deste

halo com o microrganismo testado neste trabalho.

4.6 IRRADIACAO DE CELULAS DE CANDIDA ALBICANS COM UV-C

A irradiagdo de células de Candida albicans seguiu a mesma metodologia da irradiacdo
da S. boulardii. Também foram obtidos pontos experimentais que representam o percentual de
mortalidade da levedura em relacdo ao tempo de exposicdo a radiagcdo.A Figura 20 apresenta os

pontos obtidos para a irradiacdo de C. albicans com UV-C.
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Figura 20: Percentual de sobrevivéncia de células de C. albicans expostas a tempos crescentes de
exposicao a radiacao UV-C

Fonte: autoria propria
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Neste experimento € possivel observar que no tempo maximo de exposi¢ao (45 segundos)
a reducdo decimal foi de apenas 0,737, o que significa redugcdo de apenas 66% da populacdo. Por
este motivo, na repeti¢do da curva, o tempo de exposicdo foi extendido em mais 15s, ou seja, até
60 segundos. A Figura 21 mostra a sensibilidade da célula com um tempo de exposi¢do que varia

entre 10 e 60 segundos.
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Figura 21: Percentual de células de C. albicans sobreviventes apds exposicao a radiacao UV-C com o
tempo de exposicao extendido ate 60 segundos.

Fonte: autoria proépria

A exposi¢do da C. albicans a um tempo 15 segundos mais longo confirma que esta le-
vedura precisa de uma intensidade de radiacdo um pouco maior para se ter uma reducio decimal
igual a 1. Interpretando o grafico nota-se que esta reducdo ocorre em torno dos 55 segundos de

exposi¢do a radiacgdo.

Ao fazer experimentos de descontaminagdo de superficies Farrell et al. (2009) também
obtiveram resultados muito parecidos ao expor células de C. albicans, além de outros micro-
organismos. Aproximadamente aos 55 segundos os autores também obtiveram a redug@o decimal
desta levedura. Crandall (1983) que também irradiou este microrganismo, obteve uma reducdo
decimal aos 40 segundos de exposi¢do e com 60 segundos, apenas 1% de sobreviventes foram

detectados.

4.6.1 Verificacdo da fotorreativacao das células de C. albicans

Como feito com as células de S. boulardii, apés a irradiacdo com raios ultravioleta, o
micro-organismo foi exposto a uma fonte de luz visivel para verificagdo da ocorréncia de fotorre-
ativacdo. A diferenca do primeiro experimento estd em que a fonte luminosa a que a levedura C.

albicans foi exposta, consiste em uma lampada de LEDs de 1,5 W de poténcia e fluxo luminoso
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de 36 Im, enquanto que para S. boulardii a fonte luminosa utilizada foi a prépria iluminag¢do do

laboratorio.

Na Figura 22 € possivel observar uma comparagdo entre os pontos do experimento sem
fotorreativacao (representado pelos pontos marcados por um losango) e com fotorreativacdo (re-

presentado pelos pontos marcados por um tridngulo).
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Figura 22: Comparacao da reducio populacional de C. albicans com fotorreativacio (pontos repre-
sentados por um triangulo) e sem fotorreativacio (pontos representados por um losango).

Fonte: autoria proépria

Os desvios padrao obtidos para as triplicatas de cada ponto e a comparagdo entre as redu-

¢coes decimais estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Reducoes decimais de C. albicans dos experimentos com e sem fotorreativacio e desvios

padrao
Tempo (s) RD Sem luz Desvio padrao das UFC RD Com luz Desvio padrdo das UFC

(experimento sem luz) (experimento com luz)
0 0 3,51% 0 351%
10 -0,0309 1,51% 0,0917 9,25%
17 0,0679 8,84% 0,1688 11,09%
24 0,4179 3,24% 0,2309 11,44%
31 0,5241 4.86% 0,5145 3,48%
38 0,6819 5,83% 0,6854 2,12%
45 0,7372 6,24% 0,7431 4,86%

Ao comparar os dois experimentos, considerando estes desvios, pode-se afirmar que nao
houve a ocorréncia da fotorreativagdo das células de C. albicans ao serem expostas a lampada de
LEDs (comprimento de onda de 630nm). A nio ocorréncia de fotorreativacdo também pode ser
concluida apenas com a observagdo da disposi¢do dos pontos experimentais, uma vez que, em al-

guns pontos, os resultados dos pois experimentos possuem pontos que coincidem ou os valores do



64

experimento sem a exposicao a luz sdo mais elevados que os valores do experimento com expo-
sicdo a luz. Segundo Aguiar (2000) a fotorreativagdo apenas ocorre com a exposi¢do das células
irradiadas a um comprimento de onda entre 300 e 500nm que compreende a faixa de comprimento

de onda dos raios ultravioleta A (UV-A).

