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Resumo

Neste trabaho, foi realizado um estudo de bioestimulacéo e de terapia fotodinamica
(TFD), monitorando o efeito do pigmento azul de metileno nas culturas de Candida
albicans, através do estudo dos espectros de absorcdo do complexo C.albicans +
pigmento, por espectroscopia fotoacustica. Utilizou-se como fonte luminosa
fotossensibilizante o laser de Diodo AlGaAs com DE=10Jcnf e comprimento de onda
de 635nm. Também foi monitorado o sinal fotoacUstico dos pigmentos azul de metileno
e azul de Evans, diluidos em solucdo fisiologica, e destas mesmas solugdes submetidos
a estimulo luminoso. Observou-se que o azul de metileno apresenta grandes
modificacBes no sinal fotoacUstico quando irradiado, mas o azul de Evans permanece
estdvel. No monitoramento celular os espectros foram obtidos com espectroscopia
fotoacustica de transmisséo, onde obteve-se a transmitancia das amostras pela técnica da
célula fotoacustica aberta (OPC). O estudo da curva de crescimento nas culturas de C.
albicans permitiu observar o fenémeno da bioestimulacdo nestas células irradiadas e as
alteracOes espectrais causadas pela irradiacéo foi observado através dos espectros de
absorcdo. Através das andlises dos espectros de absorcdo das culturas de C. albicans
pode-se observar a presenca de picos de absorgédo de citocromos e da ferrodoxina. Apos
airradiagdo o citocromo passa da forma oxidada para a forma reduzida, 0 mesmo
acontece nas culturas tratadas com azul de metileno. Porém quando as culturas de C.
albicans tratadas com azul de metileno sdo irradiadas observa-se, apés um periodo de
12 horas, uma diminuicéo generalizada na altura dos picos de absor¢édo, contudo, apos
36h da irradicdo o citocromo retoma sua forma reduzida, sugerindo que a interacdo
entre 0 pigmento e os croméforos intracelulares ndo interferem no processo de
destruicdo celular causado pela TFD.

Palavras Chave: Espectroscopia fotoacustica, Candida albicans, Terapia Fotodinamica



Abstract

In this thesis a study was done on bioestimulation and on photodynamic therapy (PDT),
by the monitoring of the effects of the pigment methylene blue on Candida albicans
cultures, through the study of the absorption spectra of the complex C. albicans +
pigment, using photoacoustic spectroscopy. It was used as light source a diode laser
AlGaAs with DE = 10 Jcnt and emission wavelength of 635 nm. It was also monitored
the photoacoustic signal of both pigments, diluted at physiological serum and submitted
to the luminous stimulus. It was observed that methylene blue present a photoacoustic
signal that increase, as a function of time, after irradiation, but Evans blue present a
photoacoustic signal stable through time. Monitoring the cellular effects of
bioestimulation and PDT, spectra were obtained using the Open Photoacoustic Cell
technique (OPC) for transmission photoacoustic spectroscopy. Growth curves in C.
albicans cultures showed the bioestimulation phenomena in the irradiated cultures and
molecular alterations provoked by the irradiation were observed in the absorption
spectra. In the analysis of these spectra it can be observed the presence of cytochromes
and ferredoxine. After irradiation, the spectra showed a redox change of these
cromophores, from oxidized to reduced, and the same occurs with cultures treated with
methylene blue. But when the cultures associated with methylene blue were irradiated it
was observed, after a 12 h period, a generalized decrease at the high of the absorption
peaks, and, after a 36 h period, the cytochrome returns to the reduzed spectrum,
suggesting that the interaction between pigment and intracellular cromophores do not
affect the cellular killing effect of PDT.

Key-Words: Photoacoustic spectroscopy, Candida albicans, photodynamic therapy
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1- INTRODUCAO

1.1 — Bioestimulacgéo

A fotoirradiacéo produz varios tipos de respostas teciduais, dependendo da
densidade de energia (DE) aplicada. Utilizando DEs de 1 a 10° W/cnt obtém-se efeitos
fototérmicos como a fotocoagulacéo e fotoevaporacdo, porém quando a DE utilizada
excede 10° W/cnt ocorrem efeitos fotoionizantes como a fotoablacdo e também efeitos
fotomecanicos como a fotofragmentacdo. Quando a DE é menor que 1 W/cn?, ou sgja,
irradiacdo de baixa poténcia, ocorre o fendmeno da bioestimulacéo, sendo observadas
alteragdes no metabolismo celular como ativagdo e desativacdo de enzimas e mudancgas
na membrana celular. A irradiagdo com luz visivel ativa fungbes enzimaticas
mitocOndriais, enquanto a irradiacdo infravermelha afeta a atividade enzimética da
membrana celular (CIESLAR et al. 1995; KARU, 1998).

O comprimento de onda é fator determinante na interacdo luz-tecido, ee
corresponde a disténcia percorrida pela onda em uma oscilagdo completa. O
comprimento de onda pode variar de microondas até os raios cosmicos. A radiacéo pode
ser refletida, transmitida, absorvida ou espalhada (scattering) pela célula. Cada
comprimento de onda, portanto, tem um tipo diferente de interacdo com a célula avo
devido a absor¢do seletiva por parte dos croméforos presentes na célula.

A célula possui um limiar de sobrevivéncia que depende do tecido onde ela esta
localizada e do seu estado fisiolégico. Quando é oferecida uma baixa intensidade de
energia, esta serda utilizada pela célula de maneira a estimular a membrana ou as
mitocondrias, ocorrendo a bioestimulacgo. Assim, a bioestimulagéo € a agdo da luz de
baixa poténcia sobre processos bioquimicos e moleculares que normalmente ocorrem
nos tecidos, como por exemplo atera reacbes que ocorrem na cadeia respiratOria
levando a uma maior sintese de ATP ( adenosina trifosfato).

A cadela respiratéria € a via de convergéncia de todo o metabolismo aerdbico
da célula. Ela é formada por uma sequiéncia de compostos transportadores de elétrons
localizados na membrana mitocondrial interna, e dirige um fluxo de pares de elétrons
das coenzimas captadoras - NADH, FADH; — a0 oxigénio molecular, com grande

liberac&o de energia. O oxigénio, que € o aceptor final de elétrons da cadeia respiratoria,



se reduz a agua ao receber um par de elétrons, e a energia liberada nesta reacdo é
dirigida para a sintese do ATP, em um processo acoplado ao transporte de elétrons

denominado fosforilagdo oxidativa.

1.1.1 - Fotorreceptores

Grande parte das células procariontes e eucariontes apresentam respostas
similares a fotoirradiagdo com luz monocromética visivel, 0 que sugere que estas
células possuam fotorreceptores comuns (KARU, 1987a). No meio intracelular existem
fotorreceptores ndo especializados, como as flavoproteinas, citocromos, porfirinas,
proteinas com Cu, tirosinas, citocromo oxidases, e superdxido dismutase entre outros;
gue sdo sensiveis a um determinado comprimento de onda, especialmente aqueles
situados na regido do espectro visivel. Os fotorreceptores ndo dependem de energia
luminosa para desempenhar suas atividades, porém quando a energia luminosa incide
sobre eles com comprimento de onda adequado, eles sd0 capazes de aterar o
metabolismo celular. O nimero de receptores primarios ndo especificos distribuidos nas

células € muito grande, por isso muitas reagdes podem ser fotoinduzidas.

1.1.2 - Mecanismo de acao

A absorcdo de fotons por biomoléculas intracelulares especificas produz
estimulagdo das atividades enziméticas e de reacdes fotoquimicas. Apos a absor¢do da
luz a molécula assume um estado eletrénico excitado, o que provoca efeitos biol 6gicos
mensuraveis, devido a acéo fotobiorreguladora exercida pelos fotorreceptores presentes
na molécula. Por exemplo, em cultura de bactérias a irradiacdo com luz de baixa
poténcia promove aceleracdo da divisdo celular e diminuicdo do periodo de laténcia da
fase de crescimento, 0 que se reflete em um aumento da atividade metabdlica (KARU,
1988).

