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“EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA, UTILIZANDO O
AZUL DE METILENO COMO AGENTE FOTOSSENSIBILIZANTE SOBRE O
CRESCIMENTO DE Candida albicans”

RESUMO

Devido ao aumentado numero de pacientes imunocomprometidos, as
infeccbes associadas ao patégeno do género Candida tém aumentado
dramaticamente nos ultimos anos. Para proliferar, C. albicans produz o tubo
germinativo, estrutura que se estende das células, essencial para a sua viruléncia.
Neste trabalho, foi estudado o efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana
(PACT), sobre a formagao do tubo germinativo e a sobre a permeabilidade da
membrana de Candida albicans. PACT & um processo que combina luz e uma
droga fotossensibilizante, produzindo uma resposta de fototoxicidade sobre as
células tratadas, geralmente via danos oxidativos. O potencial da PACT para
promover a erradicagdo de microrganismos tem sido progressivamente mais
aceita. A formacédo do tubo germinativo foi induzida com soro de cabra apds
diferentes tratamentos com azul de metileno (AM) e Laser (684nm). Nossos
resultados demonstraram que a combinagédo de AM e Laser (684nm) promoveu
uma queda no crescimento da Candida albicans. A inibicdo foi mais pronunciada
na presenca de AM 0.05mg/ml, com uma densidade de energia de 28J/cm?. A
terapia fotodindmica, usando AM promoveu tanto a inibicdo da formacao do tubo
germinativo, como o aumento da permeabilidade da membrana em C. albicans.
Assim, nossos resultados sugerem que o AM, combinado com a luz, em um
comprimento de onda especifico, pode inibir o crescimento da Candida albicans,
por um mecanismo envolvendo a formagdo de células com membranas

plasmaticas comprometidas.

Palavras Chave: Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACT), Candida albicans,

Azul de metileno, Tubo germinativo.



“EFFECT OF PHOTODYNAMIC ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY, USING
METHYLENE BLUE AS A PHOTOSENSITIZING DRUG ON THE Candida
albicans GROWTH?”

ABSTRACT

Due to the augmented number of immunocompromised patients, the
infections associated to the pathogen of the genus Candida have increased
dramatically in the recent years. In order to proliferate, C. albicans can produce a
germ tube formation extending from the cells, which is essential to virulence. In this
work we studied the effect of the photodynamic antimicrobial chemotherapy
(PACT), a potential antimicrobial therapy against both the germ tube formation and
the permeability of Candida albicans membrane. PACT is a process that combines
light and a photosensitizing drug, promoting phototoxic response on the treated
cells, in general via oxidative damage. The potential of PACT to promote microbial
eradication are progressively more accepted. Germ tube formation was induced by
goat serum after different treatments with Methylene blue (MB) and Laser (684nm).
Our results demonstrated that the combination of MB and Laser (684nm) promoted
a decrease in the Candida growth. The inhibition was more pronounced in the
presence of 0.05mg/ml MB, using an energy density of 28J/cm?. Photodynamic
therapy, using MB promoted both the inhibition of the germ tube formation and the
increase in the membrane permeabilization by C. albicans. Thus, our results
suggest that Methylene blue, combined with light in a specific wavelength, can
inhibit the Candida albicans growth, by a mechanism involving the generation of

cells with compromised plasma membranes.

Key-Words: Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy (PACT), Candida albicans,
Methylene blue, Germ tube.
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1 Introducéo

1.1 Fungos

A palavra fungo € derivada do latim Fungum, com origem desconhecida
(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

Whittaker (1969) enquadrou os fungos dentro do reino Fungi, observando
gue estes nao realizam fotossintese, ndo acumulam amido (substancia de reserva
energética em células vegetais), ndo apresentam celulose em sua membrana
plasmatica (apenas os fungos aquaticos) e ndo possuem tecidos verdadeiros
(SIDRIM; MOREIRA, 1999). Os fungos séo individuos eucarioticos, apresentando,
assim, organizacdo celular e DNA delimitado por dupla membrana. Geralmente,
apresentam parede celular quitinosa. Nao possuem clorofila e plastidios. Suas
células atingem didametro igual ou maior que 1um. S&o seres aerdbios, ou seja,
necessitam de oxigénio livre. Sdo heterétrofos, pois retiram matéria-prima e
energia da matéria organica e armazenam glicogénio. As formas primitivas
dependem do meio aquatico e, as formas mais evoluidas apresentam
dependéncia menor (SIDRIM; MOREIRA, 1999, LACAZ; PORTO; MARTINS,
1991).

Os fungos se comunicam com 0 meio externo atraveés da parede celular.
Esta parede é formada por polissacarideos associados aos polipeptidios,
constituindo as glicoproteinas da parede celular. As glicoproteinas desempenham,
tanto papel enzimético, como estrutural. S&o indispensaveis nas vias metabdlicas,

na manutencdo da homeostase e nas inter-relagbes celulares, em relacdo ao



crescimento e a reproduc¢do. Estruturalmente, a membrana celular dos fungos é
semelhante as membranas das células animais e vegetais, apresentando duplo
folheto lipidico, com proteinas e glicoproteinas dispersas (SIDRIM; MOREIRA,
1999).

Nos fungos a quantidade de lipidios é muito variada. Seus lipidios sao
constituidos de fosfolipidios, trigliceridios e esterdis. No citoplasma algumas
organelas sao delimitadas por membranas de constituicdo semelhante a
membrana celular, como o reticulo endoplasméatico, o sistema de Golgi, as
vesiculas mitocondriais e os vacuolos. J& os ribossomos e os tubulos sdo apenas
agregados de macromoléculas. O nucleo é tipico de uma célula eucarionte, menor
e com menor quantidade de DNA; apresentando algumas histonas e a
persisténcia de um envoltério nuclear e do nucléolo, durante a mitose. A
quantidade de DNA ribossomal € muito importante para alguns fungos. O DNA
mitocondrial possui uma grande variedade de tamanhos e organizacdes, sendo
que a quantidade varia de acordo com a fase de crescimento da célula e o nimero
de mitocondrias presentes em cada fase. Comparando o RNA e o DNA, nota-se
que o RNA é absolutamente predominante sobre o DNA SIDRIM; MOREIRA,
1999).