4.7 UTILIZACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

4.7.1 Avaliacdo da acdo da lampada de LEDs sobre as células de C. albicans

A Figura 23 apresenta os pontos experimentais obtidos do procedimento que considera o
efeito apenas da luz da lampada de LEDs sobre as células de C. albicans, sem a acdo das substan-

cias fotossensibilizadoras, em diferentes tempos de exposicao.
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Figura 23: Percentual de reducio populacional de C. albicans apés exposicao a laimpada de LEDs em
tempos crescentes sem a acao dos FS.

Fonte: autoria propria

Nota-se que a luz da Ldmpada de LEDs (630nm) néo causa efeito sobre as células quando
na auséncia da substancia FS. Em seus experimentos Prates et al. (2010) obtiveram resultados
semelhantes para este tipo de experimento, apesar da utilizacdo de laser de baixa poténcia de
660nm, com poténcias ajustadas entre 30mW e 90mW. Os autores afirmam que ndo foi possivel a

observacao de qualquer alteracdo na sobrevivéncia das células sem a presencga do FS.
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4.7.2 Teste de toxicidade dos corantes azul de metileno e verde malaquita sobre C. albicans

Também foi avaliada a acdo apenas dos corantes sobre as células. A acdo do corante
azul de metileno, com concentracao de 0,1mg/ml, nas propor¢des de 1:1, 1:0,5 e 1:0,25 pode ser

observada na Tabela 5.

Tabela 5: Células de C. albicans sobreviventes ao FS azul de metileno
Concentragdo do FS  Tempo de contato da célula com FS Média das UFC/placa

1:1 Os 102,34+ 16

1:1 600s 86,00 =15
1:0,5 0Os 198,67 +67
1:0,5 600s 197,33 +19,66
1:0,25 0Os 224,00 £32
1:0,25 600s 212,00 +89

Nota-se que a diminui¢@o na populagdo da levedura, apds sensibilizagdo pelo FS, € pouco
ampla e possui maior intensidade na concentracio de 1:1. A medida que foi realizada a diminui¢ao
da concentragd@o do corante (1:0,50 e 1:0,25), a acdo do mesmo sobre os microrganismos também
diminui. Entretanto, os desvios calculados para estes valores mostram que a ocorréncia desta

diminui¢do talvez ndo tenha acontecido.

Rossoni et al. (2008) relataram em seus estudos que ndo houve diferenca significativa na
reducdo da populacdo inicial de C. albicans com os corantes sem a presenca da luz, entretanto,
o0 autor cita que ha estudos em que a reducdo populacional da levedura ocorre na presenca do FS
azul de metileno. Os estudos de Souza et al. (2003) mostram que a C. albicans ndo sofre alteracdes
estatisticamente relevantes na presenca deste corante. A acdo antimicrobiana do azul de metileno

contra C. albicans também nao foi detectada nos resultados de Suzuki (2009)
A Tabela 6 apresenta os resultados do teste de toxicidade do corante verde malaquita nas

proporcdes de 1:1, 1:05 e 1:25.

Tabela 6: células de C. albicans sobreviventes a exposiciao ao FS verde malaquita
Concentragdo Tempo de contato da célula com FS Média das UFC/placa

1:1 Os 164+ 26,5
1:1 600s 50,3£11,6
1:0,5 Os 77,6 £19,7
1:0,5 600s 62,6+ 23,1
1:0,25 Os 111,67 £16

1:0,25 600s 94,33 +14
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O corante verde malaquita se mostrou mais toxico que o azul de metileno usado nas
mesmas propor¢des. E possivel perceber que na proporgdo de 1:1 houve uma reducio de aproxi-
madamente 69% na populacdo inicial enquanto que, com o azul de metileno nesta proporcao, a
reducdo foi de apenas 15%. Igualmente como ocorrido com o azul de metileno, o corante verde
também dimiuiu sua toxicidade ao se diminuir a concentracdo. A diminuicdo da populacio pelo
verde malaquita é evidente mesmo levando em consideracio os desvios padrdo ao contrario do que

acontece com o azul de metileno.