Medidas fotoacUsticas (PASSARELLA et a. 1983) revelaram que a irradiagdo
em mitocOndrias isoladas, com luz monocromatica em 635nm provoca mudancas nas
propriedades Opticas destas mitocondrias. Este fato se deve a0 aumento de adenosina-
trifosfato (ATP), sintetizado a partir do consumo de O-.



A irradiacdo provoca aumento no potencial de membrana mitocondrial,
causando assim, algumas modificagcbes como: alteracdo na taxa de ADP/ATP, aumento
na taxa de DNA e de RNA, ativacdo de rearranjos de nucleotideos e cromatina e
aumento da sintese de proteinas na mitocondria (MANTEIFEL, 1996; KARU, 1999).

A irradiacdo gera novas conformagOes mitocondriais, e pode acarretar no
aparecimento de mitocondrias gigantes, fato que se atribui & possivel juncdo de
mitocondrias menores em uma sO unidade. A absorcdo da irradiacdo pela mitocondria
ocorre devido as suas propriedades opticas MANTEIFEL, 1996).

A acdo fotoguimica da irradiacdo com luz visivel na cadeia redox da
mitocondria, e a acdo fotofisca da luz infravermelha na membrana celular,
desencadeiam uma resposta celular que gera uma cascata bioquimica de reaces
(KARU, 1999). Esta cascata pode ser observada abaixo:

RESPOSTA FOTOQUIMICA
3
MITOCONDRIAS
(DNA)

3
CITOPLASMA
3
MEMBRANA CELULAR
(Bombade Na" e K*)

)
CITOPLASMA
(Ca*)

)

NUCLEO
)
PROLIFERACAO OU DIFERENCIACAO CELULAR

A membrana celular participa da transducéo da amplificacdo dos fotosinais entre
a mitocdndria e 0 nucleo. As integrinas participam bidirecionalmente na transducéo
destes sinais, pois elas podem transmitir sinais da matriz extracelular para o interior da
célula e os eventos intracel ulares podem influenciar na afinidade das integrinas por seus
receptores. Sob iluminagdo a respiracdo € ativada aumentando o fluxo de elétrons e a



utilizacdo de oxigénio provocando maior oxidacdo da coenzima Q (que é responsavel
pelo transporte de el étrons), aumentando assim a producéo de superdxidos. Um terco do
total de O, produzido ao longo da cadeia respiratéria ocorre ao nivel de NADH-
desidrogenase, enquanto dois tercos ocorrem ao nivel de ubiquinona-citocromo c
oxidoredutase (KARU et al, 2001)

Existem dois mecanismos para a bioestimulagdo: 0os mecanismos primérios e 0s
secundarios. Os mecanismos primarios consistem na interagdo da luz com o
fotorreceptor e estes ocorrem provavelmente na cadeia respiratoria. Essas alteractes
acontecem em segundos ou em poucos minutos apos a irradiacdo. Um exemplo das
alteracBes primarias € 0 aumento da sintese de ATP. Entretanto, os mecanismos
secundérios consistem em reagdes bioquimicas que podem ocorrer depois de horas e até
mesmo dias apés a irradiacdo, sendo elas reacdes bioldgicas tardias. Entre as alteragdes
secundérias estdo a sintese de DNA e RNA, ativagdo da cadeia respiratoria, declinio da
atividade da superoxido dismutase e da fosfatase acida (KARU, 1988). Porém, estudos
in vitro mostram que a magnitude das respostas dos fotorreceptores dependem do estado
fisiolégico da célula, das condicbes de irradiacdo, dos nutrientes do meio e da idade da
cultura (KARU, 1987a).

Segundo Karu (1999) os fotorreceptores envolvidos na bioestimulacdo séo
considerados componentes da cadeia respiratéria. A citocromo ¢ oxidase é a enzima
terminal da cadeia respiratéria em células eucaridticas, e medeia a transferéncia de
elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular, ou sga, o ferrocitocromo c é
oxidado e 0 O, é reduzido para que prétons sejam impulsionados vetorialmente para a
matriz mitocondrial. A energia livre resultante das reagdes redutoras € convertida em
potencial eletroquimico, que atravessa a membrana mitocondrial interna tendo como
resultado a producéo de ATP. Desta forma a citocromo ¢ oxidase desempenha um
importante papel na bioenergética celular.

Para explicar o efeito da bioestimulacdo, foi proposto por Karu (1988) um
modelo no qua a luz é absorvida por componentes da cadeia respiratéria, causando
desta forma a ativacdo da cadeia respiratéria e reducdo do NAD", ocorrendo mudancgas
no estado redox da mitocondria e do citoplasma. Isto causa ateracbes na
permeabilidade da membrana, como mudangas na proporgdo de Na'/H™ e aumento da
aividade da Na'/K *ATPase, 0 que causa ateracdes no fluxo de Ca?*. O fluxo de Ca®*



por sua vez afeta os niveis de nucleotideos e a sintese de DNA e RNA, aumentando

assm a proliferagéo celular.

1.1.3 - Alteracdes no ciclo celular

O ciclo celular normal compreende essenciamente dois periodos. a interfase
(crescimento) e adivisdo (proliferacdo) celular. Existem 4 fases no ciclo celular: G1, S,
G2 e M. A fase G1 é caracterizada pela expressao de genes e sintese de proteinas. Isto
permite a célula crescer e produzir todas as proteinas necessarias para a sintese de DNA,
permitindo a célula entrar na fase S (sintese), na qual ela replica seu DNA. Durante a
fase G2, a célula novamente cresce e sintetiza proteinas permitindo a ela o processo de
divisdo. Completada esta fase, a célula finalmente entra na quarta fase do ciclo celular: a
fase find M. Durante a fase M, a célula passa por um processo denominado citocinese,
originando duas células filhas. Completando o ciclo celular as novas células podem
comegar outro ciclo entrando na fase G1 ou podem tornar-se quiescéntes entrando numa
fase intermediaria conhecida como GO. A duracdo do ciclo celular varia
consideravelmente de um tipo de célula a outro. Para uma célula de mamifero crescendo
em cultura com um tempo de geracdo de 16 horas, o tempo dos diferentes periodos
seriam: G1 =5 horas, S= 7 horas, G2 = 3 horase M = 1 hora.

A irradiagdo, com luz monocromética vermelha, causa mudangas neste ciclo
celular, aumentando a proliferacdo celular na fase G1, 0 que causard aumento no
nimero de células na fase S, provocando consequentemente um aumento na replicacdo
de DNA. Desta forma ocorre um aumento da proliferacdo e da biomassa celular (KARU
et a, 1984; KARU, 1987b; KARU, 1989).

1.1.4- Aplicacdes

A bioestimulacdo € utilizada em reparo tecidual, cicatrizagdo, atenuacdo
da dor e proliferacdo celular, pois a acéo da luz é capaz de aumentar a vascularizacéo
dos tecidos, provocando a formacdo de novos capilares. Ela estimula a producéo de
colageno e a atividade fibroblastica, aumenta a atividade do sistema linfético, estimulaa
sintese de DNA e RNA, aumenta a producdo de ATP e reduz a excitabilidade dos

tecidos nervosos.



Por exemplo, a aplicacéo de luz com comprimento de onda de 634 nm emitida
pelo laser He-Ne promove alteragdes acrossomicas e diminuicdo da taxa de mortalidade
das células esperméticas (OCANA-QUERO et a. 1997). Em figado de rato ela provoca
aumento da proliferacdo hepatocelular, devido a elevacdo da taxa mitética do érgéo
(LIMA et a. 2000). Este tipo de luz também € utilizado em vérios campos da medicina
e odontologia atenuando a dor, diminuindo reacfes inflamatorias, acelerando o tempo

de cicatrizacéo de feridas e fraturas e melhorando a qualidade da mesma.

