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Resumo: As espécies de Candida constituem parte da flora normal da pele, boca e trato
gastrointestinal, sendo a mais freqiente causa de infec¢bes fungicas. Os principais fatores
predisponentes sdo a imunossupresséo. Este trabalho teve como objetivo o estudo da terapia
fotodindmica antimicrobiana (PACT) utilizando o Azul de Metileno como agente
fotossensibilizante sobre culturas de Candida albicans.A (PACT) promoveu uma queda no
crescimento da Candida albicans,a inibicao foi melhor observada na concentracdo de AM 0,05
mg/ml.Os resultados demonstram que os efeitos inibitérios dependem da adequada Densidade
de energia, concentracdo de células e da concentracdo do AM.
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Introducéo:

Os fungos séo organismos
eucariéticos, apresentando DNA delimitado
por dupla membrana.

Todas as espécies de fungos possuem
parede celular rigida, a qual determina sua
forma. As paredes sdo compostas em
grande parte por carboidratos, lipideos,
glicoproteinas e grandes cadeias de
polissacarideos. De acordo com a sua
morfologia, o0s fungos podem ser
classificados como leveduras ou como
fungos filamentosos (SIDRIM; MOREIRA,
1999).

As espécies do género Candida sdo
leveduras que se apresentam como
blastomicetos arredondados ou ovalados,
apresentando brotamento ou se alongando
formando pseudo-hifas. Em caso de
invasao tecidual a C. albicans pode formar
tubos germinativos, que se transformam
em brotamentos micelanicos septados. As
leveduras sao, predominantemente,
organismos unicelulares.

As leveduras de C. albicans causam
infeccbes que acometem principalmente a
pele, unhas, mucosas, trato intestinal,
urinario, entre outros. A transmissdo se da
por via endogena, podendo haver
transmissdo por contato inter-humano e
fomites (roupas e toalhas). Os principais
fatores predisponentes séo a
imunossupressdo, 0 uso prolongado de
corticosterdides, gravidez, diabetes,
gueimaduras graves, maceracdo das
dobras da pele e umidade constante
(OLIVEIRA et al. 2001).

A Terapia Fotodinamica (TFD) consiste
na administracdo local ou sistémica de uma
substancia fotossensivel, podendo ser uma
droga ou um pigmento, cuja caracteristica €
absorver a luz com elevada eficiéncia, em
determinada regido do espectro visivel.
Quando fotoativadas, estas moléculas sao
capazes de induzir ou participar de reacdes
fotoquimicas (MACHADO, 2000).

Esta técnica, assim como a TFD,
envolve a producdo de oxigénio singleto e
outras espécies reativas de oxigénio,
produzindo danos as células dos
microorganismos.

A TFD pode induzir morte celular, tanto
por meio de necrose como de apoptose
(OLEINICK; EVANS, 1998).

A palavra “laser” é o acrdnimo de “Light
Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”, ou seja, “amplificacdo da luz por
emissao estimulada de radiacao”
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2003;
SERWAY, 1996).

E uma luz monocromatica, produzindo
linhas espectrais muito estreitas. Altamente
direcional, coerente, podendo ser
focalizada em uma regido muito pequena
com grande precisdo, concentrando grande
quantidade da energia luminosa
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2003).

O efeito fotoquimico esta associado a
moléculas (cromoéforos) que ao serem
estimuladas absorvem energia e passam
para um estado excitado. Estes cromoforos
estao presentes nos tecidos bioldgicos, ou
podem ser alguma substancia fotossensivel
(ALMEIDA et al., 2004).
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Os lasers de baixa poténcia, ou
biomoduladores séo utilizados para a
excitacdo das funcdes celulares. Estes
lasers, por produzirem baixos niveis de
energia, provocam  apenas  efeitos
fotoquimicos. Seu principal efeito é o
aumento do metabolismo celular (LOPES;
BRUGNERA, 1998). Age, principalmente,
sobre a mitocondria e a membrana
plasmética, através de fotorreceptores que
absorvem fétons e desencadeiam reacdes
quimicas, como a sintese de ATP e a
transcricdo e a replicacdo do DNA (KARU,
1987).