4.7.3 TFD como agente antimicrobiano

A associagdo de corante e luz foi o tltimo passo para a avaliacdo da TFD como agente an-
timicrobiano. A Figura 24 apresenta o comportamento de C. albicans ap6s 10 minutos de contato

com o fotossensibilizador azul de metileno 1:1 e posterior irradiacio com tempos varidveis.
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Figura 24: Irradiacio de C. albicans apods sensibilizacdo por 10 minutos com azul de metileno
(0,1mg/ml) na proporcao de 1:1.

Fonte: autoria proépria
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A Figura 25 apresenta a curva referente a irradiagdo com lampada de LEDs, com inten-

sidade de 1901,25 lux, apds sensibilizacdo por 10 minutos em azul de metileno em proporcio
1:0,5.
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Figura 25: Irradiacio de C. albicans apoés sensibilizacdo por 10 minutos com azul de metileno
(0,1mg/ml) na proporcio de 1:0,5.

Fonte: autoria proépria

Em virtude do efeito téxico causado pelo verde malaquita nas leveduras, foi utilizada
apenas a concentragdo de 1:0,25 para este corante. A porcentagem da populacdo de células sen-

sibilizadas também por 10 minutos nesta concentragdo e, exposta a mesma taxa de fluéncia, estd

mostrada na Figura 26.
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Figura 26: Irradiacdo de C. albicans apods sensibilizacdo por 10 minutos com verde malaquita
(0,1mg/ml) na proporcio de 1:0,25.

Fonte: autoria proépria
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Nota-se que ndo houve diferenca significativa na contagem das células, tanto para as
concentracdes de azul de metileno, quanto para a concentracao utilizada de verde malaquita. Com
isto, tem-se que estes corantes associados com a lampada de LEDs e a metodologia utilizada,
ndo apresentam acdo antimicrobiana contra a C. albicans. Entretanto, em estudos realizados por
Rossoni et al. (2008), Souza et al. (2003) e Prates et al. (2010), foi constatada a ocorréncia da
mortalidade celular proporcionalmente a intensidade de radiacdo luminosa recebida pelas células,
porém ambos os trabalhos se utilizaram de lasers de baixa poténcia com taxa de fluéncia maior e
com comprimento de onda semelhante (entre 660 nm e 685nm) para irradiagcdo, e ndo de lampadas
de LEDs.

Nas Figuras 27 e 28 estdo representadas as contagens para os testes de TFD contra a

levedura S. boulardii sensibilizadas com azul de metileno e verde malaquita respectivamente.
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Figura 27: Irradiacdo de S. boulardii apés sensibilizacdo por 10 minutos com azul de metileno
(0,1mg/ml) na proporcio de 1:0,5

Fonte: autoria propria
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Figura 28: Irradiacio de S. boulardii apés sensibilizacdo por 10 minutos com verde malaquita
(0,1mg/ml) na proporcao de 1:0,25.

Fonte: autoria propria

Novamente, como citado para C. albicans, a levedura S. boulardii ndo apresentou inativa-
cao celular significativa com a metodologia testada, porém ambos microrganismos apresentaram
diferenca significativa nos tamanhos das colOnias antes e ap0s irradiagdo. A Figura 29 apresenta

uma comparacao nos tamanhos das colonias antes e apds a irradiagao.

Figura 29: Colonias de C. albicans crescidas em meio YEPD a 30°C durante 48h e fotossensibiliza-

N

das por 10 minutos com verde malaquita (0,1mg/ml) com e sem exposicao a limpada de LEDs. A
esquerda: colonias nao irradiadas. A direita: colonias irradiadas durante 12min com lampada de
LEDs.