1.2 - TerapiaFotodinanica
1.2.1 — Breve histérico da TFD

A terapia fotodindmica ja era conhecida desde o inicio do século passado.
Raab em 1900 observou a morte de microorganismos quando expostos a luz solar e ao
ar, na presenca de certos corantes. Nesta data ele reportou o principio de uma nova
tergpéutica para o tratamento do cancer, a terapia fotodindmica Em 1901 Finsen
apontou o uso da radiacdo solar como tratamento de Lupus vulgaris. No mesmo ano,
Von Tappeiner demonstrou o papel do oxigénio singleto como fundamental na acéo do
TFD (MACDONALD et a. 2001). Meyer-Betz em 1913 demonstrou que a
hematoporfirina causa fotossensibilidade quando ocorre exposicdo a luz solar. Esta
descoberta foi feita através de uma auto aplicagdo de 200mg de hematoporfirina
(MACDONALD et a. 2001).
Os mecanismos envolvidos na terapia fotodindmica tem sido estudados, a fim de
melhorar cada vez mais a resposta a este tipo de terapia. A técnica foi aperfeicoada com

a introdugdo da luz monocromética e o desenvolvimento dos fotossensibilizadores de

segunda geracao.

1.2.2 — A Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodindmica (TFD) consiste na administracdo local ou sistémica de

uma substancia inerte, que pode ser um pigmento ou uma droga, porém que tenha um



efeito citotoxico quando fotoativado em determinado comprimento de onda. Desta
forma, obtém-se um efeito fotoquimico, que consiste na estimulagdo dos croméforos
presentes nos pigmentos que foram anteriormente absorvidos pela célula, através da
energia transmitida por fétons de uma fonte luminosa. Assim, devido & absor¢do de
energia, 0os cromoforos passam de um estado basal a um nivel excitado
(MACHADO,2000; LEDO et d. 2000; SIBATA et a. 2000; MACDONALD et al.
2001; SIMPLICIO et a. 2002).

A substancia aplicada pode ser administrada, no tratamento de uma lesdo, por via
endovenosa ou tépica. ApGs o0 tempo necessario de interacdo entre a célulaalvo e a dada
substancia, o que pode variar entre 48-72hin vivo (MACHADO, 2000), é incidida sobre
o local da lesdo luz em um comprimento de onda apropriado a substancia utilizada. O
fotossensibilizador é ativado pela luz e gera formas toxicas de oxigénio que levam a
morte celular (SIMPLICIO et a. 2002). Esse processo € iniciado quando o
fotossensibilizador absorve um féton, ocorrendo um decaimento simulténeo ou uma
sequéncia de decaimentos que resultam em uma sequéncia de reagdes por transferéncia
de energia (MACHADO, 2000; LEDO et a. 2000; SIBATA e a. 2000;
MACDONALD et a. 2001; SIMPLICIO et a. 2002).

O comprimento de onda néo deve ser muito baixo, porgue pode ocorrer com mais
intensidade o fendmeno da refletancia, devido as propriedades épticas da célula)
diminuindo assm a agdo do TFD (SIMPLICIO et al.2002). Geralmente as fontes
empregadas sdo laseres, porém quando sdo utilizadas lampadas, elas requerem o uso de
filtros adequados com intuito de selecionar o melhor comprimento de onda para o
fotossensibilizador (LEDO et d. 2000; MACHADO, 2000).

A acdo da TFD ocorre devido a transformagéo do oxigénio do seu estado tripleto
para o seu estado singleto, 0 que acontece primeiramente pela excitacdo do corante pela
luz, e é seguida de dois mecanismos principais de reacdo, a partir do seu estado
excitado: transferéncia de elétrons e transferéncia de energia.

A maioria das reacles € do tipo |, e elas envolvem a transferéncia de um &omo
de hidrogénio ou de um elétron entre o fotossensibilizador e alguma outra molécula
Este processo € mais propenso pelo aumento de complexos ndo covaentes entre o
pigmento e as moléculas aceptoras formadas antes da iluminacdo. A maioria dos

radicais produzidos nestas reacOes interagem com o oxigénio molecular gerando



espécies ativas de oxigénio como por exemplo OH , HO,, O, e H,O,. Ja 0 processo tipo
I1, envolve a transferéncia de energia entre o fotossensibilizador e o oxigénio. Como
resultado deste segundo processo, obtém-se o corante no estado fundamental e o
oxigénio em seu estado excitado mais baixo. Estas reagGes ocorrem mais facilmente em
meio hidrofébico (SOBOLEYV et a. 2000).

As reacOes tipo | sdo favorecidas por alta concentragdo de substrato e baixa
concentracdo de oxigénio, enquanto as reagOes do tipo Il sdo favorecidas por uma
Situagdo contraria, ou sgja, baixa concentragdo de substrato e alta concentracdo de
oxigénio. Existem também as reagdes do tipo Il que ndo envolvem oxigénio. E
importante observar que 0 mecanismo de a¢&o pode trocar do tipo | ao tipo Il devido a
mudancas da oxigenagao do tecido durante o TFD (SOBOLEV et a. 2000).

1.2.3- Pigmentos

Os pigmentos estédo diretamente relacionados a comprimentos de onda
especificos pois, 0s compostos organicos absorvem radiagdo eletromagnética.
Entretanto, somente compostos com vérias duplas ligagbes conjugadas na sua estrutura
quimica € que sdo capazes de absorver radiacdo na faixa da luz visivel. Estruturalmente,
um dos aspectos mais relevantes, comum a maioria dos corantes, € a presenca de um ou
mais anéis benzénicos e por isso, estes compostos sdo também chamados de
benzendides (SOBOLEYV et al. 2000).

Na TFD utilizarse pigmentos que possuem acdo fotossensibilizante, pois na
presenca de luz desencadeiam determinadas reacfes fisico-quimicas em processos
intracelulares. Estes pigmentos sdo absorvidos pela cdula se concentrando no
citoplasma, membrana plasmatica, mitocondria e, em alguns casos, nos lisossomos. A
luz emitida sobre eles no comprimento de onda adequado, ir& provocar reacdes do tipo |
e do tipo Il que irdo gerar espécies reativas de oxigénio, causando dano celular e
afetando, desta forma, a viabilidade e a capacidade de divisdo da célula (SOBOLEV et
al. 2000).
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Figura 1 Estrutura Quimica da Porfirina.

Os pigmentos denominados fotossensibilizadores atuamente dividem-se em duas
classes: os de 12 e de 22 geracdo. Os de 12 geracdo sdo derivados das porfirinas, que séo
tetrapirrdis ciclicos (Figura 1). Possuem propriedades foto-Opticas, que lhes permitem
serem degradadas ou modificadas pela luz, emitindo uma intensa fluorescéncia
vermelha, o que as capacita para a agdo fotodindmica (BONNET, 1998, MACHADO,
2000; SIBATA et a. 2000).

Os fotossensibilizadores de segunda geracéo, que derivam das clorinas (Figura 2) e
das ftalocianinas (Figura 3), sdo substéncias com sensibilidade a luz na regido de 600-
850 nm, onde os cromdforos biol6gicos normamente ndo absorvem a luz, caracteristica
esta que os difere dos fotossensibilizadores de 12 geragdo que geralmente causam
fotossensibilidade cuténea (BONNET, 1998; MACHADO, 2000).

H3C

HOOCCH2CHZ
CHzcooH  EOOH

Figura 2 Estrutura Quimica da Clorina
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Figura3 Estrutura Quimicada Ftalocianina

Porém, existem ainda outros fotossensibilizadores que ndo pertencem as
classificagdes citadas acima, entre eles as cianinas, hipericinas, esquarinas, fenotiazinas,
e xantinas. Também sdo utilizados fotossensibilizadores conjugados e corantes Azbicos
(BONNET, 1998).

Dentre as fenotiazinas, um dos pigmentos mais utilizados na TFD é o azul de
metileno (AM), que € um corante catiénico soluvel em &gua ou em acool, de férmula
molecular C16H18CIN3S e massa molar 319,8513 g/mol. Possui rendimento quantico da
ordem de 0,5 e baixo potencial de reducdo. Sua estrutura quimica esta representada

abaixo nafigura 4.

e N cl
T 0
Me2N ™ ;2 NeMe?2
g

Figura4 Estrutura Quimica da forma cationica do Azul de Metileno

Em sua forma oxidada apresenta coloragdo azul, porém quando se encontra na

forma reduzida ndo apresenta coloracdo. Em concentracdes de até 8 ng predomina a
forma monomérica, que favorece as reagdes do tipo Il. Sob estimulagdo o azul de



Metileno provoca formacdo de residuos provenientes da oxidacdo da guanina, como o
8-hidroxyguanosina, que intermedia a formagdo de oxigénio singleto (WAINWRIGHT
et al. 1997; FALJONI-ALARIO, 2003; GABRIELLI et a. 2003; SEVERINO et
al,2003).