Quanto as proteinas, estas podem estar ligadas de forma covalente a
carboidratos, constituindo as glicoproteinas, que fazem parte da membrana
plasmatica e da parede celular; ou, ainda, serem excretadas como enzimas para
participarem dos processos nutricionais e da patogenicidade de cada espécie
fungica. Os polissacarideos sao o0s principais carboidratos flngicos, se

apresentando, tanto sob a forma de homopolimeros, como de heteropolimeros.



Podem ser excretados da @lula ou fazer parte da composi¢cdo da membrana
plasmatica (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

De acordo com a sua morfologia, os fungos podem ser classificados como
leveduras ou como fungos filamentosos (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Os fungos filamentosos sdo constituidos por um conjunto de estruturas
tubulares, denominadas hifas, podendo apresentar esporos. Individualmente, as
hifas s6 podem ser vistas ao microscopio, entretanto quando ocorre um acumulo
de hifas, estas sao visiveis a olho nu (PELCZAR, 1996).

As leveduras sdo fungos unicelulares com formas variadas tais como,

esférica, ovoide, elipsoide ou filamentosa (Figura 1).

Figura 1: Células da levedura Candida albicans.
Palmer, Cashmore e Sturtevant,( 2003).



1.2 Candida albicans

Em 1839, Langenbek isolou de aftas de pacientes portadores de tifo, a
levedura, hoje conhecida como Candida albicans (ZAITZ et al.,, 1998, SIDRIM;
MOREIRA, 1999). Langenbeck sugeriu, erroneamente, que o fungo era o agente
causador da doenca, mas em 1842, David Gueby identificou o fungo como o
causador da candidose oral. O estudo detalhado fez com que Berg (1846), de fato,
definisse o fungo como o causador da candidose oral, sendo denominado Oidium
albicans, por Charles Robin (1853). Por fim, Berkout (1923) transferiu o fungo para
0 género Candida, criando a espécie albicans, surgindo assim, uma nova
denominacgéo, Candida albicans, utilizada até os dias atuais SIDRIM; MOREIRA,
1999).

A Candida albicans é uma levedura com forma oval a arredondada, que em
sua forma invasiva produz hifas septadas, com septos espagados e, proOXimo aos
septos aparecem células leveduriformes. Cultivada em agar Sabouraud apresenta
coloracdo creme, com aspecto cremoso. A anélise microscépica permite observar
a presenca de células ovais ou arredondadas, podendo apresentar pseudo-hifas
(TRABULSI et al., 2005).

Candida albicans é um microrganismo difasico, podendo apresentar-se
como uma tipica célula leveduriforme (blastésporo), reproduzindo-se por
brotamento, septagcéo ou fragmentacg&o da hifa; ou, ainda, como micélio, estruturas
ramificadas geradas a partir do tubo germinativo, blastésporo ou corpo hifal.

TransicOes reversiveis sdo observadas entre estas diferentes formas BARTELS



et al.,, 1968, JONES, 1990). Alguns autores tém demonstrado que a transicao
entre o crescimento por brotamento e a formacédo de hifas é essencial para a
viruléncia da Candida albicans (LO et al.,, 1997, BAHN; SUNDSTROM, 2001,
ROCHA et al., 2001) e, ainda, que 0 primeiro estagio para esta transicdo é a

formacgé&o do tubo germinativo (figura 2).

Figura 2: Células da levedura Candida albicans, mostrando células leveduriformes e a
formacé&o dos tubos germinativos. (PALMER; CASHMORE; STURTEVANT, 2003).

A capacidade da Candida albicans invadir tecidos sadios, crescer a 37°C e
impedir a fagocitose esta relacionada a sua viruléncia (SALAS; GARCIA;
MIRANDA, 2000, SIDRIM; MOREIRA, 1999). Estes eventos sdo causados,
principalmente, pela produgdo de enzimas como fosfolipases, proteinases,

esterases, proteases asparticas secretoras e pela formagéo de tubos germinativos



(SALAS; GARCIA; MIRANDA, 2000). A fosfolipase, que hidrolisa os fosfolipidios
gerando os lisofosfolipidios é somente produzida pela espécie albicans. Esta
enzima esta localizada na superficie da levedura e nas extremidades do tubo
germinativo (OLIVEIRA et al., 1998). A tendéncia das blastoconidias (células ovais
leveduriformes) se modificarem para uma estrutura micelial filamentosa esta
sendo amplamente estudada. O mecanismo de controle de regulagdo destas
mudancas, ainda esta muito longe de ser elucidado (GIL; POMES; NOMBELA,
1990).

A formacdo de tubos germinativos pode ser determinada por diferentes
indutores, incluindo o soro (ODDS, 1988). Este efeito foi, inicialmente descrito por
REYNOLDS; BRAUDE (1956), sendo, posteriormente utilizado para o diagnéstico
de infeccbes causadas por Candida albicans (TASCHDJIAN; BURCHALL;
KOZINN, 1960).

Denomina-se candidose, a infeccdo causada por Candida spp. Hoje em dia,
devido ao grande nimero de pacientes imunodeprimidos, a Candida é o principal
agente causador de doencas micoticas no homem. Dentre todas as espécies de
Candida descritas, a responsavel pelo maior numero de infecgbes é a Candida
albicans (SOUZA et al.,, 2006, RUDENSKY et al., 2004, TZUNG et al., 2000,
TRABULSI et al, 2005). Apesar de estar presente no meio ambiente, fazendo
parte da microbiota do homem, esta levedura pode vir a se tornar patogénica, por
ser um organismo oportunista, sendo a boca, a vagina e o es6fago, as principais
regides do corpo apresentando infec¢des por Candida ssp.

A capacidade de algumas espécies de Candida crescerem a 37°C,

formando hifas e pseudo-hifas com mais de 200pum de comprimento dificultando a



fagocitose, sdo algumas caracteristicas que fazem com que algumas espécies de
Candida se tornem patogénicas (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Individuos em condi¢cdes que imuno deprimem, tais como: pacientes
submetidos a tratamentos quimioterdpicos, antibacterianos; gestantes; idosos;
individuos que sofreram cirurgia de transplante ou qualquer outro fator que debilite
a imunidade do corpo, apresentam maiores chances de desenvolver a candidose.

