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MODELOS MATEMATICOS E ANALISE FRACTAL NA
INVESTIGACAO DA INATIVACAO FOTODINAMICA DE
MICRORGANISMOS FITOPATOGENICOS

RESUMO
O uso crescente e indiscriminado de agrotoxicos, além de provocar

intoxicagdo em seres vivos e meio ambiente e causar contaminacao
alimentar, pode ocasionar resisténcia aos produtos quimicos, promovendo a
selecdo de microrganismos fitopatogénicos resistentes. Este é um grande
problema nas areas agricolas e de saude humana, conduzindo a
necessidade de desenvolvimento de novas metodologias. A inativacéo
fotodindmica (IFD) é uma estratégia promissora que envolve a associacdo
de um fotossensibilizador (FS) e luz, para inibicdo de crescimento de
microrganismos. Neste trabalho o FS laranja de acridina, LA, foi depositado
utilizando a técnica spray layer-by-layer, sendo escolhida devido a facilidade
de aplicacdo em campo e alto controle da area de deposicdo. A efetividade
do método foi avaliada pela analise da evolucdo do crescimento das
colénias, em funcdo da quantidade de camadas do FS aplicado em campo,
em combinagdo com luz solar. Utilizou-se processamento de imagens e
andlise da teoria fractal na avaliagdo do crescimento das colbnias. Os
resultados demonstraram que o LA € um candidato a FS com aplicacdo em
campo. Foi possivel observar a reducdo da dindmica de crescimento das
colénias com o aumento da quantidade de camadas de FS, sugerindo que
este decréscimo possa ser ocasionado pelo fenbmeno de fotoinativagdo. Os
parametros referentes a fractalidade do sistema foram descritos por modelos
matematicos de crescimento de interfaces fractais e o conhecimento destes
pode ajudar a identificar novas estratégias para controle de microrganismos

fitopatogénicos que afetam diretamente a producéo agricola.

Palavras-chave: Colletotrichum sp., Cephaleuros sp., laranja de acridina,

velocidade de crescimento, processamento de imagens.



MATHEMATICAL MODELS AND FRACTAL ANALYSIS FOR THE
INVESTIGATION OF THE PHOTODYNAMIC INACTIVATION IN
PHYTOPATHOGENIC MICROORGANISMS

ABSTRACT
The increasing and indiscriminate use of pesticides may lead to intoxication

in living organisms as well as contamination of environment and foods. In
addition, pesticides can cause resistance, promoting the selection of resistant
phytopathogenic microorganisms. This is a major problem in the agricultural
and human health areas, which leads to the need to develop new
methodologies to address this problem. Photodynamic inactivation (PDI) is a
promising strategy involving the association of a photosensitizer (PS), light,
and molecular oxygen to inhibit the growth of microorganisms. In this work,
the PS orange acridine, OA, was deposited using the layer-by-layer spray
technique, which was chosen because of its ease to application in ambient
condition and high control of the deposition area. The effectiveness of the
method was evaluated by the analysis of the growth evolution of the colonies
as a function of the amount of PS layers applied in ambient condition at
presence of the sunlight. It was used image processing and analysis of the
fractal theory in evaluating the growth of the colonies. The results revealed
that OA is a candidate to PS for using in ambient condition. It was possible to
observe the reduction of the growth dynamics of the colonies with the
increase of the number of PS layers. This suggested that the decrease could
be caused by the photoinactivation. The parameters related to the fractality of
the system were described by mathematical models of fractal growth of
interfaces. The knowledge of these parameters can help to identify new
strategies for the control of phytopathogenic microorganisms that directly

affect agricultural production.

Keywords: Colletotrichum sp., Cephaleuros sp., acridine orange, growth

rate, image processing.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de agrotoxicos € o método mais utilizado para o controle
de patdégenos em plantas (FRANCA et al., 2015; GHINI; MIMATI, 2002;
MATIELLO; BONALDO, 2013). Porém, o uso intensivo e/ou inapropriado de
produtos quimicos promove a selecdo de microrganismos fitopatogénicos
resistentes (GHINI; MIMATI, 2002), além de provocar intoxicagdo em
homens e animais e a contaminacdo de alimentos e do meio ambiente
(CASSAL et al.,, 2014; CHIME et al.,, 2015; DE MENEZES et al., 2014b;
GHINI; MIMATI, 2002; JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; RIBAS;
MATSUMURA, 2009). Nesse contexto, é de grande importancia o
desenvolvimento de novos métodos para o controle de microrganismos
fitopatogénicos (STANGARLIN et al., 1999).

A inativacao fotodindmica é uma estratégia promissora na inibicao de
crescimento de microrganismos patogénicos no meio ambiente. O
conhecimento dos mecanismos, em relacdo a forma como as células
reagem apos o processo de irradiacdo, é de extrema importancia e fornece
indicacdo do crescimento das colbnias. Esta analise pode ser realizada a
partir de resultados de processamento de imagens (TRESCHER, 2014).

O uso de sistemas de analise de imagem permite a extracdo de
informagdes quantitativas e a caracterizacdo detalhada de variagbes
morfolégicas, encontradas no processo de formagcdo e crescimento de
sistemas complexos (DONNELLY; WILKINS; BODDY, 1995; PAPAGIANNI,
2006). A analise de imagens fornece um meio extremamente rapido e
acessivel de obtencéo de informac6es morfoldgicas através de fotografias,
além de ser um método nado destrutivo para exame de sistemas bioldgicos,
com aplicacdo em estudo de células e crescimento de culturas de
microrganismos, entre outros (AMARAL et al., 1997, TRESCHER, 2014;
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VECHT-LIFSHITZ; ISON, 1992). Apesar da grande introducdo de
parametros morfolégicos quantitativos, com relacdo ao crescimento de
microrganismos, as estruturas de colonias sao dificeis de serem descritas,
pois como muitas estruturas irregulares observadas na natureza, as colonias
apresentam padrdes fractais (PAPAGIANNI, 2006; TRESCHER, 2014).

A teoria de analise fractal aplica-se na descricdo de estruturas
irregulares e complexas, sendo proposta 1975 por Mandelbrot (BARABASI;
STANLEY, 1995) para descrever a geometria das reais formas da natureza e
identificar uma classe de objetos com formas irregulares (ASSIS et al., 2008;
CRUZ, 2000; DA COSTA, 2014; SILVA; SOUZA, 2010). Na microbiologia a
analise fractal foi introduzida para descrever padrées de crescimento, sendo
de importancia fundamental na avaliacdo da variacdo morfolégica das
estruturas (OBERT; PFEIFER; SERNETZ, 1990) que podem estar
correlacionadas a patogenicidade (HUBBARD; MARKIE; POULTER, 1986),
atividade metabdlica e producdo enzimatica (HERMERSDORFER et al.,
1987). Por exemplo, o crescimento de colbnias de bactérias e fungos tem
sido estudado por bidlogos, fisicos e matematicos, com o proposito de
analisar os mecanismos cooperativos que levam a formacao de estruturas
complexas (BARABASI; STANLEY, 1995).

1.1 Fungos e algas de plantas

Os fungos sdo organismos eucariontes, quimio-heterotréficos, de
nutricdo absortiva com digestdo extracorporea parcial (TRESCHER, 2014)
largamente distribuidos na natureza, vivendo principalmente como
saprofitos, parasitas ou em mutualismo com outros organismos
(NASCIMENTO, 2015). Todas as plantas podem ser atacadas por algum tipo
de fungo parasita, os quais provocam doencas como podriddes de caules e
frutos, seca de ponteiros, manchas foliares e infeccbes latentes (DE
MENEZES, 2012; MICHEREFF, 2001).

As algas séo caracterizadas como organismos eucarioticos uni ou
multicelulares, geralmente com parede celular formada de celulose. Sé&o
consideradas seres autotréficos, isto €, sdo capazes de realizar fotossintese
(GALICIA-GARCIA, 2015; LOPES, 2009; SILVA; FUJIl; SCAFF, 2010), e
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apresentam origem evolutiva diferente, e como consequéncia tém formas e
modos de vida muito variados, sendo possivel identificar casos de espécies
de algas verdes, vermelhas e pardas que sao parasitas. O grupo das algas
verdes destacam-se como sendo as espécies mais comuns e O0s
hospedeiros podem englobar plantas terrestres e animais, incluindo o
homem (GALICIA-GARCIA, 2015).

1.1.1 Antracnose

A antracnose, causada por Colletotrichum sp., é conhecida por ser um
patdgeno agressivo que ocasionam doencas e provocam perdas em
diversas culturas (HYDE et al., 2009), sendo considerada uma doenca de
extrema importancia econdmica no Brasil (SERRA; COELHO; MENEZES,
2008), promovendo grandes perdas no campo e em pos-colheita (FILHO;
OLIVEIRA; MENEZES, 2003), afetando principalmente a producéo de frutos
(CANNON et al., 2012) podendo danificar até 100% dos frutos armazenados
(CHOUDHURY; COSTA; DOS ANJOS, 2003; DEAN et al., 2012).

O género Colletotrichum sp. pertence ao Reino Fungi, filo
Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem
Glomerellales, familia Glomerellaceae (ARMESTO, 2013; COSTA et al.,
2003; DA COSTA et al., 2013; MARTIS et al., 2005; MYCOBANK, 2017).
Dentre os principais complexos de espécies Colletotrichum, destacam-se: C.
acutatum e C. gloeosporioides (DAMM et al., 2005; DE MENEZES, 2012; DE
MENEZES et al., 2014a, 2014b; DEAN et al., 2012).