E um pigmento de caréter hidrofilico, porém quando sofre constantes metilacdes
apresenta lipofilicidade. Possui tendéncia a formar agregados devido a planaridade de
sua estrutura quimica e pela presenca de agentes agregadores como polieletrolitos e
membranas. Contudo a agregacao atera a eficiéncia da fotossensibilizac&o pois altera a
quantidade de oxigénio singleto gerada na presenca de um estimulo luminoso
(WAINWRIGHT et a. 1997, FALJONI-ALARIO, 2003; GABRIELLI et a. 2003;
SEVERINO et a.2003).

O Azul de Metileno liga-se na mitocondria, entretanto esta ligacdo depende do
potencial de membrana e da concentragdo de mitocdndrias disponiveis. O metabolismo
do Azul de Metileno ocorre pela reducéo causada pelo NADH, que aumenta com o
aumento do Azul de Metileno intramitocondrial, formando leuco-AM (forma neutra do
Azul de Metileno) (WAINWRIGHT et a. 1997; FALJONI-ALARIO, 2003;
GABRIELLI et a. 2003; SEVERINO et d. 2003).

Os Azo corantes caracterizam-se pela presenca do grupo -N=N-. Um exemplo
desta classe de pigmentos € o Azul de Evans (Figura 5) que vem sendo utilizado na
TFD. O Azul de Evans apresenta a forma molecular CzaH24NsO14&Nas e solubilidade
em &gua e acool. Possui coloracdo azul porém quando submetido aum pH em torno de

11 apresenta coloracdo violeta, isto se deve a desprotonagdo da o-hidroxila.
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Figurab Estrutura Quimica do Azul de Evans.
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Os diazo corantes sdo compostos por duas unidades monoazicas idénticas com
simetria planar no centro da molécula. Estes pigmentos possuem estabilidade
fotoquimica e fototérmica, fato que € atribuido a formacdo de hidrogénio
intramolecular, a0 grande nimero de grupos sulfonados, e a agregacdo do corante. A
estabilidade também esta relacionada ao nimero de grupos azo destes pigmentos, assim

a estabilidade aumenta quanto maior o niUmero de grupamentos azo (I1SAK et al. 2000).

1.2.4 — Fotoquimioter apia Antimicrobiana

A TFD vem sendo recentemente usada como agente antimicrobiano, embora o
principio da técnica sgja a aplicacdo em tumores. Varios estudos, tanto in vivo como in
vitro, ja vem sendo desenvolvidos utilizando-a como uma €ficiente aternativa de
tratamento em infec¢Bes microbianas topicas, sgjam elas bacterianas, fungicas ou virais
(WILSON et a. 1993; BERTOLONI et al. 1999; CARRE et a. 1999; ZEINA et dl.
2001; ZEINA et a. 2002).

O mecanismo de agdo envolvido na terapia fotodindmica antimicrobiana é o
mesmo do TFD, que consiste na estimulagdo luminosa de cromdéforos que iréo
desempenhar sua acdo através de processos quimicos ja citados anteriormente, que
resultard em dano, morte ou inviabilizagdo celular (WILSON et a. 1993;
BERTOLONI et al. 1999; CARRE et al. 1999; ZEINA et al. 2001; ZEINA et al. 2002).

1.3- Fungos

Os fungos pertencem ao Reino Fungi, que compreende cerca de 200.000 espécies,
das quais 200 sdo agentes infecciosos. SA0 organismos eucariéticos, assim, possuem
DNA delimitado por dupla membrana, cujos nucleos sdo dispersos em um micdio
(conjunto de hifas) continuo ou septado. Sdo0 predominantemente filamentosos, mas
algumas espécies sdo leveduriformes. N&o possuem plastos ou pigmentos
fotossintéticos e sua nutricao é obtida por absorcédo. Geralmente possuem quitina em sua
parede celular e suas células apresentam mais de Inm de diametro. S0 seres aerobios
ou microaeréfilos que necessitam geralmente de fontes de carbono e nitrogénio para
sobreviver. Podem ser sapréfitas ou patogénicos, isto depende dos substratos e

condic¢des em que se encontram (HENRY, 1999).
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Todas as espécies de fungos possuem parede celular rigida, a qual determina sua
forma e s@0 compostas em grande parte de camadas de carboidratos, lipideos,
glicoproteinas e grandes cadeias de polissacarideos. Estes componentes auxiliam na
fixagdo do fungo nas células hospedeiras (PELCZAR et al. 1980).0s fungos se dividem

em dois grupos: as leveduras e fungos filamentosos.

1.3.1-Fungos filamentosos

Os bolores sdo fungos filamentosos multicelulares. A natureza filamentosa dos
bolores confere as colénias uma aparéncia algodoada, algumas vezes pontuada por um
aspecto granular ou em po que € produzido pela formagdo de estruturas assexuadas, em
outros casos a colOnia pode ter uma aparéncialisa

S80 encontrados na natureza principalmente sob a forma de mofo e ferrugem,
S80 microorganismos resistentes e se adaptam facilmente a situagdes adversas como por
exemplo podem crescer em altas concentracfes de &cidos, resistem a mudancas bruscas
de pH e sdo capazes de sobreviverem ambientes desidratados. A maioria dos bolores é
estritamente aerdbia e seu crescimento é estimulado pelo fornecimento abundante de
oxigénio. Sob condic¢des adequadas, podem converter carboidratos em acoois e &cidos
organicos e sintetizar substancias carbonadas (PELCZAR et a. 1980; HENRY/, 1999).

1.3.2- Leveduras

As leveduras sdo predominantemente organismos unicelulares e se reproduzem
por gemulagdo. As caracteristicas morfologicas correspondem a dos organismos
eucarioticos. Algumas espécies possuem capsulas, ou sgja, so cobertas por um material
extracelular limoso, viscoso e aderente que geralmente possui  COMpPOSiG&o
polissacaridica, incluindo heteropolissacarideos e substancias semelhantes ao amido.
Possuem parede celular fina em células jovens, porém esta se torna espessa com 0
passar do tempo e é constituida principalmente por proteinas, apresentando também
quitina, glicosamina e outros componentes que variam de acordo com a espécie.

A membrana citoplasmética das leveduras apresenta estrutura e fungdes
similares as das membranas das células de mamiferos, sendo constituida por uma

camada dupla de fosfolipidios e um arranjo de proteinas na bicamada lipidica, com
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proteinas de superficie fracamente ligadas a membrana e pequenas quantidades de
carboidratos, lipideos, proteinas e sacarideos; possuem espessura de aproximadamente
8mm formada por duas camadas elétron-densas. Ela difere das membranas animais por
apresentar 0 esterol ndo-polar ergosterol e por também apresentar zimogénio, ao invés
de colesterol, como esterol principal. Os esterdis da membrana conferem estrutura,
modulagcdo da fluidez e, possivelmente, controlam alguns eventos fisioldgicos
(PELCZAR et d. 1980).

As leveduras apresentam citoplasma na forma de um materia semifluido,
finamente granular. Possuem ribossomos ricos em RNA e organelas membrano-
limitadas. O reticulo endoplasmético constitui o sistema membranoso do citoplasma e
pode estar ligado com a membrana nuclear externa ou com a membrana citoplasmatica.
O nucleo é bem definido nas leveduras, sendo circundado por uma membrana nuclear
semipermedvel possuindo funcdes metabdlicas e reprodutivas. Os fungos sdo
organismos tipicamente hapléides e seus cromossomos ocorrem como filamentos
lineares congtituidos de DNA e proteinas associadas apresentando a estrutura
caracteristica da cromatina eucariética e se condensam durante a divisdo nuclear. O
nimero de cromossomos varia de acordo com a espécie do fungo. De 80 a 99% do
material genético ocorre nos cromossomos e aproximadamente de 1 a 20% nas
mitocondrias e amaioriado DNA € encontrada em plasmideos nucleares.