E rara a infecgdo cronica por Candida ssp em mucosa, acometendo, na
maioria das vezes, individuos imunodeficientes ou que tenham alguma anomalia
genética ou enddcrina. Entretanto, a candidose cutanea generalizada, na maioria
das vezes é crbnica, sendo observada em individuos com deficiéncias nutricionais
ou imunodeprimidos. A Candida albicans é o agente mais freqliente nestas
infeccdes (TRABULSI et al., 2005).

Aproximadamente 20-40% dos pacientes com cancer apresentam
candidose sistémica e, aproximadamente, 25% dos pacientes que receberam
transplante de medula 6ssea também apresentam infec¢ao por Candida.

O numero de infec¢cdes nosocomiais causadas por leveduras do género
Candida esta aumentando de maneira consideravel nos ultimos anos.
Freglentemente, estes organismos oportunistas sdo isolados de pacientes em
unidades de terapia intensiva, como aqueles tratados com terapia antimicrobiana
de amplo espectro PFALLER et al., 1998, VINCENT et al., 1998). Nos Estados
Unidos, as leveduras do género Candida ocupam a quarta posicdo dentre os
patdbgenos nosocomiais encontrados em infeccbes da corrente sanguinea,
estando a candidose associada as altas taxas de mortalidade (CORNWELL et al.,

1995, HOERAUF et al., 1998, JARVIS et al., 1995, SAFRAN; DAWSON, 1997,



VOSS et al., 1997). Dentre as espécies do género Candida encontradas na pratica
clinica, Candida albicans € a de maior prevaléncia. Freqientemente, Candida
albicans é susceptivel aos agentes antifungicos do grupo azol. Entretanto, o
namero de espécies mais tolerantes, como C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei
tém aumentado, provavelmente devido ao aumentado uso de itraconazol e
fluconazol, as drogas antifungicas mais utilizadas em candidose BERROUANE;
HERWALDT,; PFALLER, 1999, ROCCO; REINERT; SIMMS, 2000, SAFRAN;
DAWSON, 1997). Assim, ha uma grande necessidade de novas terapias

antimicrobianas.

1.3 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (TFD) consiste na administracao local ou sistémica
de uma substancia fotossensivel, podendo ser uma droga ou um pigmento, cuja
caracteristica é absorver a luz com elevada eficiéncia, em determinada regido do
espectro visivel. Quando fotoativadas, estas moléculas sdo capazes de induzir ou
participar de reagbes fotoquimicas (MACHADO, 2000). Esta terapia apresenta
grande potencial para o tratamento de doencas neoplasicas e ndo neoplasicas
(DOUGHERTY etal., 1998, DOUGHERTY, 2002).

Na TFD, a interagdo da luz em um comprimento de onda adequado, um

agente fotosse nsibilizante ndo-toxico e o oxigénio, gera uma espécie reativa capaz



de inviabilizar as células. Esta espécie reativa € o oxigénio singlete (MACHADO,
2000; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).

Quando o agente fotossensibilizante é excitado em um comprimento de
onda apropriado, gera o estado triplete excitado; este transfere elétrons para os
componentes do sistema, formando radicais livres, oxidando moléculas biolégicas.
Um outro mecanismo de acdo ocorre quando o fotossensibilizante no estado
triplete reage com o oxigénio no estado fundamental, gerando o oxigénio singlete,

um agente altamente citotoxico (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001) (figura 3).

Foton
+

TIPOI 4—— Sensibilizador —— TIPOII

J' Substrato . J'

Radicais 10, —— Radicais
Livres 2 Livres

Figura 3: Mecanismo de acdo da terapia fotodinamica. As reagdes do tipo | envolvem a reagéo
direta do fotossensibilizante no estado triplete sobre o substrato (biomolécula). As reagfes do tipo
Il ocorrem quando o fotossensibilizante reage com o oxigénio, produzindo 'O,.

O oxigénio singlete é simbolizado por '?4e 'S*;. O estado '?4 apresenta
maior meia-vida, enquanto que o estado S*, decai rapidamente para o estado ? .
Devido a estas caracteristicas, a forma de oxigénio singlete mais importante para
os sistemas biologicos € o estado 24, ou 'O, (MARTINEZ; MEDEIROS; DI

MASCIO, 2000).
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Como o 'O, é muito reativo, é capaz de oxidar muitas funces organicas
ricas em elétrons (ALMEIDA, 2004). Os principais alvos sdo moléculas
fundamentais, tais como: os acidos graxos insaturados, as proteinas e o DNA
(MARTINEZ; MEDEIROS; DI MASCIO, 2001).

O tempo de vida do O, em solucéo é relativo & natureza do solvente. Em
sistemas biologicos, o oxigénio singlete apresenta tempo inferior a 0,04us, com
uma pequena migracao de 0,02um (DOUGHERTY et al., 1998, MACHADO, 2000).

Mesmo percorrendo uma distancia pequena e com tempo de vida curto, a
morte ou a inviabilizacdo de células tumorais tem sido evidenciada de diversas
maneiras. Sitios ricos em elétrons como a guanina, cadeias laterais de
aminoacidos, contendo estruturas aromaticas e enxofre, ligacBes duplas de
esteroides e lipideos insaturados, sdo os mais facilmente modificados. Desta
forma, danos a membrana plasmatica, a mitocéndria e aos lisossomos,
representam as maiores lesdes causadas pela maioria dos agentes
fotossensibilizantes, produzindo consequiéncias bastante acentuadas (MACHADO,
2000, DOUGHERTY et al, 1998). Devido ao seu tempo de vida muito curto, ndo é
de se surpreender que o tipo de resposta atingida pela ativagdo dos
fotossensibilizantes dependa de sua localizacdo intracelular (ALMEIDA, 2004).
Assim, os danos celulares iniciais devem ocorrer em regidées muito proximas ao

local de formacao do oxigénio singlete.