O azul de metileno (AM) é um corante
catibnico da classe das fenotiazinas. E
soltvel tanto em agua como em alcool.

Recentemente, foi demonstrado o uso
do azul de metileno como agente
fotossensibilizante sobre a Candida
albicans (SOUZA et al., 2006)

Objetivo:

O objetivo deste estudo foi estudar o
efeito da Terapia Fotodindmica
antimicrobiana (PACT) sobre a Candida
albicans utilizando o azul de metileno como
agente fotossensibilizante.

Materiais e Métodos:

Os experimentos foram realizados
dentro da cabine de seguranca bioldgica
devidamente limpa com alcool 70% e
esterilizada com lampada germicida (UV),
por 15 minutos.

Neste trabalho foi utilizada a cepa
Candida albicans ATCC 10231 de origem
FIOCRUZ, gentimente cedida pelo
laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Ciéncias da Saude da UNIVAP. As
culturas de Candida albicans foram
semeadas em Agar Sabouraund dextrose e
incubadas em estufa bacterioldgica, a
37°C. Apo6s 48 horas de incubacdo, uma
colénia foi cuidadosamente removida e
ressuspendida em solugdo fisiologica
estéril (NaCl 0,85%) em concentragbes de
10°, 10° e 10’ células/ml. Suspensdes de
Candida foram aplicadas em uma placa de
microtitulacdo (96-well) em um volume
finais de 0,2ml e incubadas no escuro por 5
minutos, na presenca de diferentes
concentracbes de AM. Como grupo
controle foram utilizadas suspensdes de C.
albicans incubadas por 5 min em solucéo
fisiologica.

As irradiagcbes foram feitas em placas
de microtitulacdo estéreis, sendo utilizada
como fonte Iluminosa o laser diodo
(684nm), com area irradiada de 0,38cm?

densidade energia de 28J/cm?, poténcia de
0,035W e tempo de irradiacdo de 5min e
21segundos, em diferentes concentra¢des
de células.

Aliquotas de 0,050ml foram retiradas
antes e ap6s a irradiacdo. As aliquotas
foram diluidas em 5mL de  solugéo
fisioldgica estéril. Aliquotas de 25ul foram
aplicadas em placas de microtitulagdo (24-
well) em um volume final de 2ml de Caldo
(SABOURAUD). As placas permaneceram
durante 24h a 37°C e a D.O. foi
determinada em um leitor de Elisa em
570nm.

Resultados:

O efeito do azul de metileno (AM),
como agente fotossensibilizante  foi
avaliado sobre a levedura Candida albicans
em diferentes concentragfes de células e
em diferentes concentragbes de AM.
Inicialmente, foi estudado o efeito da PACT
sobre a cultura de C. albicans em
diferentes concentracdes do agente
fotossensibilizante. Foi observado que o
aumento das concentracbes de AM entre
0,01 e 0,1mg/ml foi capaz de diminuir o
crescimento das células apés a irradiacéo
com laser diodo (684nm) e com densidade
de energia de 28J/cm? (figura 1).

Entretanto, na presenca de AM em
concentracdes superiores a 0,5mg/ml foi
observada uma diminuicdo progressiva do
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efeito do AM em diminuir o crescimento da
cultura de células.

Figura 1. Efeito do Azul de Metileno antes
(@) e apobs a irradiacdo com laser diodo
(O). Suspensdes de Candida albicans (10°
células/ml) foram irradiadas com laser
diodo (684nm) com uma densidade de
energia de 28J/cm?,

Apls a determinacdo das melhores
concentracdes de AM para inibicdo do
crescimento da cultura de C. albicans, foi
observado o efeito da PACT, utilizando o
AM em diferentes concentracfes de
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células. Foi observado que o aumento da
concentracdo de células de 10° (figura 1)
para 10° (figura 2) e 10’ células/ml (figura
3) promoveu uma expressiva diminuicdo
sobre o efeito fungicida da PACT com AM.
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Figura 2 Efeito do Azul de Metileno antes
(@) e apods a irradiacdo com laser diodo
(O). Suspensdes de Candida albicans (10°
células/ml) foram irradiadas com laser
diodo (684nm) com uma densidade de
energia de 28J/cm?
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Figura 3 Efeito do Azul de Metileno antes
(@) e ap6s a irradiagdo com laser diodo
(O). Suspensdes de Candida albicans (10’
células/ml) foram irradiadas com laser
diodo (684nm) com uma densidade de
energia de 28J/cm?.