A transcricdo do DNA e a sintese de proteinas ocorrem de forma semelhante a outras
células eucaridticas. As mitocondrias apresentam didmetro de 0,3 a 1mm e comprimento
de até 3mtm. S8o envolvidas por duas membranas, sendo que a interna forma poucas
cristas que se estendem para dentro. S80 constituidas por lipoproteinas e uma porgéao
pequena de DNA e RNA (PELCZAR et al. 1980).

Todas as leveduras apresentam um ou mais vacuolos no citoplasma. Na fase
exponencial de crescimento, o saco vacuolar ndo contém elementos estruturais. Porém a
partir da fase estacionéria passam a conter quantidade crescente de materia granular,
gue pode ser formado por metafosfato, polifosfatos ou lipideos. A substéncia vacuolar
isolada exibe alta atividade de varias enzimas hidroliticas, como esterases, ribonucleases
e proteases. Os microtubulos dos fungos sdo longos cilindros ocos de aproximadamente
25nm de diametro que ocorrem no citoplasma como componentes de estruturas

envolvidas no movimento de organelas, cromossomos, nucleos e vesiculas do complexo
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de Golgi contendo precursores da parede celular. Os microtubulos sdo o0s principais
componentes dos fusos mitéticos e meidticos, que auxiliam o movimento dos
Ccromossomos durante a mitose e a meiose. Agentes que interferem na polimerizacéo
dos microtibulos paraisam o movimento de nucleos, mitocondrias, vacuolos e de
vesiculas apicais (PELCZAR et a. 1980).

Contudo, as cdlulas velhas de leveduras, que apresentam paredes espessas, S&0
resistentes as condicdes desfavoraveis como: calor, dessecacdo, luz e agentes quimicos.
E adgumas espécies armazenam grandes quantidades de gordura, carboidratos e
proteinas. Algumas espécies apresentam pigmentos que podem conferir coloracdes a
culturas velhas com cerca de 3 semanas. Estes pigmentos sdo carotendides e também
pigmentos biologicamente ativos como o0s citocromos, flavinas, entre outros
(PELCZAR et d. 1980).

Algumas caracteristicas fisiolégicas sdo comuns as espécies de leveduras, sendo
a mais importante a desassimilacéo de aclcares, como a glicose que pode ocorrer de
forma anaerdbia, quando ocorre fermentacdo acoolica, ou pode ocorrer por via aerobia,
respiracdo. O processo mais comum € a desassimilacdo anaerdbia tendo como produtos
finais 0 dcooal etilico e 0 didxido de carbono. Ja a desassimilacdo aerdbia envolve a
utilizacdo do oxigénio atmosférico, sendo que a completa oxidacdo da glicose fornece
diéxido de carbono e &gua. O ciclo dos acidos tricarboxilicos € uma das mais
importantes vias oxidativas (PELCZAR et al. 1980).

1.3.2.1- Candida albicans

As espécies do género Candida sdo leveduras que se apresentam como
blastomicetos arredondados ou ovalados, apresentando brotamento e alguns se alongam
tornando-se pseudo-hifas. Em caso de invasdo tecidual a C. albicans pode formar tubos
germinativos, que se transformam em brotamentos micelanicos septados. Os tubos
germinativos derivam de hifas verdadeiras que atraem o citoplasma celular deixando
entre eles extensos vacuolos. Desenvolve-se em até 72 horas quando incubadas a uma
temperatura de 37° C e formam col6nias cujo aspecto é cremoso ou pastoso de

coloragdo branca ou creme (FERRER, 2000).



As espécies de Candida constituem parte da flora normal da pele, boca e trato
gastrointestinal, e sd0 a causa mais freqlente de infeccdo fungica. A espécie mais
comum € a C. albicans. As leveduras de C. albicans causam infeccGes que acometem
principalmente a pele, unhas, mucosas, trato intestinal, urinério, entre outros. A
transmissdo se da por via enddgena, podendo haver transmissdo por contato inter-
humano e fomites (roupas e toahas). Os principais fatores predisponentes sdo a
imunossupressao, o uso prolongado de corticosterdides, gravidez, diabetes, queimaduras
graves, maceracdo das dobras da pele, sudorese intensa e umidade constante
(OLIVEIRA et a. 2001). As infecgOes por Candida sdo limitadas em extensdo e
gravidade se o hospedeiro for normal. Contudo, a terapia antibacteriana de largo
espectro atrapalha o equilibrio da flora colonizadora, especialmente nas mucosas da
cavidade oral e do trato gastrointestinal, através da eliminacdo da flora bacteriana
predominantemente competitiva, o que favorece a proliferacdo de C. albicans.

Esta espécie apresenta em sua superficie moléculas que medeiam sua aderéncia
a0 tecido hospedeiro. Inclui um receptor homélogo a integrina CR3 humana, uma
lectina que se liga aos agUcares nas células epiteliais e proteinas contendo manose que
se ligam as moléculas semelhantes a lectina das células epiteliais (CONTRAN et al.
1996).

Alguns fatores estéo associados com a viruléncia da C. albicans, entre eles a
secrecdo de aspartil proteinase, que pode estar ligada ao processo de invasdo tecidual
através da degradacdo de proteinas da matriz extracelular, e também, da secrecéo de
uma adenosina que bloqueia a degranulacéo e producéo de radicais de oxigénio dos
neutrofilos (CONTRAN et al. 1996).

Alguns estudos vém sendo realizados com TFD em Candida. Wilson (1993)
realizou um trabalho com trés espécies de Candida, entre elas aC. albicans, obtendo
reducdo estatisticamente significativa na viabilidade de culturas de C. albicans tratadas
com azul de metileno e irradiadas com laser de diodo AlGaAs. Zeina (2001), também
obteve reducdo da taxa de crescimento de C. albicans de 5.5 Logl0 UFC/ml para 2
Logl0 UFC/mI, quando submetidas & TFD utilizando azul de metileno. Teichert et al
(2002), obteve erradicacao total de C. albicansin vivo (cavidade oral) utilizando azul de
metileno nas concentragcdes de 450 e 500 /ml irradiadas com laser de diodo emitindo
em 664nm.
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1.4- Espectroscopia

A espectroscopia pode ser definida como sendo o estudo da interacdo da
radiacdo eletromagnética associada aos aomos ou moléculas nos estados solido, liquido
ou gasoso. Pode ser usada para identificar componentes desconhecidos devido ao fato
de cada elemento existente na natureza possuir seu proprio espectro de absor¢do. Os
primeiros cientistas a descobrirem este fato foram Gustav Robert Kirchhoff e Robert
Wilhelm Bunsen, em 1859 ( FLEMING, 2002).

Para andlises espectrais sdo utilizados aparelhos denominados espectrémetros
gue sdo instrumentos que possuem uma fonte de radiagdo que emite continuamente na
regido de frequéncias eletromagnéticas onde se redliza o experimento. A radiacéo
emitida por esta fonte dirige-se para a amostra que se encontra colocada numa célula
adequada as condigdes do experimento. Antes ou apOs atravessar a amostra, 0S
componentes de diferentes fregiiéncias da radiacdo sdo separados espaciamente pelo
monocromador. Esta unidade dispersa a radiacdo e seleciona cada componente através
de uma fenda, obtendo-se assim radiacdo monocromética. Esta € dirigida para o sistema
de deteccdo onde € medida, a cada freqliéncia, a intensidade da radiacdo transmitida ou
absorvida pela amostra que é ent&o registrada por um sistema especifico.

Atuamente, existem inUmeras técnicas de espectroscopia, entre €las a
espectroscopia Optica, molecular, fotoaclstica, Raman, de impedancia, e de
fluorescéncia entre outras.