O género Colletotrichum sp. é um dos mais comum e importantes
grupos de fungos fitopatogénicos de plantas, ocasionando perdas
econbmicas relevantes em regibes agricolas tropicais e subtropicais,
afetando até mesmo culturas temperadas (BRAGANCA et al.,, 2016;
CANNON et al., 2012; DEAN et al., 2012; HYDE et al., 2009; MENEZES,
2006; SERRA; COELHO; MENEZES, 2008; WHITELAW-WECKERT et al.,
2007). Este género envolve espécies que causam doencas de alta
relevancia econdmica em culturas perenes e anuais, leguminosas, cereais e
hortalicas, assim como inumeras frutiferas (KIMATI et al., 1997; SERRA;
COELHO; MENEZES, 2008) como apresentado na FIGURA 1.
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FIGURA 1 — Sintomas de antracnose em frutos: (a) manga [Adaptado de
(ROSSETTO, 2006)], (b) banana, (c) morango [Adaptado de (CANNON et
al., 2012)], (d) caqui [Adaptado de (AGRONOVAS, 2015)] e (e) maracuja
[Adaptado de (LIMA, 2015)].

Este patdégeno interage de modo diversificado de acordo com cada
hospedeiro (KIM; OH; YANG, 1999). O sintoma caracteristico da antracnose
séo lesbes arredondadas, formando colonias de tamanhos variados e
necréticas, onde s&o produzidas massas de conidios de coloragédo
alaranjada (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Sintomas de antracnose causado por Colletotrichum
gloeosporioides em folhas de cajueiro (a) e goiabeira (b) [Adaptado de
(CARDOSO et al.,, 2013; DUARTE, 2008; VIANA; CARDOSO; FREIRE,
2017)].

O género Colletotrichum sp. ocorrem em uma extensa gama de
culturas, que s&do economicamente Iimportantes, como 0 cajueiro
(Anacardium occidentale L.), mangueira (Mangifera indica L.), goiabeira
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(Psidium guajava L.) mamoeiro (Carica papaya L.), maracujazeiro (Passiflora
spp.), bananeira (Musa spp.), caquizeiro (Diospyros kaky L.), cafeeiro
(Coffea arabica L.), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), citros (Citrus spp.)
videira (Vitis sp.), entre outros (CANNON et al., 2012; CARDOSO et al.,
2013; DEAN et al., 2012; FILHO; OLIVEIRA; MENEZES, 2003; GALLI et al.,
2009, 2015; GARRIDO; SONEGO, 2004; KIMATI et al., 1997; LIM;
MANICOM, 2003; MEDEIROS; BARRETO; FREIRE, 2011; ROZWALKA,
2003; WHITELAW-WECKERT et al., 2007).

A antracnose é uma das doencas mais importantes sob o aspecto
econdmico que afetam a cultura de cajueiro, causando consideraveis perdas
na producédo e qualidade dos frutos (BARROS et al., 1993; CARDOSO et al.,
2013; CARVALHO, 2010; CAVALCANTI et al., 2000; DE ARAUJO et al.,
2010; KIMATI et al., 1997; PEREIRA et al., 2005; SEBRAE, 2013; VIANA,
CARDOSO; FREIRE, 2017). As perdas anuais na producéo de caju devido a
esta doenca sdo estimadas entre 40 a 80% (BARROS et al., 1993;
CARDOSO et al., 2013; DE ARAUJO et al., 2010; SEBRAE, 2013; VIANA;
CARDOSO; FREIRE, 2017). No entanto, perdas na qualidade do produto e
reducdo do rendimento industrial podem elevar ainda mais esse percentual
(CARDOSO et al., 2013).

Os sintomas podem ocorrer em ambas as faces das folhas, ramos,
flores, frutos e pseudofrutos (FIGURA 3) (CARDOSO et al., 2013), e sdo
consistentes de lesdes necréticas com formato e tamanho irregular e de
coloracdo pardo-avermelhadas (CARDOSO et al., 2013; CARVALHO, 2010;
DE ARAUJO et al., 2010; KIMATI et al., 1997; MEDEIROS; BARRETO;
FREIRE, 2011; PEREIRA et al., 2005; SEBRAE, 2013), resultando na
deformacéo das folhas e frutos (FIGURA 3. b, ¢) (CARDOSO et al., 2013;
KIMATI et al., 1997; PEREIRA et al., 2005). Na inflorescéncia, os sintomas
manifestam causando queima e queda de flores e frutos jovens,
ocasionando enormes prejuizos (FIGURA 3. a) (CARVALHO, 2010; KIMATI
et al., 1997). Nos frutos apresentam lesGes necroéticas escuras, deprimidas
(FIGURA 3. b), atingindo mais de 50% da superficie, provocando queda,
deformacgbes e atrofiamento (CARDOSO et al., 2013; CARVALHO, 2010;
KIMATI et al., 1997).



INTRODUCAO 6

FIGURA 3 - Sintomas de antracnose causado por Colletotrichum.
gloeosporioides em cajueiro: (a) frutos jovens; (b) frutos maduros; (c) folhas;
(d) ramos [Adaptado de (CARDOSO et al.,, 2013; VIANA; CARDOSO;
FREIRE, 2017)]; (e) aspecto morfolégico do fungo — estrutura acérvulo
[Adaptado de (MACHADO; FACHI; SILVA, 2016)].

O controle da antrachose em campo é feito basicamente por meio de
métodos culturais e quimicos (BARBOSA; LIMA, 2010; FISCHER et al.,
2012; GALLI et al., 2015; JUNQUEIRA et al., 2011; KIMATI et al., 1997,
NOZAKI; DETONI; DONADEL, 2013; SOARES; LOURENCO; AMORIM,
2008). Através do controle quimico, sdo utilizados varios fungicidas
(NOZAKI; DETONI; DONADEL, 2013), muitos dos quais ndo sao registrados
para esta finalidade (KIMATI et al., 1997; PINHEIRO, 2006).

1.1.2 Manchade alga

As algas da familia Trentepohliaceae ndo sdo aquaticas, mas sim
subaéreas, crescendo em solos umidos, rochas, casca de arvores, folhas,
caules e frutos. As células sdo uni ou multinucleadas, com varios
cloroplastos parietais que podem ser discoides ou em forma de banda, as
vezes aparecendo reticulados (BROOKS et al., 2015; LOPEZ-BAUTISTA;
WATERS; CHAPMAN, 2002).

As algas parasitas de plantas tem entre suas principais espécies,
Cephaleuros virescens e Cephaleuros parasiticus (AGRIOS, 2005; NELSON,
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2008). O género Cephaleuros sp. uma alga verde do reino Archaeplastida,
pertence a classe Ulvophyceae, de uma ordem unica Trentepohliales
(divisio Chlorophyta), familia Trentepohliaceae (LOPEZ-BAUTISTA;
WATERS; CHAPMAN, 2002; NELSON, 2008; SUNPAPAO et al.,, 2016;
SUTO; OHTANI, 2009), é o causador da doenca conhecida como mancha
de alga ou ferrugem amarela, sendo encontradas em regides tropicais e
subtropicais (ALMEIDA; VASCONCELOS; FREIRE, 1985; MALAGI et al.,
2011; MERIDA; PALMATEER, 2014; SUTO; OHTANI, 2009), ocorrendo
principalmente em condi¢cbes de temperatura e umidade elevada (KIMATI et
al., 1997; NELSON, 2008), clima favoravel para o seu crescimento e
reproducéo (NELSON, 2008).

As colbnias de alga séo lesdes irregularmente circulares de tamanhos
variados, podendo ser detectadas de forma isolada ou coalescente,
apresentando coloracdo alaranjada ou ferruginosa de aspecto saliente e
textura semelhante a feltro (HAN et al., 2011; KIMATI et al., 1997; MALAGI
et al., 2011; NELSON, 2008) como mostra a FIGURA 4.

FIGURA 4 — Mancha de alga em folhas de abacateiro (Persea americana
Mill) causadas por Cephaleuros virescens [Adaptado de (NELSON, 2008)].
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Geralmente as manchas ocorrem na face adaxial (superior) das
folhas, principalmente em locais com maior umidade ou sombreados
(KIMATI et al., 1997; MERIDA; PALMATEER, 2014). Com o tempo, essas
lesGes tendem a se expandir, apresentando superficie lisa e de coloracéo
pardo-acinzentada, ocupando uma grande extensao do volume foliar. Como
consequéncia do grande volume foliar ocupado, os danos causados a planta

€ a reducdo da area fotossintética normal das folhas (MALAGI et al., 2011;
MERIDA; PALMATEER, 2014; POLTRONIERI et al, 2013), assim
resultando na reducdo do vigor, afetando o crescimento das plantas
(AGROLINK, 2016; MERIDA; PALMATEER, 2014).

FIGURA 5 — Lesbes causadas por Cephaleuros parasiticus em goiabeira: (a)
lesBes na superficie superior das folhas [Adaptado de (NELSON, 2008)]; (b)
tecidos necréticos da superficie superior das folhas; (c) lesGes em frutos
fortemente infectado; (d) tecidos necrosados na superficie de frutos; (e)
secdo transversal, apresentando o tecidos necrosado completo de uma
folha, esporangioforos (sp), zoosporangios (zs) e necrose tecidual (nt)
[Adaptado de (SUNPAPAO et al., 2016)]; e (f) conjunto de esporangi6foros
da superficie das folhas [Adaptado de (BROOKS et al., 2015)].

O género Cephaleuros sp. apresenta ampla gama de hospedeiros,
gque sao economicamente importantes, como o abacateiro (Persea
americana Mill), laranjeira (Citrus sinensis L.), goiabeira (Psidium guajava
L.), jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg), mangueira (Mangifera indica L.),
seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.), cafeeiro (Coffea arabica L.),

urucuzeiro (Bixa orellana L.), cajueiro (Anacardium occidentale L.) entre
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outros (AGROLINK, 2016; KIMATI et al., 1997; NELSON, 2008;
POLTRONIERI et al., 2013).