A TFD pode induzir morte celular, tanto por meio de necrose como de

apoptose (OLEINICK; EVANS, 1998).
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1.4 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACT)

Progressivamente, o potencial da terapia fotodindmica antimicrobiana
(PACT) para promover a destruicdo de microorganismos tem sido mais aceito.
Esta técnica, assim como a TFD, envolve a producdo de oxigénio singlete e outras
espécies reativas de oxigénio, produzindo danos as células dos microorganismos.
A primeira demonstracdo dos efeitos da TFD sobre microorganismos foi realizada
por Raab (1900), demonstrando a toxicidade de corantes de acridina sobre
Paramecium caudatum. Atualmente, tem sido demonstrado o efeito antimicrobiano
de uma variedade de compostos fotossensibilizantes sensiveis a luz
(WAINWRIGHT, 1998). A eficiéncia de drogas fotossensibilizantes como agentes
bactericidas tem sido demonstrada, tanto in vitro (WAINWRIGHT et al., 1999,
MAISCH et al., 2005) quanto in vivo (KOMERIK et al., 2003, WONG et al., 2005).
Entretanto, apesar do grande interesse por PACT, poucos estudos estdo
disponiveis sobre o efeito de fotossensibilizantes sobre fungos de importancia
médica. Recentemente, Friedberg e colaboradores (2001) demonstraram a
atividade fungicida do composto Green 2W, irradiado com luz (630nm) sobre
Aspergillus fumigatus. Os efeitos de diversas drogas fotossensibilizantes sobre
Candida albicans foram recentemente demonstrados por diferentes autores
(BLISS et al., 2004, CHABRIER-ROSELLO et al., 2005, DEMIDOVA; HAMBLIN,
2005, LAMBRECHTS; AALDERS; VAN MARLE., 2005). Entretanto, apesar do
crescente interesse por PACT, ainda ndo sao conhecidos o0s mecanismos

celulares especificos que participam deste evento.



1.5 Laser

Entre o final da década de 1940 e o inicio da década de 1960, a fisica
guantica apresentou varias descobertas, entre elas o laser.

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

A luz do laser é emitida do mesmo modo que qualquer outra fonte luminosa,
ou seja, quando os elétrons de um elemento sofrem uma transicdo para um
estado quantico de maior energia e retornam para um estado quantico de menor
energia. A diferenca do laser para outra fonte luminosa, est4 na ocorréncia da
emissao estimulada. Emissdo estimulada ocorre quando um elétron que se
encontra em um estado excitado recebe energia hf de um féton e esta energia
estimula o elétron a passar para seu estado fundamental, emitindo assim outro
féton de energia hf. Como os elétrons do laser agem em conjunto, a luz produzida
apresenta caracteristicas especiais (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2003).

E uma luz monocromética, 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).

Os comprimentos de onda dos lasers podem cobrir do infravermelho ao

ultravioleta. Cada tipo de laser emite em um determinado comprimento de onda.



13

Os efeitos causados pelos lasers podem ser fotoquimicos, fototérmicos,
fotomecéanicos ou fotoelétricos, dependendo das propriedades Opticas do tecido
irradiado, do comprimento de onda da radiacdo de excitacdo, da densidade de
energia e da poténcia. Conhecendo todos os parametros € possivel prever,
através de modelos fisicos e matematicos, os possiveis efeitos causados sobre o
tecido irradiado.

O efeito fotoquimico esta associado a moléculas (croméforos) que ao serem
estimuladas absorvem energia e passam para um estado excitado. Estes
cromoforos estdo presentes nos tecidos biolégicos, ou podem ser alguma
substancia fotossensivel (ALMEIDA et al., 2004).

Os lasers podem ser divididos em dois grandes grupos, de acordo com
suas caracteristicas particulares: lasers de alta poténcia e de baixa poténcia
(BRUGNERA; PINHEIRO, 1998).

Os lasers de alta poténcia, ou lasers cirdrgicos, como sdo chamados na
medicina por substituirem o bisturi do cirurgido, sdo utilizados com a finalidade de
cortar, coagular e evaporar tecidos.

Os lasers de baixa poténcia, ou biomoduladores sdo utilizados para a
excitacdo das funcdes celulares. Estes lasers, por produzirem baixos niveis de
energia, provocam somente efeitos fotoquimicos, ndo alterando a temperatura no

tecido irradiado. Seu principal efeito € o aumento do metabolismo celular LOPES;

BRUGNERA, 1998).
O laser de baixa poténcia age principalmente sobre a mitocondria e a

membrana plasmatica, através de fotorreceptores que absorvem fotons e
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desencadeiam reacfes quimicas, como a sintese de ATP e a transcricdo e a

replicacdo do DNA (KARU, 1987).

1.6 Azul de Metileno

O azul de metileno (AM) é um corante catidnico da classe das fenotiazinas.
E soltvel tanto em agua como em alcool. Sua férmula molecular trihidratada é
C16H18N3SCI.3H,O e massa molar 337,51g/mol (figura 4). Em sua forma oxidada é
azul (MB"), sendo facilmente reduzido & forma hidrogenada (azul de

leucometileno, LB"), incolor.

=

Figura 4: Estrutura molecular do Azul de Metileno.

pcserver.igm.unicamp.br/.../experimentol.html

Desde o0 comeco do século tem-se estudado o emprego de corantes como
agentes terapéuticos, como é o caso do Azul de Metileno. Raab (1900) descreveu
gue microorganismos morriam na presenca de certos corantes e luz solar,

reportando o principio da terapia fotodinamica (MACHADO, 2000).
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O AM tem sido utilizado tanto como corante bacteriol6gico, como indicador.
Seu estudo tem despertado interesse por apresentar propriedade eletrocatalitica
em relagdo ao NADH, uma coenzima das enzimas da classe das desidrogenases,
que tem participacdo em varias reacdes enziméticas (SHIAVO; PEREZ KUBOTA,
2000).