Fonte: autoria prépria

Os tamanhos das colonias diferem visivelmente entre a placa nao irradiada (da esquerda)
e irradiada por 12 minutos (placa da direita). Uma vez que todas as placas foram inoculadas com

0 microrganismo sensibilizado com corante e incubadas sob as mesmas condi¢des, nota-se que a
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placa ndo irradiada possui colonias pouco desenvolvidas e de tamanho reduzido, enquanto que a
placa exposta a radiacdo possui coldnias de maior tamanho. Como jia mencionado anteriormente,
as placas nao diferem significativamente em nimero de coldnias mas, os tamanhos das colonias
de todas as placas irradiadas em diferentes tempos, sdo maiores que os das coldnias das placas
que ndo foram expostas a lampada de LEDs. Uma conclusao possivel seria de que esta radiacao,
utilizada com esta metodologia, pode auxiliar no desenvolvimento das células que foram expostas

as substancias toxicas dos fotossensibilizadores.

Na literatura nao foi possivel encontrar um estudo semelhante que comparasse as coldnias
antes e ap0s irradiacdo com ldmpada de LEDs. A maioria dos estudos € feito com laser de baixa
poténcia e com metodologia diferente da utilizada neste trabalho além disto, a maioria dos estu-
dos apresenta conclusdes referentes a acdo antimicrobiana desta técnica o que ndo ocorreu com a

realizacdo desta metodologia.
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CONCLUSAO

A curva de crescimento mostra a avaliagdo do crescimento da levedura S. boulardii em fun-
¢do do tempo, sendo possivel a completa visualizacao da fase logaritmica de crescimento do
microrganismos. O coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,9845 significa que a estimativa

do nimero de UFC/ml possui 98% de precisao.

A avaliacdo da eficiéncia da lampada ultravioleta em relacdo a sua vida util mostrou que uma
lampada com mais de 10000 horas de uso diminui em aproximadamente 41% sua eficiéncia

da inativa¢do dos microrganismos.

A avaliacdo dos danos provocados pela radiacao na levedura S. boulardii sugere, através de

provas bioquimicas, que a radiacdo ultravioleta provoca alteragdes no seu metabolismo.
Nao foi possivel a avaliagdo do potencial probidtico das células de S. boulardii.

A irradiacdo de células de C. albicans mostrou que este microrganismo € mais resistente a
radiacdo em relacdo a S. boulardii, sendo necessarios 60 segundos de exposi¢do para uma
reducdo decimal de C. albicans e apenas aproximadamente 40 segundos para uma reducao

decimal em S. boulardii.

Na verificacdo da fotorreativacdo foi possivel observar que este fendbmeno ndo ocorre ao
expor as células irradiadas a lampada de LEDs e tampouco ao expor a luz fluorescente da

sala onde o experimento foi realizado.

Os testes de toxicidade revelaram que os corantes utilizados possuem naturalmente certa
acdo antimicrobiana sendo, o azul de metileno menos téxico em comparagdo ao verde ma-
laquita. A acgdo toxica destes corantes também diminui proporcionalmente a diminui¢ao de

sua CODCCHtI‘El(;ﬁO .

Com a utilizagdo da terapia fotodindmica como agente antimicrobiano concluiu-se que a
metodologia utilizada nao apresentou a inibi¢do dos microrganismos testados. Porém, foi
observado que as colonias das placas que foram expostas a lampada de LEDs, apds as célu-

las inoculadas terem entrado em contato com as substancias téxicas dos FS, apresentaram-se
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aparentemente mais desenvolvidas em tamanho em relacio as colonias das placas que per-

maneceram ao abrigo da luz.

TRABALHOS FUTUROS

Teste da acdo da lampada germicida utilizada para microrganismos ainda mais resistentes a

radiacdo em relacdo as leveduras estudadas.

Utilizag@o de outras fontes de radiacdo para estudos dos efeitos biologicos provocados por

estas.

Utilizag@o de uma fonte de radiacdo ultravioleta A (UV-A) para verifica¢do da fotorreativa-

¢ao.
Realizacdo de microscopia eletronica dos mutantes induzidos pela radiacao.

Verificagdo do potencial probidtico da S. boulardii utilizando uma amostra concentrada do

sobrenadante da cultura celular liquida.

Fazer medicao do diametro das colonias para determinar se ha diferenca significativa entre os

tamanhos das col6nias ndo expostas a lampada de LEDs apds sensibilizacdo com corantes.
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