Em goiabeiras, além de reduzir a area fotossintética normal e o vigor
da planta, pode ocasionar a desfolha, morte dos galhos, e necrose tecidual
significativa (FIGURA 5), além de reducdes na safra e perdas na
comercializacdo dos frutos (MARLATT; CAMPBELL, 1980; NELSON, 2008;
SUNPAPAO et al.,, 2016). O controle de mancha de alga em campo, é
realizado através da combinacdo de métodos culturais e aplicacdo de
fungicidas (NELSON, 2008).

Neste trabalho analisou-se a aplicagdo do principio da inativacao
fotodindmica, como uma estratégia na inibicdo de crescimento de
antracnose e mancha de alga. O conhecimento dos mecanismos
relacionados a forma como as células reagem apds o processo de irradiacdo
fornece indicagdo do modo como crescem as colbnias. Esta analise pode ser
realizada a partir de resultados de processamento de imagens (TRESCHER,
2014).

1.2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a variacdo morfoldgica e a
dindmica de crescimento de coldnias de alga e antracnose, a luz da teoria de
andlise fractal, como modelo com potencialidade para ser utilizado em
estudos de dindmica de crescimento celular.

A viabilidade das colbnias foi analisada frente aos efeitos da
inativacéo fotodinamica, combinando a utilizacdo do FS laranja de acridina e
luz solar. O fotossensibilizador foi aplicado usando a técnica de deposicao
spray camada-por-camada. Este tipo de analise além de indicar os
mecanismos responsaveis pela reproducdo do microrganismo pode guiar
pesquisadores na busca de identificacdo de novas estratégias para controle

de pragas na agricultura.
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1.3 Estrutura da dissertacao

Além do capitulo de introducdo a dissertacdo € composta de
fundamentacéo tedrica, referente a teoria fractal e inativacdo fotodinamica
(Capitulo 2). Os materiais e métodos experimentais sdo apresentados no
Capitulo 3. Os resultados e discussdo no Capitulo 4, e conclusédo (Capitulo
5), seguido de referéncias e apéndice com divulgacéo cientifica realizado no

periodo do mestrado.
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2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fractais

A palavra “fractal”, deriva do latim fractus, que significa fracdo ou
quebradico, indicando irregularidade que designa um objeto ou estrutura a
qual ndo possuem um numero inteiro como dimensdo. O emprego desse
termo foi atribuido por Benoit Mandelbrot em 1975 para descrever a
geometria das reais formas da natureza e identificar uma classe de objetos
com formas irregulares (ASSIS et al., 2008; CRUZ, 2000; DA COSTA, 2014;
SILVA; SOUZA, 2010).

Os fractais sdo objetos com formas geométricas que a Geometria
Euclidiana ndo é capaz de descrever adequadamente, devido principalmente
a trés caracteristicas fundamentais que os definem e distinguem de outras
formas: dimensao fractal, auto-semelhanca em diferentes niveis de escala e
estruturas geométricas de complexidade infinita (GULICK; 1992 apud
BACKES; BRUNO, 2005). Os objetos fractais podem ser classificados em
dois tipos: auto-similares (do inglés, self-similar) ou auto-afins (do inglés,
self-affine) (BRAZ, 2014; PEDRO, 2014). Os fractais auto-similares sao
conhecidos como isotrépicos, pois a modificacdo de escala da dimenséo do
objeto é aplicada com o mesmo fator de escala em diferentes dire¢ces
(ASSIS et al., 2008; BRAZ, 2014; MANDELBROT, 1967), ou seja, consiste
em se obter sempre réplicas idénticas atravées do mesmo fator de reducao.
(CRUZ, 2000; FUZZO, 2009). Esse tipo de auto-similaridade s6 existe em
figuras geradas por processos matematicos, como por exemplo, o conjunto
de Cantor (FIGURA 6.a), curva de Koch (FIGURA 6.b) e o triangulo de
Sierpinski (FIGURA 6.c) (NUNES, 2006).
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(@)

(c)
FIGURA 6 — Exemplos de fractais auto-similares; (a) conjunto de Cantor
[Adaptado de (BARABASI; STANLEY, 1995)], (b) curva de Koch [Adaptado
de (SILVA; SOUZA, 2010)] e (c) triangulo de Sierpinski [Adaptado de

(BARABASI; STANLEY, 1995)].
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Os fractais auto-afins sdo anisotrépicos, pois a modificacdo de escala
da dimensdo do objeto ndo é aplicada com o mesmo fator de escala em
todas as diregcbes (ASSIS et al.,, 2008; BRAZ, 2014; GOMES, 2013;
MANDELBROT, 1985; NUNES, 2006). Ou seja, ndo ha mais réplicas, e sim
figuras obtidas através de modificacdes afins, que sdo identicamente
formados por mini-cépias, mas ndo mantém fixas as propor¢cfes originais
(ASSIS et al., 2008; CRUZ, 2000; FUZZO, 2009). Existem muitas formas na
natureza, que apresentam estruturas de auto-afinidade, como por exemplo,
arvores (FIGURA 7.a), linhas de costa (FIGURA 7.b) e nuvens (FIGURA 7.c)
(NUNES, 2006; PINTO, 2001).

FIGURA 7 — Exemplos de fractais na natureza; (a) arvores, (b) linhas de
costa e (c) nuvens [Adaptado de (NUNES, 2006)].

2.2 Dimensao fractal

Normalmente, os objetos fractais podem ser descritos usando o
parametro chamado de dimensdo fractal, DF. Ao contrario do que é
observado na Geometria Euclidiana, em que, um ponto tem dimenséo O,
uma curva dimenséo 1, uma superficie dimensédo 2 e um volume no espaco,
dimensé&o 3, no qual o valor da dimensao representa a dimensionalidade do
espaco onde o objeto esta inserido, a dimenséo fractal representa o nivel de
irregularidade de uma figura ou objeto fractal. Essa diferenca nas definicbes
faz com que a dimensao fractal assuma valores fracionarios.

O fato da dimenséao fractal ser um valor fracionario se deve ao grau de
ocupacdo do objeto no espaco e também por considerar sua irregularidade.
Desta maneira, quanto maior a irregularidade de uma figura ou objeto, maior
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sera sua dimensédo fractal (BACKES; BRUNO, 2005; BRAZ, 2014; DA
COSTA, 2014; SILVA; SOUZA, 2010). Em comparagdo com a Geometria
Euclidiana, a dimenséo fractal ndo € uma quantidade inteira, ela apresenta
dimensdes entre 1 e 2 para curvas irregulares e entre 2 e 3 para superficies

irregulares, como ilustrado na FIGURA 8.

Dimensao Euclidiana Dimensao Fractal
* (Ponto) 0 0.4
% 1.4
1
1.8
2
3 2.6

FIGURA 8 — Comparagao entre a Dimensdo Euclidiana e a Dimenséo
Fractal [Adaptado de (SIQUEIRA, 2005)].

Atualmente o conceito de fractal, especialmente a dimenséo fractal,
vem sendo aplicada em diversas areas do conhecimento, como por
exemplo, estudos de sistemas caoticos, caracterizacdo de objetos, analises
e reconhecimento de padrdes em imagens; andlises de texturas e medi¢coes
de comprimento de curvas (BACKES; BRUNO, 2005), e também ¢
extremamente adequado para investigacdo e descricdo matematica de
geometrias complexas, como por exemplo, caracterizacdo e analises de
filmes poliméricos (TAM; MATSUURA; TREMBLAY, 1991; TAM,;
TREMBLAY, 1993), morfologias de superficie em filmes automontados (DE
SOUZA, 2002), caracterizagcdo de superficie irregulares em particulas
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(AVNIR; FARIN; PFEIFER, 1985; PFEIFER; AVNIR, 1983), morfologia da
superficie em catalises (GUTFRAIND; SHEINTUCH; AVNIR, 1991;
JACKSON, 1989; SERI-LEVY; AVNIR, 1991) e em cultura de
microrganismos (FUJIKAWA; MATSUSHITA, 1989, 1991; MATSUYAMA,
MATSUSHITA, 1993; MEAKIN, 1986; OBERT; PFEIFER; SERNETZ, 1990).

Na literatura podem ser encontradas diversas abordagens e métodos
para estimativa da dimensdao fractal de um objeto ou imagem, contudo, uma
ampla gama desses métodos se baseia na dimensdo de Hausdorff (um dos
primeiros métodos de estimativa da dimensdo nao inteira). Os principais
métodos sdo: Massa Raio, Andlise intersec¢cdo Acumulativa, Box-Counting,
Dividers (Compass) e Bouligand-Minkowski. Entretanto nem todos os
métodos podem ser aplicados a qualquer tipo de estrutura, porque cada
método se baseia num tipo de medicao diferente do objeto a ser analisado
(BACKES; BRUNO, 2005).

2.2.1 Método Box-counting

O método box-counting, também conhecido por “dimensédo por
contagem de caixas”’, foi utilizado nesse trabalho para estimativa da
dimensao fractal. A dimenséo por contagem de caixas é uma das técnicas
mais conhecidas e utilizadas na determinacdo da dimenséo fractal de um
objeto ou imagem, devido a sua simplicidade e facilidade no calculo
matematico aplicado e implementacdo computacional (BACKES; BRUNO,
2005; BRAZ, 2014).