Em células de musculo liso atua como um agente quimico que facilmente
atravessa a membrana plasmatica inibindo a iINOS (oxido nitrico sintase induzida)
e a guanilato ciclase. O AM tem sido utilizado para o tratamento da
metemoglobinemia, da malaria e do priapismo induzido farmacologicamente,
tendo se mostrado seguro para o uso em humanos KWOK; HOWES, 2006).
Recentemente, foi demonstrado o uso do azul de metileno como agente

fotossensibilizante sobre Candida albicans (SOUZA et al., 2006).
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da terapia fotodinamica
antimicrobiana, utilizando o azul de metileno como agente fotossensibilizante
sobre a levedura Candida albicans. Neste trabalho foram escolhidos como
parametros para a avaliagdo da eficiéncia da metodologia, tanto a permeabilidade
da membrana, como a capacidade de formacdo de tubo germinativo apos

diferentes tratamentos.
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3 Material e Métodos

3.1 Microrganismos e condi¢des de crescimento

Neste trabalho foi utilizada a cepa Candida albicans ATCC 10231 de origem
FIOCRUZ, gentilmente cedida pelo laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias da Saude - UNIVAP. As culturas de Candida albicans foram semeadas
em agar Sabouraud dextrose (Merck) e incubadas em estufa bacterioldgica, a
37°C. Apos 48 horas de incubacéo, uma col6nia foi cuidadosamente removida e
ressuspendida em solucao fisiologica estéril (NaCl 0.85%) a uma densidade de 1-
5 X 10°ou 1-5 X 10’ células/ml, para as medidas de formacado de tubo germinativo

e fluorescéncia, respectivamente.

3.2 Tratamentos com azul de metileno (AM)

Suspensdes de Candida foram aplicadas em uma placa de microtitulacéo
(96-wells) e incubadas no escuro por 5 minutos, na presenca de diferentes
concentragcbes de AM, variando entre 0,01 a 5mg/ml, em um volume final de
0,2ml. Células incubadas apenas em solugéo fisiologica estéril foram utilizadas
como controle. Apds este periodo, a tampa da placa foi removida, e as placas
foram irradiadas de acordo com Souza et al. (2006). A fonte de luz utilizada foi um
laser diodo InGaAl (Photon Laser, DMC, Sao Carlos, Brazil), com poténcia de

35mW e comprimento de onda de 684nm.
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O feixe laser iluminava uma é&rea de 0,38cm?, resultando em uma
densidade de energia de 28J/cm?. Em alguns experimentos, a densidade de
energia foi alterada, variando o tempo de irradiacdo. Aliquotas de 50ul foram
retiradas antes e apds a irradiacdo para determinagdo do numero de unidades
formadoras de colbnias (CFU). As aliquotas foram diluidas 200 vezes em solu¢éo
fisiolégica estéril, e um volume de 50ul foi semeado sobre uma placa de Petri
contendo agar Sabouraud dextrose. As colbnias foram crescidas a 37°C por 48h e
o numero de unidades formadoras de colonias por ml (CFU/ml) foi determinado.

Todos os experimentos foram realizados no escuro em condi¢cbes assépticas.

3.3 Analise da formacéo do tubo germinativo

A formacéo do tubo germinativo foi induzida utilizando soro de cabra. Apos
os diferentes tratamentos, aliquotas ¢ 50ul (10° células/ml) foram retiradas e
transferidas para tubos estéreis contendo 2ml de caldo Sabouraud dextrose, tanto
na auséncia, quanto na presenca de soro de cabra 10% (v/v). O contetudo dos
tubos foi agitado e incubado em 37°C, por 3 horas. O numero total de células
(células/ml) e tubos germinativos foi determinado em camara de Neubauer.

A quantidade de tubos germinativos formados foi expressa como uma
percentagem do total de tubos germinativos em relagdo ao numero total de

células.
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3.4 Determinacao da fluorescéncia utilizando SYTOX Green como

indicador da permeabilidade celular

Ap6s os diferentes tratamentos, aliquotas de 50pl (10’ células/ml) foram
retiradas, diluidas em 0,950ml de solucéo fisioldgica estéril e centrifugadas por 20
min (13.000rpm) em uma microcentrifuga. O precipitado foi lavado em salina
estéril e ressuspendido em 0,2ml de solucédo fisiologica estéril, contendo SuM
SYTOX Green (Molecular Probes Inc., Eugene, Oreg.). Esta solucéo foi incubada
no escuro por 1 hora, em 37°C.

Para a determinagdo da fluorescéncia, foi utilizada uma fibra Optica com
nacleo de 600um da Superguide G fiber SFS 600 /660T (Fiberguide Industries) e
especificacdo do fabricante para se trabalhar na faixa do espectro entre 0,2um e
0,7um. Foi utilizada uma cubeta de quartzo, posicionada perpendicularmente ao
feixe de excitacéo para coleta da fluorescéncia gerada.

A luz coletada foi acoplada a um espectrémetro de ¥am (Oriel Instruments,
modelo MS257), com grade de difracdo de 600 linhas/mm. Um detector tipo CCD
(Charge Coupled Device) intensificado com 256 x1024 pixels foi conectado a
saida de deteccdo do monocromador. O tempo de integracdo do sinal foi de
30ms por aquisi¢do, controlado por um gerador de pulsos e atrasos modelo
DG535 (Stanford Research). Foram realizadas 100 aquisicées por medida, sendo
totalizadas 3 medidas por amostra. A amostra foi excitada com o comprimento de

onda de 488nm emitido por um laser de arg6nio acoplado a fibra optica.
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3.5 Anédlise estatistica

Os resultados foram apresentados como meédia + erro padréo da média
(EPM). Para andlise estatistica das variaveis estudadas, foi aplicado o teste t
student para comparacao entre as linhagens e a andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo célculo das diferencas minimas significativas entre as médias,
realizado pelo método de Tukey-Kramer. Valores de P < 0.01 foram considerados

significativos.
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4 Resultados

O efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana utilizando o azul de metileno
(AM), como agente fotossensibilizante sobre a levedura Candida albicans foi
avaliado em diferentes condi¢Bes experimentais.

Foi observado que, na auséncia da irradiagdo o aumento da concentragao
do AM n&o modificou 0 nimero de unidades formadoras de coldnias (CFU/mI)

(figura 5).
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Figura 5. Efeito do Azul de Metileno antes (O) e apés a irradiacdo com laser diodo @).
Suspensodes de Candida albicans (15 X 10° células/ml) foram irradiadas com laser diodo (684nm)
com uma densidade de energia de 28J/cm®. Os valores mostrados s&o representativos de 4
experimentos independentes.