1.4.1- Espectroscopia Fotoacustica

A espectroscopia fotoacustica (PAS), gque esta baseada no efeito fotoacustico
(descoberto por Alexander Graham Bell em 1880) foi elaborada experimentalmente e
teoricamente como uma técnica de diagnostico para materiais solidos por A.
Rosencwaig e A. Gersho na década de 70. Este efeito consiste na geracéo de ondas de
pressdo numa camara fechada apés absorcéo de luz pulsada. A energia que € absorvida
pela amostra gera pulsos de calor, que causam uma flutuacdo periddica de temperatura
na camada de gés (ar) adjacente a amostra, com a mesma freqiiéncia de modulagdo que

ado feixe de luz incidente.
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Este fendbmeno ocorre quando a amostra absorve energia luminosa pulsada
gerando som pela conversdo da energia luminosa em energia térmica através de
decaimentos ndo radiativos no objeto absorvedor. A flutuacdo de temperatura causa a
expansdo e compressao do gas (ar) dentro da cAmara, originando, desta forma, ondas de
pressdo no interior da mesma, e essas ondas sdo detectadas por um microfone. Assim, o
sinal do microfone ird depender da forma com que a luz é absorvida pela amostra, ou
sgja, dependera do coeficiente de absor¢do da amostra e das condicOes de geracdo e
transmissdo de calor. Estas propriedades permitem que o efeito fotoacUstico sgja usado
no estudo de varias reacbes fotoativadas, como a fotossintese e a polimerizacdo de
fotoresinas, dentre outros. Este método permite a obtencdo de espectros de absorcéo
Optica de sdlidos, semi-solidos, liquidos e gases, permitindo também a andlise de
amostras tanto opticamente opacas quanto transparentes. Na maioria dos casos, ndo
exige uma preparacdo rigorosa da amostra e, por ser uma técnica ndo destrutiva, permite
0 acompanhamento da mesma amostra quando submetida a diversos tratamentos
guimicos, térmicos e fisicos, entre outros (ROSENCWAIG, 1980;
BALASUBRAMANIAN et al. 1984; BRASLAVSKY, 1986).

Os espectros de absor¢cdo fotoacUsticos fornecem elementos importantes no
estudo das bandas de absorcdo éptica de um dado elemento, uma vez que permite a
atribuic@o das transi¢oes e etronicas envolvidas no processo de absor¢éo da luz. Podem
oferecer algumas informacfes sobre o estado de coordenacdo de um dado ion alojado
em uma matriz bem como de seu estado de oxidacdo. A PAS é empregada também na
caracterizacdo das propriedades térmicas da matéria, particularmente, na medida de
difusividade térmica, efusividade térmica e do tempo de relaxacdo ndo radiativo, ou
sgja, 0 tempo da transferéncia de energia das moléculas excitadas para as ndo excitadas
por colisdes (ROSENCWAIG, 1980; BALASUBRAMANIAN et a. 1984;
BRASLAVSKY, 1986).

A PAS vem sendo usada como técnica de diagndstico e possui varias aplicactes
como a determinacdo de parametros térmicos, 0 monitoramento de misturas gasosas, e
no estudo de moléculas biolégicas. Assm como, na caracterizacdo de organelas
celulares, mudancgas morfol6gicas durante a diferenciacdo celular, reagdes bioquimicas,
processos de fotossintese, andlises bromatolégicas, caracterizacdo de microorganismos

de interesse médico como o Plasmodium e a Leishmania entre outras
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(BALASUBRAMANIAN et al. 1984; BRASLAVSKY, 1986; BERGEVIN et a. 1995;
ARGUELLO et al. 1999; DOKA et al. 2000; IRUDAYARAJ et a. 2000).

1.4.2- CéulafotoacUstica aberta

Uma das técnicas utilizadas em espectroscopia é a da célula fotoacustica aberta,
através da qual obtém-se a transmiténcia das amostras. Nesta técnica o proprio
microfone de eletreto é utilizado como célula fotoacUstica, que consiste de uma
membrana de e etreto e uma placa de metal com um furo separado por uma camada de
ar. Sobre a placa de metal é acoplado um vidro sobre o qual a amostra é acondicionada.

Sobre a amostra € incidido um feixe de luz monocroméatica, modulada a uma
freqiiénciaw = 2pf, com intensidade 1,€™" , coeficiente de absorcéo dptica b. Supondo
gue hgja duas fontes principais de calor, uma devida a absor¢céo de radiacdo pela
amostra e outra devida a absor¢éo da radiagéo transmitida pelo diafragma do microfone,

aoscilagdo de temperatura (Ty) obedecera a equagéo 1:

Tg=Qm +Qs 1)

Onde Qn, e Qs representam respectivamente as contribui¢des da membrana e da
amostra para a oscilacéo da temperatura na camara fotoacustica. Segundo Marquezine et
al. (1991) a voltagem do microfone de €eletreto estd relacionada com o efeito
fotoacUstico da seguinte forma:

jWRC Qm +Qsejwt
%1+ jwRC T,

2

Vorc =

Sendo:

VO = |b|mSo/ (lbe+|meo) (3)

Onde s, é a densidade da carga do eletreto, |, € a espessura da membrana de
eletreto, |, € a espessura da base e e a constante dielétrica. C € a capacitancia do
microfone e R aresisténcia. j € o nimero imaginério /- 1. Ty € a temperatura ambiente

ew é avelocidade angular dos pulsos de luz.
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No caso de uma amostra opticamente transparente, para obter a transmitancia
desta amostra pode-se usar algum objeto que feche a cAmara fotoacUstica com uma
transmitancia de cerca de 100% para o0 espectro visivel. Se utilizando neste caso um
suporte de vidro BK7 com espessura de 1mm a transmitancia sera cerca de 91%, o que
ndo interferird na andlise da amostra . Assim, neste caso, a expressao para Vopc Sera

(formula 4):
1 opcY= Kb’ (1 )1o(l ) =¥V opcYarer (4)

Onde K depende dos parametros térmicos da membrana e do gas, mas neste caso
ela permanece como uma constante.
Ao colocar sobre este suporte uma amostra opticamente transparente, a

magnitude do sinal sera (Marquezini et al., 1991):
Y¥\Vopc¥e= Kb'(1 ) 1o(l ) e?®)'s (5)
onde | s corresponde com a espessura da amostra.

Se definirmos o sina normalizado S, como o cociente entre o sind da
transmissdo do material em estudo¥Vopc¥e 0 sina de referéncia ¥aVopcYxer teEMOS

que: Sy = Nore|__ e Bl (6)
|VOPC| REF

Esta expressdo permite determinar a quantidade de radiacdo transmitida através
daamostra, ou sgja a transmitancia. A partir desta expressao pode-se conhecer o valor

parab (formula7):

bl)=-In(S)/lIs (7)



1.5- Justificativa

Na literatura existem vérios trabalhos sobre biocestimulacdo e terapia
fotodindmica, o que reflete a crescente importancia deste assunto. Porém, alguns pontos
ainda sdo obscuros no que se refere a bioestimulacéo e a terapia fotodindmica. Como
estes fenOmenos estdo relacionados com a absorcéo de luz, entdo alguns eventos
envolvidos nestes processos podem ser estudados através da obtencdo dos espectros de
absor¢éo de um sistema vivo envolvido em ambos processos: bioestimulagéo e terapia
fotodinamica.

Andlises espectrais podem ser realizadas pelo fato dos espectros de absor¢do
estarem relacionados com os cromoforos intracelulares, podendo assim fornecer
informagdes importantes sobre a interagdo destes com os pigmentos utilizados na TFD,
bem como fornecer informacBes sobre a relagdo dos croméforos intracelulares com as
reacOes envolvidas na bioestimulacéo.

Dentre os inimeros modelos celulares a C. albicans nos pareceu mais
adequada, por se tratar de um microorganismo de interesse médico, e de facil
manutencdo no laboratério. Outro motivo da escolha deste microorganismo é por
apresentar estrutura eucarionte, 0 que permitira comparar os resultados obtidos com os
model os existentes sobre os efeitos da irradiacdo com luz visivel em organismos deste

tipo.
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1.6 - Objetivo

Este estudo tem como objetivo principa estudar o espectro de absor¢do Optico
apos aterapia fotodindmica em culturas de Candida albicans, usando os pigmentos azul
de Evans e azul de Metileno, assim como apos a bioestimulagcdo das mesmas culturas

irradiadas com luz de 635 nm.

Os objetivos secundarios sdo:

- Estudar o comportamento dos pigmentos Azul de Evans e Azul de Metileno, apos
irradiacdo com luz de 635 nm, através de técnicas fotoacusticas.