Neste método, utiliza-se a sobreposi¢cdo da imagem com uma malha
de quadrados de lado r de tamanhos determinados e por contagem obtém-
se 0 numero de quadrados necessarias para cobrir toda a extensao do
fractal, ou seja, um certo nimero N que depende do tamanho r, isto €, N(r),
sendo representado pela seguinte relagdo (COELHO; COSTA, 1995):

N, (A)=pr™ (2.1)
na qual N, (A) € 0 numero de quadrados de lado r que contenham parte do

fractal A, ¢ € uma constante e DF a dimensdao fractal. Com base na relacdo

(2.1) a dimenséo fractal pode ser determinada como sendo:
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(2.2)

A cada etapa a malha é refinada, modifica-se o tamanho dos
quadrados e repete-se o0 procedimento, como pode ser observado na
FIGURA 9.

e

FIGURA 9 — Representacédo de modelo de malha de quadrados sobreposto
a imagem para estimativa da dimensdo fractal [Adaptado de (PEDRO,
2014)].

Para este trabalho, a determinacdo do tamanho dos quadrados foi

executada através do software computacional ImageJ (SCHNEIDER;

RASBAND; ELICEIRI, 2012). Ao plotar um gréfico do logaritmo de (N, (A))
em fungdo do logaritmo de (r), obtém-se uma aproximacdo de uma reta

linear com coeficiente angular, a, o qual determina a inclinacdo do gréafico,
deste modo proporciona o valor da dimenséao fractal do objeto ou imagem
gue esta sendo analisada (FALCONER, 1990).

2.3 Leideescala

O crescimento de superficies é observado tanto em processos
naturais como em laboratorio, € 0 comportamento tipico observado quando
lidamos com crescimento de superficies ou estruturas fractais € a lei de
escala (FERREIRA, 2009). Assim superficies fractais podem ser definidas

como um conjunto de particulas com alturas diferentes. Conceitos como
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rugosidade podem ser substituidos por expoentes que ndo se referem a
rugosidade propriamente dita, mas a forma com que a rugosidade muda
guando a escala de observacdo também muda (DE SOUZA, 2002; GOMES,
2013; TRESCHER, 2014).

Para caracterizar quantitativamente a formacdo de uma superficie, é

necessério a introducdo de duas funcdes, a altura média da superficie e a

rugosidade da interface. A altura média da superficie, h, pode ser definida

como:

h(t) E%Z h(i.t) 23)

onde h(i, t) corresponde a altura da coluna i no tempo t e L o tamanho da
matriz analisada. Se a taxa de crescimento for constante, a altura média

aumenta linearmente com o tempo,

h(t) ~ t (2.4)

A rugosidade da interface, W (L, t), que € caracterizada pela largura
da interface, é descrita pela flutuacdo na altura, sendo matematicamente

definida pela expresséo:

W (L,t) = \/%Z[h(i,t) ~h| (2.5)

A rugosidade de uma superficie, W, é monitorada quantitativamente
pela medida da altura de cada ponto da interface em funcédo do tempo. O
crescimento de qualquer superficie pode ser descrito por duas etapas: uma
inicial com uma forte variagcdo de W em funcdo do tempo, seguida de uma

estabilizacdo ou saturagdo na rugosidade da interface, W(L,t)~W,,

(FIGURA 10). O tempo para atingir esta saturacdo é chamado de tempo de

crossover ou tempo de saturacdo, t como pode ser observado na

sat !

FIGURA 10 (BARABASI; STANLEY, 1995; CRUZ, 2000; DE SOUZA, 2002).
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A rugosidade varia com o tempo e com o valor da rugosidade da
interface. Para tempos menores que o tempo de saturacao de rugosidade, W
(L, t) aumenta como uma poténcia do tempo:

W(L,t) ~t* (2.6)
sendo o expoente S chamado de expoente de crescimento que caracteriza a

dependéncia temporal do processo de formacéo da superficie.

W(L.t)~W oy

Log W

t

sat

il e 4 i

Log

FIGURA 10 — Representacdo das etapas de crescimento de uma superficie.
Pode-se notar dois regimes caracteristicos: (l) crescimento descrito por uma
lei de escala, e (II) a saturacdo. A figura indica um método comumente
usado para estimar o tempo de saturacio, t_ , [Adaptado de (BARABASI;

STANLEY, 1995)].

sat !

Quando a observacédo € feita em tempos superiores ao tempo de
saturacao, existe uma relacao entre o tamanho da matriz analisada (L) e o
valor de W (L, t) (DE SOUZA, 2002). Esta relacdo é expressa pela lei de
poténcia:

W, (L) ~ L7 (2.7)
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sendo « chamado de expoente de rugosidade o qual caracteriza a
rugosidade de uma interface saturada. Este expoente esta relacionado com
a dimenséo fractal de uma superficie, DF, por:

DF =D —«a(t) (2.8)

sendo D a dimenséo de imersao do objeto fractal (1, 2 ou 3).

2.4 Modelos de deposicdo para o estudo do crescimento de
superficies

Os modelos de crescimento sdo ferramentas téoricas que
correspondem a uma forma de determinar os expoentes de escala que

caracterizam superficies.

2.4.1 Modelo de Eden

O modelo de Eden proposto em 1961 para investigacao da formacao
de coldnia de bactérias e culturas de tecidos (BARABASI; STANLEY, 1995)
propde que o crescimento ocorre a partir de uma regido de nucleacédo que
pode ser uma linha, por exemplo. Novas particulas ocuparéo sitios vazios e
a escolha sera aleatéria, com a mesma probabilidade de ocupacao para

todos os sitios da interface.

FIGURA 11 — Representacdo esquematica de agregados formados a partir
do modelo de Eden [Adaptado de (BARABASI; STANLEY, 1995)].

O resultado é uma estrutura compacta (exceto por alguns sitios vazios

proximos a borda) com superficie bastante sinuosa, como representado na
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FIGURA 11. Os resultados numéricos para os expoentes de rugosidade e
crescimento, quando D = 2, obtidos por simulacdo computacional s&o
respectivamente o. ~ 0,5 e B ~ 0,33 (BARABASI; STANLEY, 1995).

2.4.2 Deposicao aleatoria (DA)

Nesse modelo, a deposicdo das particulas é realizada verticalmente
em um sitio especifico do substrato “sorteado” aleatoriamente independente
da existéncia de sitios vizinhos energeticamente mais ativos.

As colunas formadas e o expoente de rugosidade crescem livremente
de forma que o sistema ndo atinge o estado de saturagao.
Consequentemente, 0 expoente de rugosidade ndo pode ser determinado
(BRITO, 2012; DE SOUZA, 2002). A FIGURA 12 mostra um esquema do

como ocorre esse tipo de deposicao.

Particulachegando
--]:- na superficie

Altura das colunas (h)

Colunas (i=1 > i=L)

FIGURA 12 — Esquema representando o modelo de deposicao aleatodria.

Para descrever o processo de crescimento de uma superficie por DA,
podem ser utilizadas equacbes diferenciais estocésticas desprezando
detalhes de comprimentos de escalas curtos e observando as propriedades
de coalescéncias de graos. A equacéo (2.9) mostra como a altura da coluna

varia com o tempo numa determinada posigao x:
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oh(x,t)
ot

sendo ¢ o numero médio de particulas depositadas no sitio x e o segundo

=g+ F(xt) (2.9)

termo, F (x, t), consiste na flutuacdo aleatdria no processo de deposicdo

(BARABASI; STANLEY, 1995; DE SOUZA, 2002).

2.4.3 Deposicao aleatdria com relaxacédo de superficie

Nos modelos de deposicdo que envolve relaxacdo de superficie, as
particulas depositadas difundem por uma distancia finita parando na posicéo
de menor altura. Deposicbes com essa caracteristica tendem a formar
superficies mais lisas quando comparados ao modelo de DA. A FIGURA 13

mostra um esquema de como ocorre esse tipo de deposicao.

A Particula chegando
na superficie

Altura das colunas (h)

Colunas (i=1 2 i=1L)

FIGURA 13 — Esquema representando o modelo de deposicao aleat6ria com
relaxacao de superficie.

A equacdo diferencial estocastica que descreve a dindmica do modelo
com relaxagéo de superficie é dada por:
oh(x,t
g=xvzh+¢+F(x,t) (2.10)
O primeiro termo no segundo membro foi incluido AV2h para indicar a
suavizagdo da superficie. 1 € um coeficiente relacionado a tensdo de
superficie (BARABASI; STANLEY, 1995; DE SOUZA, 2002).
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2.4.4 Deposicéo balistica (DB) e a equacao de Kardar-Parisi-Zhang

Sistemas formados pela agregacao de coloides podem ser estudados
pelo modelo de deposicdo balistica. O modelo consiste na deposicdo de
diversas particulas sobre o substrato. Durante a deposicao essas particulas
podem interagir com outras particulas laterais ja agregadas gerando
superficies com sitios vazios. Conforme discutido anteriormente, no modelo
com relaxamento as particulas difundem pela superficie para fixar no ponto
com mais baixa altura, enquanto no modelo balistico as particulas se ligam
com a primeira particula que encontram. Isso caracteriza crescimento lateral
da superficie (DE SOUZA, 2002). A FIGURA 14 apresenta um esquema do

modelo de deposicéo balistica.

)

| Particula chegando
na superficie

Altura das colunas (h)

Colunas (i=1->i=L)

FIGURA 14 — Esquema representando o modelo de deposicdo balistica.

A equacao estocastica desenvolvida por Kardar-Parisi-Zhang (KPZ)
inclui o termo néo liner '51 (Vh)? que se refere ao crescimento lateral da

interface (BARABASI; STANLEY, 1995; DE SOUZA, 2002):

oh(x,t)

- w?m% (Vh)' +¢+F (x.t) (2.11)
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2.4.5 Deposicéo via epitaxia por feixe molecular (MBE)

No sistema de deposicao via epitaxia por feixe molecular (molecular
beam epitaxy, MBE) as particulas sdo arranjadas aleatoriamente ligando-se
a superficie. A dessorcdo compete com esse fendmeno durante o
crescimento e depende dos tipos de ligagdes que foram realizadas e da
geometria local da interface. No modelo MBE as particulas difundem pela
superficie buscando uma posicdo mais estavel conforme ilustrado pela
FIGURA 15 (BARABASI; STANLEY, 1995).