O efeito da densidade de energia (DE)
também foi avaliado sobre o crescimento
das culturas de C. albicans submetidas a
PACT com AM. Foi observado que o
aumento da DE foi capaz de potencializar o
efeito da PACT em reduzir o crescimento
celular (figura 4).

Este efeito foi observado, tanto na
presenca de 0,01 como de 0,05mg/ml de
AM. Na auséncia do agente

fotossensibilizante a irradiagdo nao foi
capaz de modificar o crescimento das
células, mesmo em altas dosagens.
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Figura 4. Efeito do Azul de Metileno sobre
suspensdes de Candida albicans (10°
células/ml). As células foram irradiadas
com laser diodo (684nm) em diferentes DE
na auséncia (@) e na presenca de Azul de
Metileno 0,01mg/ml (O) e 0,05mg/mIi(A).

Discussao:

A infeccdo hospitalar atinge o mundo
todo e representa uma das principais
causas de morte em  pacientes
hospitalizados. O grupo de patdgenos que
mais se destaca é o das bactérias que
constituem a flora humana. O segundo
grupo de importancia médica nas infeccdes
hospitalares sao os fungos, sendo a
Candida albicans e o Aspergillus os
patégenos mais freqientes. Os fungos sao
responsaveis por aproximadamente 8%
das infec¢des hospitalares. (ANVISA).

http://www.anvisa.gov.br

Em nosso estudo foi demonstrado que
as culturas tratadas com azul de metileno,
quando irradiadas com laser (GaAlAs) o
crescimento de C. albicans foi inibido
quase totalmente, comprovando a
eficiéncia antimicrobiana da TFD utilizando
o fotossensibilizante. (SOUZA et al., 2006)

Em nossos estudos células néo
tratadas com AM irradiadas e né&o
irradiadas, ndo foi visto nenhuma alteracéo
significativa no aumento da concentragédo
de células.

A TFD induz mudancas na
membrana  plasmética e  organelas
celularesproduzindo concequencias
acentuadas.( DOUGHERTY et al.,1998)

Atualmente, o potencial da terapia
fotodindmica antimicrobiana (PACT) na
promocgéao da erradicacéo de
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microrganismos tem sido progressivamente
mais aceita. Foi demonstrado
recentemente por Souza e colaboradores
(2006) o efeito fototoxico da fenotiazina,
azul de metileno, sobre o crescimento da
levedura Candida albicans, ap0s irradiagao
com laser diodo GaAlAs (684nm).

Concluséo:

Este trabalho demonstra que a terapia

fotodindmica antimicrobiana, com o AM foi
capaz de inibir o crescimento da Candida
albicans.
Sendo os efeitos inibitérios dependentes da
adequada densidade de energia
empregada,da concentracdo de células e
da concentracdo do AM.

Através deste trabalho,sera possivel o
estudo de novos fotossensibilizantes na
terapia fotodindmica para o tratamento de
infec¢des por Candida albicans.

Estes resultados mostraram que a
eficiéncia do AM como  agente
fotossensibilizante depende da
concentracdo de AM utilizada e, ainda, da
densidade de energia empregada.A terapia
fotodindmica antimicrobiana, com o AM foi
capaz de inibir o crescimento da Candida
albicans.

Através do experimento realizado
variando a DE e utilizando as melhores
concentragdes de AM, foi observado que o
AM tem melhor resultado com DE em 21
Jicm? e 28 Jlcm?, sendo que na auséncia
do AM ndo causou alteragdo no nimero de
células de Candida albicans.
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