- Estudar o espectro de absorcéo de culturas de C. albicans na regi&o espectral dos
380 até 700 nm.

- Estudar as mudancgas espectrais devido a interacdo pigmento-célula do fungo e
devido airradiacdo com luz visivel, através da espectroscopia fotoacustica na regido
espectral dos 380 até 700 nm.



Material e Métodos
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Candida albicans

Neste trabalho foi utilizada a cepa de C. albicans ATCC 10-231 origem
FIOCRUZ, doada pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da
Salide da UNIVAP. A cepa foi conservada em placa de Petri contendo Agar
Sabouraund, sendo trocado semanalmente (HENRY, 1999). Apds cada repique ela era
incubada por 48h em estufa a 37°C, e ap0s este periodo era transferida para camara fria
atemperatura de —4°C.

2.2 — Pigmentos

Neste estudo foram utilizados dois pigmentos distintos: azul de Evans e
azul de metileno, que tiveram seus espectros de absorcdo determinados em
espectrofotdmetro convenciona (Carry 50°- Bio Varian). A partir destes espectros foi
definido o laser a ser utilizado para irradiacdo na TFD e na bioestimulagdo: diodo laser
AlGaAs, com comprimento de onda de emissdo de 635nm.

Os corantes foram diluidos em solugdo fisiologica (SF), para que ndo houvesse
interferéncia na isotonia celular. A concentragcdo dos corantes utilizados foi de 0,5mg/ml
(WILSON et a. 1993; MARDEGAN et a. 2002).

Os pigmentos utilizados apresentavam-se na forma de p6. Para preparagdo das
solugBes as aliquotas de pigmento foram pesadas em balanca analitica (OHAUSO -
BP630). Os pigmentos foram diluidos em SF a 0,9% estéril, para obter-se uma solucdo

com concentracao de 0,5mg/ml.

2.3—Meiosde Culturas

O meio de cultura escolhido foi 0 Agar Sabouraund Dextrose, por ser um meio
relativamente pobre em nutrientes, atenuando o risco de contaminagdo por bactérias
sendo, portanto, um meio apropriado para o cultivo de fungos.
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O meio foi preparado com Agar Sabouraund Dextrose em po diluido em égua
bidestilada. O meio foi autoclavado a 120°C e latm de pressdo por 15min. Apos resfriar
naturalmente até uma temperatura de aproximadamente 40°C, foi distribuido em placas
de Petri previamente esterilizadas dentro do fluxo laminar em campo estéril pela chama
do bico de Bunsen. Foram adicionados 20ml de meio de cultura em cada placa de 10cm
de didmetro. Apds o meio de cultura solidificar, as placas foram posicionadas com a
tampa para baixo, afim de ndo juntar &gua no meio devido a condensacdo da mesma
sobre a tampa, e foram acondicionadas em sacos hermeticamente fechados e colocadas

na camara fria cuja temperatura era de —4°C.
2.4— Preparo das amostras e contagem de UFC

Todas as etapas dos procedimentos foram realizadas em fluxo laminar, e em
campo estéril pela chama do bico de Bunsen (figura 6). Todo materia utilizado foi

previamente esterilizado em autoclave a120°C e 1 Kgf/cm 2 por 15 minutos.

Figura 6 Interior do fluxo laminar.

A partir do repique da cepade C. albicans foi retirada uma aliquota com alca de
platina em anel e diluidaem SF até que atingisse aturvacdo da escala 1 de Mac Farland
(Silva, 1999). Em tubos de ensaio foram adicionados 50m da solugdo de C. albicans
preparada como descrito acima e 50n de corante na concentragdo de 0,5mg/ml. A
mistura preparada foi incubada por 30min em temperatura ambiente. Apés o tempo de
incubacdo, retirou-se uma aliquota de 10 com pipeta automaética e esta foi dispensada

no centro da placa de Petri com meio de cultura Agar Sabouraund, e foi semeado por



esgotamento com aca de platina em anel. O mesmo procedimento foi realizado para
cada corante. No controle substituiu-se o corante por 50m de SF.

As placas preparadas, conforme o procedimento acima descrito, foram incubadas
em estufa a 37°C por 48h. Apds o tempo de incubacdo as placas foram retiradas da
estufa e selecionou-se uma Unidade Formadora de Colbnias (UFC) isolada em cada
placa, com area de 3mm. A UFC selecionada foi irradiada com laser de diodo AlGaAs
(Unidade Thera Laser® — DMC) (figura 7) por 20s, com | = 635nm, poténcia de
35mW, e DE = 10J/cnt. Ap6s airradiacso as placas foram incubadas em estufa & 37°C,
porém as placas controles foram incubadas logo apds serem semeadas, formando assim

um total de 6 grupos, sendo eles:

A- Placa controle (Candida albicans)
B
C- Placacontrole azul de metileno (Candida albicans+ azul de metileno)

Placa controle azul de Evans (Candida albicans + azul de Evans)

D- Placa controle irradiado (Candida albicans + irradiacéo)
E- Placa experimento azul de Evans (Candida albicans + azul de Evans + irradiac&o)

F- Placa experimento azul de metileno (Candida albicans + azul de metileno +

irradiagéo)

Figura7 Laser diodo AlGaAs.

Preparou-se um indculo de cada grupo em SF até atingir a escala 1 de Mac
Farland. Deste inéculo foi retirada uma aliquota de 10m, com pipeta automatica, e
dispensada no centro da placa de Petri, com meio de cultura Agar Sabouraund, e foi

semeada uniformemente com alca de Drigalsky. Incubou-se as placas a 37°C por 72h,



entretanto foi realizada contagem das UFC, em contador de col6nias manual (CP6OOo -
Phoenix) (figura 8), em intervalos de 12h.

Figura8 Contador Manual de coldnias.

Apbés o término do procedimento todo o material foi descontaminado em
autoclave a 120° C por 30 minutos (SILVA, 1999).

2.5 - Espectroscopia

2.5.1- Analise das Culturas

Para andlise das culturas de C. albicans coletou-se amostras dos grupos A, C, D
e F para espectroscopia diretamente da placa de Petri com auxilio de uma a¢a de platina
em anel. As amostras foram acondicionadas em tubos eppendorf devidamente
identificados. Procedeu-se a0 congelamento in natura, e foram devidamente
transportadas até o laboratorio de FotoacUstica do Instituto de Fisica Gleb Watagin da
UNICAMP, onde foram realizados os espectros de absorcao.

As amostras obtidas de cada grupo possuiam volumes reduzidos, devido a
propria natureza da amostra, fato que foi agravado nas amostras submetidas a TFD.

Assm, com quantidade reduzida de amostra ndo foi possivel utilizar o método
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convencional, com a célula fotoacUstica fechada. Optou-se por utilizar a técnica da
célula fotoacustica aberta, que permite a obtencdo do espectro de transmissdo e que
requer de uma quantidade minima de amostra.

Para este estudo utilizou-se um espectrofotémetro fotoacustico no laboratdrio do
grupo de fotoacustica chefiado pelo Dr. Edson Corréa da Silva, que € colaborador
permanente do grupo de fotoacUstica do IP&D-UNIVAP.

O espectrofotdbmetro fotoacustico utilizado consiste das seguintes partes. uma
l&mpada de Xenbnio de 1000 W como fonte emissora de luz, um modulador mecanico
para pulsar a luz emitida pela fonte, um monocromador para separar a luz da fonte em
seus comprimentos de onda, filtros passa banda para eliminar o efeito do segundo
harmonico das grades de difracdo no monocromador, lentes de vidro para focar a luz da
fonte na camara fotoaclstica, uma célula fotoaclstica aberta que consiste num
microfone de eletreto, um amplificador Lock-In que permite detectar a amplitude e a
fase do som gerado no microfone com a mesma frequiéncia do modulador mecanico, e
um computador para armazenar os dados captados pelo Lock-In. Este sistema pode ser

visualizado nafigura 9.

g

Figura9 Sistema Fotoacustico. (a) lampada de Xenbnio; (b) modulador mecénico;
(c) monocromador; (d) filtros passa banda; (€) espelho cbncavo; (f) espelho concavo;

(9) lente; (h) cdula fotoacustica; (i) lock-1n; (j) microcomputador.