Deposicao
’ I 9
Dessorgao l

L | &

99

Nucleagio Agregacédo

FIGURA 15 — Esquema representando o modelo MBE [Adaptado de
(BARRON, 2009)].

A equacgao diferencial estocastica que descreve a formacdo da
interface é dada por (BARABASI; STANLEY, 1995):

gt—hz—KV4h+n(x,t) (2.12)

sendo K a representacdo da difusdo na superficie. O termo - KV# h descreve
o relaxamento da superficie e n(x, t) representa a flutuacdo aleatoria que
ocorre durante a deposigao.

Se a difusdo dominar o crescimento e o processo de relaxacéo for
relevante na formacédo da superficie a equacdo de crescimento sera dada
por:

%hz—KV4h+/IV2 (Vh*)+n(x.t) (2.13)
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O termo AV? (Vh?) esta relacionado a probabilidade das estruturas
difundirem para posi¢des energeticamente mais estaveis e sua relevancia no
processo de crescimento aumenta com a temperatura. Esta equacao prevé a
descricdo da morfologia e dindmica da interface em grandes comprimentos
de escala e para longos tempos de observacdo podendo ser utilizada,
portanto na andlise do crescimento das colbnias.

Uma das vantagens da utilizacdo de leis de escala e andlise dos
modelos de crescimento em superficies fractais é a aplicacdo na
investigacdo do padrao morfolégico de coldénias e o comportamento dos
contornos frente a variacdo temporal. Por exemplo, a investigacdo do
crescimento de col6nias in vitro e o desenvolvimento de tumores in vivo
exibem a mesma dindmica de formacdo, independente do tipo de célula
analisada (BRU et al., 2003). O mecanismo responsavel pela progressio
das células tumorais pode estar associado com a difusdo de células através
das bordas do tumor, de modo que o conhecimento e o controle da
fractalidade das colonias pode ser um fator importante a ser considerado.
Uma maneira de provocar alteracdo no contorno de bordas das colbénias € o

uso de fotossenbilizadores associados a uma fonte de luz.

2.5 Inativacao fotodinamica

A inativacdo fotodindmica, IFD, é um procedimento que visa eliminar
um patdgeno, e envolve a associacdo de um fotossensibilizador, FS,
excitado por uma fonte de luz com comprimento de onda especifico. Essa
associacdo pode ocasionar a morte celular por intermediarios citotéxicos do
oxigénio molecular ou outros radicais livres que estdo presentes nos tecidos
biolégicos (ACKROYD et al.,, 2001; CHOI et al., 2010; GAD et al., 2004;
GORZA, 2014; HAMBLIN; HASAN, 2004; KESSEL, 2004; MACHADO, 2000;
MAISCH, 2007; MELO; PERUSSI, 2012; MROZ et al., 2010; TRESCHER,
2014). Os produtos resultantes da combinacédo do FS e o oxigénio molecular
podem danificar a membrana e/ou a parede celular de um microrganismo,
causando sua morte (GORZA, 2014).

A IFD esta sendo investigada ndo somente em aplicagdes clinicas,

mas também nas areas ambientais como, por exemplo, em processos de
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desinfeccdo de agua (ALMEIDA et al., 2009) e eliminagcdo de conidios de
fungos Colletotrichum acutatum e Aspergillus nidulans (DE MENEZES et al.,
2014a).

2.5.1 Mecanismo de inativacao fotodinamica

As reacOes de fotossensibilizacdo envolvidas na inativacdo de um
microrganismo podem ser explicadas através da representacdo esquemética
mostrada na FIGURA 16.
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FIGURA 16 — Esquema das etapas fotoquimicas e fotofisicas envolvidas na
fotossensibilizacdo [Adaptado de (KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002;
RODRIGUES, 2012)].

Durante a irradiacéo, o FS é excitado e sofre uma transicao do estado
fundamental, de baixa energia (°FS) para o estado excitado singleto de curta
duragdo (*FS*) (HAMBLIN et al., 2002; KONAN; GURNY; ALLEMANN,
2002). O FS pode voltar ao estado fundamental por varios processos
radiativos (fluorescéncia, fosforescéncia) ou nao radiativos (interconversao e
cruzamento intersistemas) (DE MENEZES, 2012; DONNELLY;
MCCARRON; TUNNEY, 2008). Por meio do processo de cruzamento
intersistemas, a molécula do FS pode passar do estado singleto de curta
duracdo (*FS*) para o estado excitado tripleto de vida longa (°FS*)
(HAMBLIN et al., 2002; KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002). O principal
papel do estado singleto no processo de fotossensibilizacdo é atuar como
um precursor do estado tripleto. Este estado tripleto é o estado fotoativo, e

que pode gerar espécies citotoxicas, passando por duas reagcdes principais
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(KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002). Essas reac¢des sdo conhecidas como
fotoprocessos do Tipo | e do Tipo Il. Ambos 0s processos necessitam de
oxigénio para ocorrerem (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; HAMBLIN et
al., 2002). O fotoprocesso do Tipo | ocorre pela transferéncia de elétrons
entre o estado tripleto do FS e um substrato, produzindo assim radicais
ibnicos que podem reagir com o0 oxigénio, resultando em espécies reativas
de oxigénio, EROs, espécies citotdéxicas, como o superoxido e hidroxila. O
fotoprocesso do Tipo Il necessita de um mecanismo de transferéncia de
energia do estado tripleto do FS para o oxigénio molecular, que ocupa
normalmente o estado fundamental tripleto, 202, ocasionando assim a
geracdo de oxigénio singleto no estado excitado, que é capaz de oxidar e
danificar de forma irreversivel diversas biomoléculas, como proteinas, acidos
nucleicos e lipidios, levando a citotoxicidade (DOLMANS; FUKUMURA,
JAIN, 2003; DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008; HAMBLIN et al.,
2002; KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002; MACHADO, 2000; MROZ et al.,
2010).

Os mecanismos que envolvem os fotoprocessos do tipo | e Il podem
ocorrer simultaneamente, e a razdo entre ambos depende de diversos
parametros, principalmente as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
do FS, concentracdo de substrato e oxigénio, assim como a afinidade de
ligacdo do FS com o substrato (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003;
DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008; KALKA; MERK; MUKHTAR,
2000; SILVA et al., 2015).

2.5.2 Fontes de Luz

A escolha de uma fonte de luz apropriada para excitar o FS é
importante e garante uma melhor eficacia no processo (GORZA, 2014). Na
terapia fotodindmica com énfase no tratamento clinico busca-se fontes de
luz que esteja na faixa de 600 a 800 nm, regido conhecida como janela
terapéutica e quanto maior o comprimento de onda maior sera a penetracéao
no tecido (BAGNATO, 2008; RIBEIRO; FLORES, 2005; SILVA;
BORISSEVITCH, 2010). Entre as fontes de luz utilizadas destacam-se a luz

laser, LEDs (diodo emissor de luz), lampada fluorescente e luz branca, entre
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outras (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010; MACHADO, 2000; TOREZAN;
NIWA; NETO, 2009). No entanto, no controle de fitopatdbgenos, €
interessante o uso de luz solar (ALMEIDA et al., 2009; DE MENEZES, 2012).

A radiacdo ultravioleta é a parte do espectro eletromagnético,
referente aos comprimentos de onda entre 100-400 nm que € dividido em
trés faixas: UVA (315-400 nm); UVB (280-315 nm); UVC (100-280 nm)
(INPE, 2016a; WHO, 2002, 2007). No entanto a radiacdo ultravioleta que
atinge a superficie do planeta € em grande parte composta de UVA e
fracbes de UVB, pois como a luz solar passa através da atmosfera,
praticamente toda a radiacdo UVC e boa parte da radiacdo UVB séo
absorvidos pelo ozbnio, vapor de agua, oxigénio e diéxido de carbono (INPE,
2016a; JUCHEM et al., 1998; WHO, 2002).

25.2.1 indice de Ultravioleta

O indice Ultravioleta, 1UV, é uma medida amplamente utilizada na
taxa de exposicdo a radiacdo ultravioleta (WHO, 2007). O IUV esta
relacionado aos niveis de irradiacao ultravioleta que induzem a formacao de
eritemas na pele humana e é determinado a partir da Irradiancia Eritémica
(LEAL; TIBA; PIACENTINI, 2010; WHO, 2002), sendo definida por uma

superficie horizontal irradiada pela luz solar.

As irradiancias espectrais sofrem influéncia de alguns fatores como
quantidade de ozénio, posicdo geogréfica da localidade, tipo e altitude da
superficie, estacdo do ano, hora do dia e condi¢cdes atmosféricas (INPE,
2016b).

Essa irradiancia espectral € ponderada pela resposta da pele humana
a radiacdo ultravioleta, formulada segundo a norma da CIE (International
Commission on lllumination), denominada Irradiancia Eritémica (DOS
SANTOS; DA SILVA; MARINHO, 2011; INPE, 2016b; WHO, 2002, 2007).
Matematicamente o IUV é uma quantidade adimensional representada pela

integral no intervalo espectral entre 280 e 400nm (UVB e UVA):

400nm
UV =C [ Eg,dx (2.14)

280nm



FUNDAMENTACAO TEORICA 28

sendo E, a irradiancia espectral na superficie (Wm?/nm), ¢, o espectro de

acéo erittmica e C uma constante de conversdo equivalente a 40 Wm,
Desse modo, o IUV é uma representacdo da Irradiancia Eritémica, em um
formato mais simplificado (INPE, 2016b) ou seja uma padronizacdo da
Irradiancia Eritémica através de uma escala humérica como representado na
FIGURA 17 (DA SILVA; OLIVEIRA; MARINHO, 2008; DOS SANTOS; DA
SILVA; MARINHO, 2011).