Entretanto, apos a irradiacdo com laser diodo (684nm) com densidade de
energia de 28J/cm? foi observada a progressiva diminuicdo do nimero de
colénias. A diminuicdo do numero de CFUs foi mais pronunciada em
concentracdes de AM entre 0,05 e 0,1mg/ml (figura 5), inibindo o crescimento em
aproximadamente 90%. Curiosamente, na presenca de AM em concentracdes
maiores do que 0,1mg/ml, o efeito da irradiagdo foi progressivamente diminuido.
Este resultado pode estar relacionado ao aumento do coeficiente de extingdo do
meio, impedindo a radiacao laser de iluminar todo o volume do meio de reacéo.

Quando a concentracdo de AM foi fixada em 0,1mg/ml, foi observado que o

aumento da densidade de energia potencializou o efeito do AM (figura 6).
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Figura 6. Efeito do aumento da densidade de energia na auséncia (O) e na presenca de Azul
de Metileno 0,1mg/ml| (@). Suspensbes de Candida albicans (1-5 X 10° células/ml) foram
irradiadas com laser diodo (684nm). Os valores sdo representativos de 4 experimentos
independentes.
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Estes resultados mostraram que a eficiéncia do AM como agente
fotossensibilizante é dependente da concentracdo de AM utilizada e, ainda, da
densidade de energia empregada.

Candida albicans € um microrganismo comensal presente na microflora,
entretanto sob determinadas condic6es pode se tornar um patégeno oportunista,
causando infeccdes sistémicas. Assim, foi observado o efeito da terapia
fotodinamica antibacteriana sobre a formacdo do tubo germinativo, etapa
fundamental para a viruléncia da Candida albicans.

Soro de cabra foi utilizado como agente indutor para a formacao do tubo
germinativo. Na auséncia do soro de cabra, a formacéo do tubo germinativo ndo
foi observada.

Foi observado que a presenca de AM, tanto na concentracdo de 0,005
como 0,05mg/ml ndo modificou o nimero de células formando tubos germinativos
de maneira significativa figura 7). Entretanto, ra presenca de AM, a irradiacéo
com laser diodo (684nm) promoveu uma diminuicdo significativa sobre o niamero
de tubos germinativos formados. Esta diminuicao foi mais expressiva na presenca
de AM 0,05mg/ml. Foi observado que a inibicdo promovida pelo AM apos a
irradiacao ndo foi dependente do tempo de exposi¢do apos a irradiacdo. Aliquotas
de 50pl retiradas imediatamente ou 10 minutos apos a irradiacdo apresentaram o

mesmo perfil de inibicdo sobre a formacgao do tubo germinativo.
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Figura 7. Formacédo de tubo germinativo na presenca de diferentes concentracdes de AM.
Suspensdes de Candida albicans (1-5 X 10° células/ml) foram irradiadas com laser diodo (28J/cm?)
na auséncia e na presenca de AM 0,005 e 0,05mg/ml. Antes da irradiacdo (ndo irradiado),
imediatamente apos (t0) e 10 minutos apés (t10) a irradiacdo, aliquotas do meio foram incubadas
na presenca de soro de cabra por 3 horas. A formagéo do tubo germinativo foi expressa como a
percentagem de células formando tubos do nimero total de células. Os valores foram expressos
como média + erro padrdo (n= 8).

Curiosamente, na auséncia de AM, apenas a irradiacdo com laser diodo
(684nm) aumentou a percentagem de tubos germinativos formados (figura 7). Este
aumento foi verificado na mesma proporcdo, tanto imediatamente, como 10
minutos apoés a irradiacao.

Apés os diferentes tratamentos, foi observada a morfologia das células de

Candida albicans utilizando microscopia.
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Figura 8. Formacé&o do tubo germinativo em Candida albicans antes e ap6s a irradiagdo, na
auséncia (A e B) e na presenca de AM 0,05mg/ml (C e D). As figuras 8A e 8C representam C.
albicans néo irradiada; e 8B e 8D C. albicans irradiada com laser diodo (684nm). Barra, 30nm.

Foi observado que as células ndo tratadas com AM e irradiadas
apresentaram maior crescimento apés 3 horas, apresentando numerosos tubos
germinativos, quando comparadas as células néo irradiadas (figuras 8A e 8B).
Entretanto, células tratadas com AM 0,05mg/ml; e irradiadas apresentaram
minima formacao de tubos germinativos (figuras 8C e 8D). Ap6s 12 horas de
incubacdo, um grande numero de microcolénias e de longas hifas foi observado,

tanto nas células ndo tratadas (controle), quanto naquelas tratadas com AM e nao
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irradiadas (resultados ndo mostrados). Na presenca de AM 0,05mg/ml, ap6s a
irradiacdo foi observada a presenca de células menores com aparéncia anormal,
com reduzido nimero de microcolénias e minimo crescimento de hifas.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com AM, quando
combinado a irradiacdo promoveu a reducdo do crescimento da cultura de C.
albicans; e, ainda que este tratamento foi capaz de reduzir a formacao dos tubos
germinativos. Estes resultados indicam que a terapia fotodinamica antimicrobiana,
utilizando AM pode ser uma eficiente metodologia para a diminuigdo da viruléncia
da C. albicans.

Uma vez que o AM, combinado a irradiagdo com laser diodo promoveu a
reducdo do crescimento da C. albicans, em uma etapa seguinte foi avaliada a
viabilidade celular apés diferentes tratamentos.

O marcador SYTOX Green foi desenvolvido para estudos de viabilidade
celular, sendo um marcador de acidos nucléicos com alta afinidade. SYTOX Green
ndo atravessa as membranas de células vivas, entretanto é capaz de penetrar
facilmente células com membranas permedaveis. Este marcador tem sido indicado
como um excelente indicador para a determinacédo de viabilidade celular (ROTH et
al., 1997, LEBARON; PARTHUISOT, 1998).