Cntegm'ia Indice Ultravioleta
Baixo <2
Moderado 3as
Alto 6a’
Extremo >11

FIGURA 17 — Categorias de intensidades de IUV [Adaptado de(INPE,
2016b).

O IUV é representado por um numero inteiro, sendo considerado
baixo para um valor < 2 e extremo para um valor > 11 e cada unidade de
IUV corresponde a 25 mWm=2 de energia (DOS SANTOS; DA SILVA;
MARINHO, 2011; INPE, 2016b; LEAL; TIBA; PIACENTINI, 2010; WHO,
2002, 2007).

2.5.3 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores, FSs, sdo moléculas capazes de interagir
com a luz de modo a gerar espécies altamente reativas de oxigénio (DA
SILVA, 2007), e devem possuir comportamento inativo em seu estado
fundamental, absorver luz, exibir comportamento ativo durante o processo
fotodindmico e devem ser atdxicos ou apresentar baixa toxicidade
(DOUGHERTY, 1993; JORI et al., 2006). Um FS, considerado ideal para
inativagdo de microrganismos, deve ser quimicamente puro, acumular-se
seletivamente nos microrganismos alvos, ser ativado por fontes de luz e
apresentar alta eficiéncia quantica para o evento fotoquimico (ACKROYD et
al., 2001; ALMEIDA et al., 2009; JORI et al., 2006), sendo a eficiéncia
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quantica uma medida da fragdo dos fotons absorvidos que participam da
fotoquimica (TAIZ et al., 2017).

A primeira utilizacdo de FS na acéo fotodinamica foi relatada por
Oscar Raab em 1900, descobrindo que a combinacéo do corante laranja de
acridina e luz, apresentava um efeito letal sobre a Infusoria, uma espécie de
paramécio (ACKROYD et al., 2001; AMADO, 2013; KESSEL, 2004).

2531 Laranja de Acridina

O laranja de acridina, LA, representado na FIGURA 18 é um corante
catidonico com peso molecular de 265 gmol?! e volume molar 227 cm?
(AMADO, 2013; CHEMSPIDER, 2016; SIGMA-ALDRICH, 2016), solavel em
agua, e pertence a familia das Acridinas, possui caracteristicas Unicas que o
permitem ser usado em diversas aplicacbes tanto na medicina, biologia

guanto em diversas areas técnicas (AMADO, 2013).

~
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FIGURA 18 — Representacao da estrutura molecular do LA [Adaptado de
(AMADO, 2013)].

Uma de suas principais utilizacdes € na microscopica de fluorescéncia
para marcacado e deteccdo de microrganismos (ACKERMAN; SHEMESH,
1964; AMADO, 2013; Bl et al., 2006; PRAKASH et al., 2011; STRUGGER,
1948; TRESCHER, 2014; VON BERTALANFFY; BICKIS, 1956). Além disso,
apresenta atividade antitumoral (KUSUZAKI et al., 2007a; TOMSON;
EMMETT; FOX, 1974), fototoxicidade contra bactérias, parasitas e fungos
(KUSUZAKI et al., 2007b; RICKMAN et al., 1989; ZAMPIERI; GREENBERG,
1965) e também € usado como sonda Optica para monitorar gradiente de pH

em sistemas bioldgicos através da membrana (PALMGREN, 1991).
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O LA é um FS utilizado em terapia fotodinamica (HORI et al., 2014;
ROMIO, 2015; SATONAKA et al., 2011; TOMSON; EMMETT,; FOX, 1974) e
mostrou-se eficaz na inativagdo fotodinamica de Candida albicans (DOS
SANTOS et al., 2016), Escherichia coli (HASS; WEBB, 1981) e em linhagem
de células tumorais multirresistente (KUSUZAKI et al., 2000).

A FIGURA 19 mostra que o LA apresenta cinco picos caracteristicos
na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis): 230nm, 270nm, 290nm, 470nm
(forma monomérica) e 490nm (dimeros). Os trés primeiros séo referentes a
transicdo do estado fundamental So para segundo estado excitado singleto
Sz (transicdo So — S2), enquanto que os dois Ultimos correspondem a
transicdo So — Si1 (AMADO, 2013).

1,8

— |_. de acridina
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FIGURA 19 — Espectro de UV-Vis da solucao de laranja de acridina.

2.6 Técnicade deposicao de FS

A técnica de deposicdo camada por camada, layer-by-layer, LbL, é
baseada na adsorcdo espontanea de espécies carregadas em solugdo para
um substrato solido. Na maioria dos casos 0 mecanismo responsavel pela
adsorcdo € a interacdo ibnica, originada por interacfes eletrostaticas
(BRITO, 2012; DECHER, 1997). A técnica LbL, consiste em mergulhar um

substrato em solugéao carregada positivamente, durante um predeterminado



FUNDAMENTACAO TEORICA 31

intervalo de tempo. Em seguida, o substrato com a monocamada €
enxaguado em uma solucdo aquosa e posteriormente seco em fluxo de ar.
Novamente o substrato com a monocamada € mergulhado em outra
solucdo, agora com moléculas carregadas negativamente, produzindo
adsorcao de uma segunda monocamada. Posteriormente o substrato com
duas monocamada é enxaguado e seco em fluxo de ar novamente e ao final
dessas duas etapas obtém-se a primeira bicamada de um filme automontado
(BRITO, 2012; DE SOUZA, 2002; GORZA, 2014).

2.6.1 Spray layer-by-layer

Apesar da versatilidade da técnica LbL, ela apresenta algumas
limitacdes praticas, principalmente com relagdo aos longos periodos de
tempo para a completa adsorcdo das camadas e a pequena area de
recobrimento (AOKI, 2014). Essas limitacdes foram finalizadas como uma
nova abordagem da técnica proposta por Schlenoff e colaboradores
(SCHLENOFF; DUBAS; FARHAT, 2000). Nesse novo enfoque as solucdes
sao pulverizadas através de spray, de forma alternada sobre a superficie de
um substrato, como representado na FIGURA 20. Esse processo foi
denominando como spray-LbL. (FUKAO et al., 2011; IZQUIERDO et al.,
2005; KROGMAN et al., 2007).
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FIGURA 20 — Metodologia aplicada na fabricacdo de filmes spray-LbL
[Adaptado de (AOKI, 2014; AOKI et al., 2012)].
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Esse método tem uma ampla gama de aplicacdes tais como em filmes
de polieletrdlito de vesiculas de fosfolipidios incorporados em PGA/PAH
(MICHEL et al., 2005), filmes poliméricos (BRUENING; DOTZAUER, 2009),
além de varias classes de materiais, como filmes inorganicos (POPA et al.,
2010) e de materiais orgéanicos, para aplicacdo em células solares (KIM et
al., 2012), na fabricacao de filmes finos de nanotubos de carbono (KUMAR
et al., 2010; LIU et al.,, 2010) e de grafeno (PHAM et al., 2010) e na
inativacéo fotodinamica de microrganismos (DOS SANTOS et al., 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fotossensibilizador Laranja de Acridina

O corante LA, obtido da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) foi
utilizado como FS para os testes de IFD em concentragdo de 0,25 gL™t. A
solucédo foi preparada utilizando agua purificada em sistema de osmose
reversa da Quimis® Q842-210.

3.2 Estimativa da Dose através do UV

A irradiancia eritémica acumulada em um intervalo de tempo At é

denominada Dose (J/m?) e pode ser definida como:
Dose=1UV,,. i, . At (3.1)
sendo i , o valor de uma unidade de IUV, correspondente a 25 mWm?2, e

IlUVmea @ média do indice de Ultravioleta no intervalo de tempo, At. Embora o
IUV esteja relacionado aos niveis de irradiacdo ultravioleta que induzem a
formacdo de eritemas na pele humana, neste trabalho utilizou-se o IUV, na
quantificacdo de energia solar para a determinacéo da Dose.

Os dados de IUV foram obtidos através do site do INPE (Instituto

Nacional de Pesquisas Espaciais) http://www.cptec.inpe.br/cidades/

tempo/761 e http://satelite.cptec.inpe.br/uvi/.

3.3 Spray-LbL

O meétodo spray-LbL foi utilizado para depositar o FS LA sobre as
superficies das colénias de alga e antracnose. Utilizou-se um aerografo

airbrush modelo BD-137, com agulha de 0,2 mm de diametro e copo para


http://www.cptec.inpe.br/cidades/%20tempo/761
http://www.cptec.inpe.br/cidades/%20tempo/761
http://satelite.cptec.inpe.br/uv/
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fluido de 2 mL, acoplado a um compressor de 300psi (12V), alimentado por
uma bateria heliar DTZ6 como mostra o esquema da FIGURA 21. A
deposicao ocorreu na direcado perpendicular com distancia de 8 cm entre o

eixo do spray e a folha.

SEelGE Acrografo
Compressor Bateria airbrush BD-137
300psi |-

FIGURA 21 — Fotografia do sistema experimental utilizado na deposi¢cado do
FS, sobre a superficie das folhas de goiabeira e cajueiro.

Todos os procedimentos de aplicagdo do FS foram realizados
adotando uma pressao de 20 psi, pelo menor tempo de pressionamento do

gatilho de liberacéo.

3.4 Andlise dadinamica de crescimento das col6nias

Folhas de cajueiro infectadas com antracnose e de goiabeira com
mancha de alga foram analisadas neste trabalho. As colbnias foram
identificadas no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT/CUA). O acompanhamento foi realizado no campus da
Universidade Federal de Mato Grosso, municipio de Barra do Gargcas/MT, no
periodo de 28 de Junho a 09 de setembro de 2016. O crescimento das
colénias foram, acompanhado através de registro fotografico em intervalos
de 24h, utilizando uma camera digital Canon PowerShot SX170 IS (16.0MP).
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3.5 Processamento de imagens

A cada 24h, as colbnias de antracnose e alga foram fotografadas e as
imagens arquivadas. Para realizar o processamento de imagens digitais,
utilizou-se o software livre ImageJ. Sendo esse software desenvolvido pela
National Institutes of Health e a verséo utilizada foi a 1.49 (SCHNEIDER;
RASBAND; ELICEIRI, 2012). A FIGURA 22 €& uma representacdo do
ambiente de processamento de imagens do programa ImageJ. O programa

encontra-se  disponivel para download em https://imagej.nih.gov/ij/

download.html.
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FIGURA 22 — Representacdo do ambiente de processamento e analise de
imagens utilizando o software ImageJ.

O método para determinacao da dimenséo fractal € adequado apenas
para imagens bindrias, a técnica de binarizagéo proporciona a separacéo da
imagem completa nas partes que as constituem e que se diferenciam entre
si (ESQUEF; DE ALBUQUERQUE; DE ALBUQUERQUE, 2003), de modo


https://imagej.nih.gov/ij/%20download.html
https://imagej.nih.gov/ij/%20download.html
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que as cores das imagens ndo sdo importantes para a analise, assim
processa apenas informacdes em escala de cinza. As imagens foram
limiarizadas, e separadas em dois grupos: um grupo com pixels em escala
de cinza abaixo do limiar e outro com pixels em escala de cinza acima do
limiar.

Logo, uma imagem limiarizada g(x, y) é definida como:

o(x ):{2 sef(x,y)>T
sef(x,y)<T (3.2)

sendo f(x,y) aimagem de entrada, T o valor do limiar.

Assim a imagem g(x, y) sera composta apenas por dois valores para
cada pixel. Desta maneira informacdes referentes a folha ou qualquer tipo de
contaminagdo podem ser removidas durante o tratamento, selecionando
apenas as imagens referentes as coldnias estudadas (TRESCHER, 2014).
ApoOs a binarizacdo é necessario fazer a deteccdo das bordas, a qual € uma
técnica que permite separar o grupo de pixels que delimitam os contornos ou
bordas dos objetos a ser analisado (ESQUEF; DE ALBUQUERQUE; DE
ALBUQUERQUE, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do indice de Ultravioleta e Aplicacdo do FS

As colbnias de alga em folhas de goiabeira e as de antracnose em
folhas de cajueiro, foram acompanhadas em grupos controles sem FS e
grupos com aplicacdo de camadas de FS, denominados 1-LA para 1
camada aplicada, 5-LA para 5 camadas aplicadas e assim sucessivamente.
A aplicacdo do FS foi realizada na face adaxial das folhas conforme descrito
na secao 3.3. As FIGURAS 23 e 24 mostram exemplos de folhas escolhidas,

gue foram folhas adultas apresentando col6nias em sua superficie adaxial.

FIGURA 23 — Exemplos de folhas adultas de cajueiro utilizadas nos
experimentos IFD e a localizacdo das colbnias de antracnose em sua
superficie adaxial.
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FIGURA 24 — Exemplo de folhas adultas de goiabeira utilizadas nos
experimentos de IFD, e a localizac&o das colbnias de alga em sua superficie
adaxial.

As aplicagdes do FS em colbnias de alga foram realizadas as 10
horas do dia 19 de Julho de 2016 e as 10 horas do dia 17 de Agosto de 2016
em colénias de antrachose. Os indices de ultravioleta foram acompanhados
rigorosamente, assim como a intensidade de radiacdo solar na superficie
das folhas e os dados estdo representados nas FIGURAS 25 e 26 para

mancha de alga e antracnose, respectivamente.
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FIGURA 25 — Representacdo do IUV em funcdo das horas do dia
19/07/2016 e a intensidade de luz solar na superficie (adaxial) das folhas de
goiabeira, onde 0 representa a folha sem luz solar (sombra) e 1 representa a
intensidade maxima da luz solar na superficie das folhas.
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FIGURA 26 — Representacdo do IUV em funcdo das horas do dia
17/08/2016 e a intensidade de luz solar na superficie (adaxial) das folhas de
cajueiro (antracnose), onde O representa a folha sem luz solar (sombra) e 1
representa a intensidade maxima da luz solar na superficie das folhas.

Pela analise dos resultados das FIGURAS 25 e 26 € possivel estimar
o intervalo de tempo (At) que as folhas permaneceram em exposicao a
radiacdo ultravioleta, e o indice de ultravioleta médio (IUVmed). Para colbnias

de alga, com os valores de At = 16.200 s € IlUVmed = 5,9 £ 1,4 é possivel
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estimar a dose em 2.389,5 + 554,9 J/m? utilizando a equacgéo (3.1). Em
coldnias de antracnose, At = 14.400 s € IlUVmgg = 7,7 = 1,5 resulta em uma
dose de 2.760,0 + 540 J/m? As folhas que foram escolhidas para
acompanhamento permaneceram a maior parte do dia sob incidéncia direta
do sol. Estes valores sé@o similares aos registrados nos meses de Julho e
Agosto de 2007 em Belo Horizonte (SILVA, 2008) e apresentam
variabilidade na incidéncia da radiacdo que podem estar relacionadas a
dependéncia do ozénio na atmosfera, da elevagdo solar maxima diéria ao
longo dos meses e da acao de nuvens.

Apos a aplicacdo do FS foi observado que este procedimento nao
gerou nenhuma lesdo ou alteracdo morfologica, nas folhas de cajueiro ou
goiabeira. Resultados semelhantes foram encontrados na aplicacdo de
alguns FSs, em folhas de laranja pera e valéncia (Citrus sinensis) (DE
MENEZES et al., 2014a; FRACAROLLI, 2015).

Em uma analise histoldégica de cortes transversais em folhas de
laranja apos a aplicacdo dos FSs fenotiazinicos (azul de metileno, novo azul
de metileno N, azul de toluidina O e o novo fenotiazinico pentaciclico S137),
mostraram que o0s corantes ndo atravessam a cuticula das folhas, sendo
assim as células ficam suficientemente distantes do FS, e portanto ndo séo
danificadas pelas espécies reativas de oxigénio produzidas durante o
mecanismo de IFD (DE MENEZES, 2012). Este resultado indica que a
aplicacao do FS néo deve causar danos na estrutura das folhas.

4.2 Dinamica de crescimento

A dindmica de crescimento das coldnias foi analisada acompanhando
a evolugdo temporal da formacdo das colbnias, na presenca de fracdes
aplicadas do FS laranja de acridina, utilizando a técnica de spray-LbL. Os
dados foram analisados a luz da teoria fractal, que pode indicar os
mecanismos responsaveis pela reproducdo e difusdo dos microrganismos
(TRESCHER, 2014).



RESULTADOS E DISCUSSAO 41

A evolucdo morfologica e a analise de contornos das col6nias de alga
foram morfométricamente avaliadas através de imagens fotograficas como
apresentado na FIGURA 27.

Controle

FIGURA 27 — Influéncia da quantidade de camadas de FS, na evolugao
temporal do crescimento do padrao de colbnias de alga. As barras de escala
correspondem a 3mm.

O comportamento investigado foi a dependéncia do crescimento
radial das colénias em funcdo do numero de camadas de FS aplicado em
campo, frente a radiacdo solar. A FIGURA 28 mostra algumas imagens
binarizadas do contorno das colonias de alga, correspondentes a diferentes
tempos de observacdo analisados. Andlise semelhante foi realizada para
colbénias de antracnose (FIGURAS 29 e 30).
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FIGURA 28 — Evolucdo temporal do contorno das colonias de alga. Cada
contorno corresponde a um tempo de captura das imagens do crescimento
das colbnias.

Controle

FIGURA 29 - Influéncia da quantidade de camadas de FS, na evolucdo
temporal dos padrdes de crescimento das coldnias de antracnose. As barras
de escala correspondem a 2mm.
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Controle 5-LA

FIGURA 30 — Evolugéo temporal do contorno das colonias de antracnose.
Cada contorno corresponde a um tempo de captura das imagens do
crescimento das colbnias. A barra de escala corresponde a 2mm.

Foi possivel observar que a expansédo radial das colénias com FS
sofre uma menor alteragdo em comparagcdo com 0S grupos controle. O
grafico da FIGURA 31 representa mais claramente essa diferenca em
colénias de alga que foram acompanhadas antes e depois da deposi¢édo do
FS. Na FIGURA 31 o grupo controle representa coldénias sem FS, enguanto
a outra curva é uma juncédo do resultado de observacéo de coldnias antes e
apos a aplicacdo de uma camada de LA. O resultado mostra que o
crescimento das coldnias apds deposicdo do FS tende a um patamar de
saturacéo, ou seja, o crescimento parece estar sendo descontinuado. Este é
um resultado interessante, visto que indica que a acdo do FS juntamente
com a radiacdo solar parece reduzir a velocidade de crescimento das

colbnias.
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FIGURA 31 — Acompanhamento da expanséo radial de colonias de alga. O
grupo controle corresponde a colénias sem FS. A outra curva € uma
composicao da observacao das colbnias antes e apoés aplicacao do FS.

4.2.1 Velocidade de crescimento das colbnias

A cinética de crescimento do microrganismo pode ser analisada
através do estudo da dependéncia do raio médio das colonias em funcéo do
tempo. A taxa de expansao radial ou velocidade de crescimento radial, Vcres,
das coldnias podem ser estimadas através do declive dos graficos como
exemplificado na FIGURA 32 para colbnias de alga e para antrachose

(FIGURA 33).
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FIGURA 32 - Graficos do raio médio em funcdo do tempo de

acompanhamento das colonias de alga: grupos controle e 5-LA. Nos
detalhes das figuras, os ajustes correspondentes a regido linear do grafico.
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FIGURA 33 — Gréficos do raio médio em funcdo do tempo de

acompanhamento das colonias de antracnose: controle, 5-LA, 10-LA e 20-
LA.