Inicialmente, foi determinada a fluorescéncia do marcador SYTOX em
células de C. albicans tratadas com diferentes concentracdes de AM, nao
irradiadas. Para minimizar as possiveis interacdes entre 0 marcador e 0 agente
fotossensibilizante (AM), as suspensdes foram centrifugadas para remover o AM

em excesso no meio de reagao.
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Em células ndo irradiadas, foi observada a fluorescéncia do SYTOX na
auséncia de AM, apresentando um pico de intensidade em 530nm. Este pico deve
estar relacionado a ligacdo do marcador aos acidos nucléicos presentes no meio
(ROTH et al., 1997). A adicdo de AM 0,01mg/ml ndo modificou o perfil da curva de
fluorescéncia, mantendo a mesma intensidade. O aumento da concentracdo de
AM no meio para 0,1mg/ml, ndo promoveu mudancas significativas sobre a
intensidade da fluorescéncia (figura 9). Entretanto, na presenca de AM 0,5mg/ml

foi observada a queda na intensidade da fluorescéncia.

1,2x10°
— L Controle
[
: — AM 0,01lmg/ml
S 1,0x10° ’
TU’ AM 0,05mg/ml
'S I —— AM 0,1mg/ml
<§ 8,0x10° ——— AM 0,5mg/ml
n L
et
Gl
g 6,0x10
o
o 5
T 4,0x10
()
§e)
<
5
= 2,0x10
c
g
£ 0,0l . L . L . L . L . L
500 520 540 560 580 600

Comprimento de Onda (hm)

Figura 9. Intensidade de Fluorescéncia do SYTOX Green na presenga de células de C.

albicans nao irradiadas. Os valores expressos sdo representativos de 4 experimentos
independentes.
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Estes resultados mostraram que, em células nao irradiadas, a presenca do
AM em concentracdes de até 0,Img/ml ndo modifica a intensidade de
fluorescéncia de maneira significativa, isto €, ndo induz a exposicao dos acidos
nucléicos intracelulares.

Quando as células nao tratadas com AM foram expostas a irradiacao, nao
foram observadas diferencas significativas, quanto a intensidade de fluorescéncia
na regido de 530nm (comparar figuras 9 e 10). Entretanto, a adicdo de AM
0,01mg/ml promoveu um aumento bastante pronunciado sobre a intensidade de
fluorescéncia. Quando as concentracdes de AM foram aumentadas para 0,05 e
0,1Img/ml, ndo foram observadas alteracdes significativas, em relacdo ao meio
tratado com AM 0,01mg/ml. Novamente, o aumento da concentracdo de AM para
0,5mg/ml promoveu a reducdo da fluorescéncia para valores inferiores aos
observados na auséncia de AM (controle) (figura 10). E possivel que esta queda
da fluorescéncia esteja relacionada a efeitos inespecificos, envolvendo a interagéao

do SYTOX com as altas concentracfes de AM presentes nas células.
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Figura 10. Intensidade de Fluorescéncia do SYTOX Green na presenca de células de C.
albicans irradiadas com laser diodo (684nm). Os valores expressos sao representativos de 4

experimentos independentes.

Estes resultados indicam que o aumento das concentracdes de AM até
0,1mg/ml promove o aumento da permeabilidade das membranas a SYTOX,
indicando o comprometimento das células apds o tratamento com a combinacgéo
de AM e irradiacdo. Este efeito fica mais evidente, ao verificarmos a intensidade
da fluorescéncia em 530nm sob os diferentes tratamentos (figura 11). Pode-se
observar que a presenca de AM (0,01; 0,05 e 0,1mg/ml) promoveu o0 aumento da
permeabilidade da membrana, em paralelo a diminuicdo do crescimento da cultura

de C. albicans (comparar figuras 5 e 11).
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Figura 11. Intensidade de Fluorescéncia do SYTOX Green em 530nm, em células de C.
albicans néo irradiadas (?) e irradiadas com laser diodo (684nm) (@). Os valores expressos
representam a média * desvio padrdo (n=4).

Estes resultados indicam que o aumento da concentracdo do AM até
0,Img/ml, ap6s a irradiagdo promoveu uma queda significativa sobre o

crescimento da C. albicans e, que esta queda pode estar relacionada ao aumento

da permeabilidade das membranas.
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5. Discussao

Nos dUltimos anos, vém aumentando a prevaléncia de infeccdes
mucocutaneas e sistémicas em pacientes imunocomprometidos por espécies de
Candida (CALDERONE, 2002). Entretanto, tem sido observada uma explosao no
namero de artigos relatando a resisténcia a todos os agentes antifingicos
disponiveis (BARCHIESI et al., 1994, BENNETT; IZUMUKAWA; MARR, 2004,
HORSBURGH; KIRKPATRICK, 1983, PFALLER et al., 2002, POSTERARO et al.,
2006, RUHNKE; SCHMIDT-WESTHAUSEN, 2000, SANGUINETTI et al., 2005,
WINGARD et al., 1991). Assim, o desenvolvimento de terapias antifingicas mais
eficientes torna-se de grande importancia. Atualmente, o potencial da terapia
fotodindmica antimicrobiana (PACT) na promocdo da erradicacdo de
microrganismos tem sido progressivamente mais aceita. Foi demonstrado
recentemente por Souza et al (2006) o efeito fototoxico da fenotiazina, azul de
metileno, sobre o crescimento da levedura Candida albicans, apos irradiagéo com
laser diodo InGaAlP (684nm). Candida albicans apresenta a habilidade de produzir
tubos germinativos e filamentos, sendo esta caracteristica essencial para o
desenvolvimento da viruléncia (BAHN; SUNDSTROM, 2001, CALDERONE;
FONZI, 2001, LO et al., 1997, ROCHA et al.,, 2001). Em nosso estudo, foi
observada a inibicdo da formacédo do tubo germinativo em Candida albicans apos
a PACT. Este resultado apresenta grande importa ncia, uma vez que a PACT pode
inibir, tanto o crescimento, como a viruléncia da Candida albicans. Os efeitos

inibitérios da PACT sobre a formacdo do tubo germinativo parecem nao estar
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relacionados as modificacdes tardias nas células, uma vez que nao foram
observadas diferencas entre os tempos de incubacdo; imediatamente (t0) e 10
minutos apos (t10) a irradiacdo. Curiosamente, na auséncia de AM, a irradiacao
promoveu um aumento na formacéo dos tubos germinativos. De acordo com Karu
(1988) a irradiacdo com laser de baixa poténcia seria capaz de promover um
aumento na divisdo celular. Este efeito tem sido relacionado ao aumento na
atividade metabdlica da célula. Assim, nds sugerimos que na presenca do soro de
cabra, como agente indutor de tubo germinativo, a iradiagdo poderia aumentar a
taxa metabdlica das células, levando, possivelmente, ao aumento da viruléncia.