Na FIGURA 33 é possivel observar que as coldnias escolhidas tém
aproximadamente o mesmo raio médio no inicio da observacdo e que este
raio cresce mais rapidamente no grupo controle, ao passo que com O
aumento do numero de camadas de FS ha uma diminuicdo da expansao

radial das colbnias.

TABELA 1 — Velocidade de crescimento e porcentagem de inibicdo de
colonias de alga e antracnose em fungcédo da quantidade de camadas de FS

aplicado.
Mancha de Alga Antracnose
Grupos | Vcres (um/h) % | Vcres (um/h) %
Controle | 1,19 + 0,08 - 0,14 + 0,01 -
1-LA 0,35+0,09 | 70 - -
5-LA 0,11+0,04 | 90 0,06 + 0,01 57
10-LA - - 0,039+0,004 | 71
20-LA - - 0,024 £ 0,004 | 86

(Vcres: velocidade de crescimento radial ou taxa de expansao radial; %:
porcentagem de inibicdo radial das colonias).
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Os valores da Vcres que variam com o nimero de camadas de FS

depositado, estao listados na TABELA 1. As velocidades de crescimento dos
microrganismos analisados neste trabalho sdo mais lentas que as descritas
em literatura, mas estes valores ndo puderam ser comparados, visto que a
grande maioria dos experimentos relatados ocorre “in vitro’. A comparagéo
se torna mais complexa, pois microrganismos incubados em diferentes
meios de cultura também exibem diferencas significativas nas caracteristicas
de crescimento (ELMSLY; DIXON, 2008). Os grupos com 10 e 20 camadas
de LA depositados em colonias de alga ndo foram apresentados devido a
gueda das folhas que estavam sendo analisadas e os dados coletados ndo
foram suficientes para uma analise confiavel.

As colonias de alga com 5 camadas de FS crescem ~ 10 vezes mais
lenta que o grupo controle e 3 vezes mais lenta que o grupo com apenas 1
camada de FS. Ou ainda, h4 uma reducédo de ~ 90% na velocidade de
crescimento das colénias com 5 camadas de FS. Valor similar (~86%) so foi
alcancado com 20 camadas de LA sobre colbnias de antracnose. Para as
colénias de antracnose com 5 camadas o crescimento foi ~ 2,5 vezes mais
lento que no grupo controle e para 20 camadas o crescimento foi reduzido
em ~ 7 vezes. Ou seja, conforme aumenta o niumero de camadas do FS,
ocorre uma reducédo na velocidade de crescimento das colonias.

A taxa de expansao foi reduzida na presenca de FS e exposicéo a luz
solar, provavelmente devido ao processo de inativacdo fotodinamica das
colénias (BARBERIO, 2013). Sequéncias de contornos como 0s
apresentados nas FIGURAS 28 e 30 foram utilizadas para a determinagéo
da dimensao fractal, DF, através do método de contagem de caixas. O
expoente de rugosidade, «, foi determinado através da relagdo DF =D — « e
os valores estéo listados na TABELA 2. Observa-se que os valores da DF,
em colbnias de alga foram alterados provavelmente devido a combinacédo do
FS+luz solar. Para antracnose n&o houve alteragbes significativas nos
valores de DF embora os dados da TABELA 1 indiguem reducdo na taxa de

expansao das coldnias.
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TABELA 2 — Dados morfométricos da analise de crescimento de col6nias de

alga e antracnose em funcéo da quantidade de camadas de FS aplicado.

Mancha de Alga Antracnose
Grupos DF a DF a
Controle |1,34+0,03|0,66| 1,05+0,01 | 0,95
1-LA 1,33+0,03 | 0,67 - -
S5-LA 1,24+0,02 0,76 | 1,03+0,01 0,97
10-LA - - 1,03+ 0,01 0,97
20-LA - - 1,03+0,01 | 0,97

(DF: Dimensao fractal; «: expoente de rugosidade)

Os dados da TABELA 2 podem ser avaliados através de modelos de
crescimento, que sao ferramentas tedricas que correspondem a uma forma
de analisar os expoentes de escala que caracterizam as superficies. Por
exemplo, o resultado numérico para o expoente de rugosidade da equacéo

% =—KV*h+AVv? (Vh2)+n(x,t) é dado pela seguinte equacao:

4—-d

o= 3 (4.1)
De modo que para d = 2 o valor € de a = 0,66, como 0s encontrados para o
grupo controle e 1-LA (TABELA 2) para colonias de alga. Para o grupo 5-LA
o valor do expoente de rugosidade aumenta, ou seja, a DF diminui. Essa
diminuicao da fractalidade pode ser resultado da inibicdo do crescimento das
colénias, provocado pelo fenbmeno de fotoinativacdo, que altera os

expoentes de escala.
O expoente « também pode ser obtido pela resolugdo da equacédo

%h =-KV*h+n(x,t) usando transformada de Fourier:

4—d
=2 4.2
== (42)

e sera igual a 1 para d = 2. Valores com expoente de rugosidade, o ~ 1

como 0s encontrados para as colonias de antracnose, indicam que a
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dindmica de crescimento pode ser descrita pela segunda equacdo, que
propde o crescimento e a relaxacao da interface.

O modelo de crescimento proposto por Eden (BARABASI; STANLEY,
1995) para explicar o processo de proliferacdo de células corresponde a
proposta mais simples para crescimento celular, baseada na deposicao
aleatoria de particulas e no fendmeno de agregacdo. Os resultados
apresentados para mancha de alga e antrachose estdo em desacordo com o
proposto por Eden e indicam que o processo de crescimento das coldnias de
antracnose pode ser caracterizado pela difusdo das células na superficie (-
KV* h) e que para col6nias de alga, o nimero de células é conservado (AV>
(Vh?)), isto é, a dessorcao celular deve ser insignificante.

Neste trabalho foi observado que a analise das bordas de col6nias
podem dar indicacbes a respeito da relacdo entre a habilidade de
proliferacdo e a distribuicdo espacial de microrganismos. Nossos resultados
sdo descritos pela classe universal MBE que é caracterizada pela taxa de
crescimento linear, difusdo celular nas bordas das col6nias e proliferacéo
restrita as bordas, ou seja, inibicdo do crescimento no interior das coldnias.
Esta analise estd de acordo com a observacdo de 15 linhas celulares
tumorais que exibiram a mesma dinamica de crescimento descrita por MBE
(BRU et al., 2003).

Os resultados indicam que é possivel alterar essa dinamica de
crescimento em coldnias de alga através do fenémeno de fotoinativacdo. Foi
mostrado que a expansdao radial das col6nias é significantemente reduzida
pela atuacdo do FS na presenca de luz solar, indicando que é possivel
alterar a forma e o crescimento das colonias de microrganismos

fitopatogénicos em campo, através da inativagéo fotodinamica.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi analisado o crescimento de colonias de alga em
folnas de goiabeira e de antracnose em folhas de cajueiro, frente a
inativacéo fotodinAmica combinando o fotossensibilizador laranja de acridina,
LA, e luz solar. Foi demonstrado que o LA é candidato a FS para aplicacao
em campo e que a técnica de deposi¢cdo, usando spray, proposta neste
trabalho é apropriada para esta finalidade por sua facilidade na deposicéo do
FS e por ndo causar danos nas estruturas das folhas.

A taxa de evolugcdo das colbnias foi reduzida com o aumento da
quantidade de camadas de FS aplicado. Este resultado é significativo, pois
estudos indicam, por exemplo, que a eficacia de agentes antimicrobianos
esta associada ao crescimento das colonias.

A teoria fractal é adequada na andlise da variacdo morfoldgica que
ocorre durante o crescimento das colOnias. Por tratamento de imagens foi
possivel estimar parametros referente a fractalidade do sistema. Estes
parametros podem ser explicados por modelos de crescimento de interfaces
fractais. Os valores dos expoentes de rugosidade para colonias de
antracnose podem ser descritos pela difusdo das células na superficie das
folhas e para colénias de mancha de alga, sdo associados a crescimento da
colénia, com relaxacdo da interface e dominado pelo processo de difuséo
celular.

A presenca do FS em colonias de antracnose altera a dinamica de
crescimento ao passo que para mancha de alga além da velocidade de
crescimento os valores dos expoentes criticos também séo afetados. Isto

sugere que a fotoirradiacdo interfere na dindmica e na taxa de crescimento
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das colbnias, devendo ser, portanto, um fator a ser considerado no padréo
de desenvolvimento dos microrganismos fitopatogénicos.

Em sintese, foi verificado que € possivel alterar a dinamica de
crescimento através do fendbmeno de fotoinativacdo e que o efeito pode ser
descrito por meio de modelos de crescimento de interfaces fractais. O uso
do spray-LbL pode ser uma solucdo para aplicacdo eficaz e segura no
campo, de FSs com baixa ou nenhuma toxicidade. Estes resultados podem
ajudar a identificar novas estratégias para controle de microrganismos
fitopatogénicos que afetam diretamente a producao agricola.

Os resultados deste trabalho poderdo ser utilizados como ponto de
partida para futuras investigacfes de inativacdo fotodindmica em outros
microrganismos fitopatogénicos e ainda com outros FSs de baixa toxicidade.
Um outro ponto interessante a ser investigado € a dindmica de crescimento
destes microrganismos “in vitro” o que devera facilitar a investigagcao dos
danos causados pelo processo de inativacdo na estrutura dos

microrganismaos.
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