A inibicdo da formacdo dos tubos germinativos e dos filamentos ocorre
somente apods a evolucdo dos efeitos fototdxicos, devido a combinacao apropriada
da luz e do fotossensibilizador. Nossos resultados sugerem a possibilidade de que
o0 Azul de Metileno, combinado com luz em um comprimento de onda especifico,
possa ser utilizado como um provavel e promissor agente antifingico.

Tem sido demonstrado que os danos causados pela PACT sobre a
mitocondria induzem a uma melhor resposta apoptética do que os danos
promovidos sobre as membranas. A TFD induz mudangas na membrana
plasmatica e organelas celulares podendo produzir conseqiéncias bastante
acentuadas OOUGHERTY et al., 1998).

O uso de marcadores celulares, tais como o SYTOX Green tem sido
bastante utilizado para o estudo de alguns parametros de viabilidade celular, como

a permeabilidade da membrana plasmatica (LEBARON; PARTHUISOT, 1998).



33

Quando ocorrem lesGes na membrana celular, a sua permeabilidade fica
comprometida, assim os marcadores celulares podem se difundir passivamente
pela membrana e agir como indicadores da perda da integridade da membrana,
podendo ser utilizados também como indicadores da viabilidade celular (JEPRAS
etal., 1995, LOPEZ-AMEROS et al.,, 1997).

Provavelmente, com a fotossensibilizacdo do azul de metileno ocorre a
geracdo de dois efeitos; a formacédo do 'O e a formagéo de radicais livres. Ambas
as formas necessitam de locais de altas concentracfes de elétrons para reagirem
e obterem formas mais estaveis, assim, os &cidos graxos insaturados, as
proteinas e o DNA tornam-se alvos faceis (MARTINEZ; MEDEIROS; DI MASCIO,
2000).

A perda de elétrons danifica o equilibrio molecular, ocasionando uma nova
organizacdo da molécula. Esta organizacdo pode ser uma reestruturacdo
molecular gerando outra(s) espécie(s) quimica(s) diferente da molécula original,
ou, ainda, desencadear uma reacao quimica e gerar novos produtos que irdo levar
a morte celular.

A perda da integridade de membrana resulta na sua permeabilizagéo e,
consequentemente leva a degradacdo dos acidos nucléicos WEICHART et al,,
1997).

Apoés a perda da integridade da membrana, o tempo de degradacdo da
célula estd relacionado as condicbes do meio em que se encontra o
microrganismo, bem como a espécie de microrganismo. Assim, ndo se pode

utilizar a integridade do DNA como método suficientemente seguro para se avaliar
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a viabilidade de uma célula, no entanto pode ser utilizada para quantificar a
quantidade de células mortas.

Roth e colaboradores (1997) sugerem que as analises feitas com SYTOX
sdo uma alternativa efetiva aos métodos convencionais para a determinacdo da
viabilidade bacteriana e da sua suscetibilidade aos antibioticos.

Em nossos estudos ndo foram observadas alteracdes significativas quanto
ao numero de coldnias, bem como a intensidade de fluorescéncia em células ndo
tratadas com AM e irradiadas, comparando com células ndo irradiadas. Estes
resultados demonstraram que apenas a irradiacdo nao foi capaz de provocar
lesGes sobre a membrana celular.

A figura 12 mostra que a curva de fluorescéncia e a curva de crescimento
de C. albicans em suspensdo de 1-5 X 10 (células/ml) sdo bastante similares,
mostrando um perfil semelhante. Pode-se observar que, nesta concentracao de
células o efeito inibitério da combinacdo do laser (684nm) com o AM foi mais
efetivo na presenca de AM 0,05mg/ml. Estes resultados sugerem que a PACT
esteja diminuindo o crescimento das células por um mecanismo relacionado ao
aumento da permeabilidade das membranas, assim levando a exposi¢cdo do
conteudo intracelular, e consequentemente a morte celular.

Entretanto, na presenca de menores concentracdes de células (1-5 X 10°
células/ml) pode se observar um melhor resultado com AM 0,1mg/ml e, ainda, um
efeito inibitério muito mais pronunciado. Esta diferenca indica que o efeito da
PACT, utilizando AM seja dependente da relacdo entre o nimero de células e a

concentracao do agente fotossensibilizante.
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Figura 12: Relagdo entre suspensdes de C. albicans irradiadas e néo irradiadas para
medidas de Florescéncia (?) e CFU/ml em suspensdes com 10° (? ) e 10’ (@) células/ml.

Assim, podemos sugerir que a quantidade de células no meio durante a
PACT interfira nos resultados finais. Acreditamos que devido ao curto tempo de
vida e a pequena migracdo da espécie 'O, o0s seus efeitos sejam mais
acentuados quando na presenca de menor quantidade de células.

Nossos resultados demonstram o potencial do AM como uma droga
fotossensibilizante em terapias antifungicas, diminuindo ndo apenas o crescimento
celular, mas também a formacao dos tubos germinativos e hifas e, possivelmente,

a viruléncia da Candida albicans.
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6. Concluséao

A terapia fotodindmica antimicrobiana, com o AM foi capaz de inibir o

crescimento da Cadida albicans e a formacao dos tubos germinativos.

Os efeitos inibitdrios foram dependentes da densidade de energia
empregada, da concentragdo do AM e, ainda, da concentracdo de células

utilizadas.

O mecanismo de inibicdo do crescimento das culturas de C. albicans
parece estar relacionado ao aumento da permeabilidade da membrana,

comprometendo a viabilidade celular.

A combinacdo do laser diodo (684nm) e do fotossensibilizante Azul de
Metileno, se apresenta como uma alternativa promissora e eficiente para o

tratamento de infec¢des por Candida albicans.
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