As amostras foram retiradas do tubo eppendorf com auxilio de uma pipeta
automética e foi acondicionada uma aiquota de 10m da amostra em uma célula
fotoacustica aberta (OPC) (Figura 10). Antes do acondicionamento da amostra foi
acoplada uma pega de vidro, com formato quadrado com 1cm de lado, no topo do
microfone de el etreto, e entdo as amostras foram acondicionadas sobre este vidro. Antes
de redlizar as leituras das amostras, foram redizadas leituras do vidro, para que
pudessem ser normalizadas as leituras das amostras, eliminando assim interferéncias do

vidro e daléampada de Xendnio.

a )Q m|ua]m

microfone
de e
eletreto

Figura 10 Célula Fotoacustica Aberta. (a) luz pulsada; (b) amostra; (c) vidro;

(d) cmara fotoacustica; (€) membrana de el etreto.

Para as leituras realizadas utilizaram-se os seguintes parametros. Frequéncia do
modulador mecanico de 17Hz e intervalo de tempo de 1s. A andlise posterior dos
espectros de absor¢do foi redlizada através do software Microcal Origin. Foram
realizadas medidas de transmitancia na faixa dos 360 a 700nm. Para que se pudesse
observar a absor¢cdo da amostras nos diferentes comprimentos de onda foi aplicada a

funcéo:

In(T)

Onde T é atransmitancia das amostras obtidas através das medidas realizadas. A
transmitancia pode ser definida como a porcentagem de luz que é transmitida, ou sgja

que atravessa a amostra (figura 11).
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Figurall Esguemada Transmitancia

Na figura 11 podemos observar um esquema de transmitancia, onde 1, é a
intensidade de luz incidente sobre a amostra, L é a espessura da amostra e 11 a
intensidade luz que atravessa a amostra. PelaL e de Lambert Beer, temos que:

l1=l,e®t (8)

Ondeb [0é o coeficiente de absor¢do da amostra. Assim podemos dizer que:
QPR 9)
de onde temos que:

InT= bL (10)

Assim a absorcdo da amostra € proporcional a-In T.
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2.5.2-Andlise dos Pigmentos

A degradacdo dos pigmentos apds absor¢do da luz também foi estudada
Primeiramente foram obtidos os espectros de absor¢do no espectrofotdmetro (Carry 50-
Bio Varian) do Laboratério de Quimica do IP&D-UNIVAP. A partir destes dados foram
definidas as fontes luminosas que seriam utilizadas para irradiacéo destes pigmentos .

Os pigmentos foram analisados no Laboratério de Espectroscopia Fotoacustica
do IP&D-UNIVAP, onde redizaram-se medidas com técnicas fotoacUsticas para
verificar mudancas estruturais nos pigmentos irradiados e ndo irradiados. Utilizou-se o
sistema composto de uma lampada de Tungsténio (W), um modulador mecanico, uma
lente de vidro para focar a luz da fonte na cBmara fotoacUstica, um espelho e a célula
fotoacUstica (que consiste de um bloco de bronze e um microfone de eletreto) ligada a
um amplificador Lock-In que permite detectar a amplitude e a fase constante do som
gerado no microfone, e um microcomputador para armazenar os dados captados pelo
Lock-In. Utilizou-se também para irradiar as amostras, uma fonte luminosa de
comprimento de onda conhecido que ficava sobre a célula fotoacustica, como pode ser

observado na figural2.



Figura 12 Espectrofotdmetro Fotoacustico. (a) lampada de W; (b) modulador
mecanico; (c) lente; (d) espelho; (e) céula fotoacUstica;

(f) fonte luminosa; (g) lock-1n; (h) microcomputador.

Para esta andlise utilizou-se sobre a célula fotoacustica (figura 13) papel
aluminio contendo uma fase opaca (preta), sendo que esta face ficou do lado interno da
célula, enquanto a face de aluminio ficou voltada para o exterior da célula. O aluminio
exerce fungdo tanto como suporte da amostra quanto como absorvedor da luz incidente
que atravessa a janela de vidro. Foi ainda acoplado sobre o aluminio um anel pléastico
com didmetro de aproximadamente 2cm. Sobre este anel foi acondicionado 100m da
amostra diluidaa1:1 como citado anteriormente.

- —u

Figura 13 Céula Fotoacustica. (a) microfone de eletreto; (b) cdmara fotoacUstica;

(c) suporte de aluminio; (d): vidro; (e) luz incidente; (f) amostra.



A radiacdo da lampada, modulada pelo modulador mecanico, atravessa a janela
de vidro e incide no suporte da amostra do lado interior da cdmara fotoacUstica. A luz
incidente é absorvida pela face preta do aluminio e se transforma em calor. Parte do
calor gerado na folha de aluminio se difunde para a amostra; a outra parte se dissipa no
ar interior da camara gerando o sina fotoacustico. Essa particdo de calor depende da
efusividade térmica da amostra e do ar, 0 que determina o sina fotoacUstico. A

efusividade térmica é dada pela formula abaixo:

e = (kr ¢)¥2 (12)

Onde k éacondutividade térmica, r éadensidade e c € o calor especifico do meio.

A efusividade térmica do meio € uma grandeza que representa a facilidade do
calor se difundir em determinado meio. O calor gerado na superficie pela absorcéo de
luz se difunde para os meios adjacentes proporcionalmente as respectivas efusividades
térmicas, ou sgja, o fluxo de radiacdo F , (energia luminosa que se transforma em calor
na superficie) € igual & soma do fluxo de calor para o lado da amostra F 4, com o fluxo

decaor paaoladodo ar F 5, assm:

FontF4 =F, (13)

E importante observar que as propriedades térmicas da amostra estudada neste
trabalho mudam durante o tempo €, conseqlientemente a sua efusividade térmica, o que
faz que a particéo de calor e o sinal fotoacUstico sgjam alterados, indicando mudancas
estruturais apos a irradiacdo.

Todas as amostras tiveram 500 pontos de varredura, sendo que o tempo entre
cada ponto corresponde a aproximadamente 3s. A amostra foi adicionada no ponto 50.
Nas amostras irradiadas foi utilizado LED ou laser de He-Ne como fonte emissora de
luz e airradiacdo foi realizada do ponto 100 até o ponto 120. Para estas medidas foram
utilizados os seguintes parametros. Frequiéncia do modulador mecanico de 17Hz, escala
do sinal de 0,01V, intervalo de tempo entre as leituras 3s, sendo utilizados 500 pontos

de varredura. Os resultados obtidos foram analisados com o software Microcal Origin.
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3 - RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1- Curvas de crescimento

A curva de crescimento da C. albicans foi obtida através da contagem das
UFCs por placa e a analise dos dados foi realizada através do software Microcal Origin.
Na figura 14 pode-se observar que as culturas de C. albicans irradiadas tiveram um
crescimento maior do que as culturas de C. albicans controle, o que demonstra que
houve bioestimulagdo nas culturas de C. albicans irradiadas. Este fenGmeno, segundo
Karu (1988) se deve ao fato de estruturas intracelulares como a mitocondria absorverem
aradiacéo, ocorrendo desta forma estimulagéo dos eventos celulares, que segundo Lima
et a. (2000) levam a uma maior divisdo mitética aumentando assm o ndmero de
células. Observou-se também que as curvas de crescimento possuem comportamento
semehante até 24h apds a irradiagdo, apds este periodo as culturas que foram
submetidas a irradiacdo apresentam um crescimento maior, isto sugere que a irradiacéo
promoveu uma reagdo bioldgica tardia, pois este tipo de reacdo segundo Karu (19874)

pode ocorrer depois de horas e até mesmo dias apos a irradiaco.
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Figural4 Curva de crescimento da C. albicans controle e irradiada. ([1) Candida
controle. () Candida irradiada com laser AlGaAs.



As figuras 15 e 16 mostram o efeito da TFD em culturas tratadas com 0s
pigmentos azul de metileno e azul de Evans respectivamente. As culturas tratadas com
azul de metileno apo6s a irradiacdo apresentam inibicdo no crescimento, porém as
culturas tratadas com azul de Evans apresentam menor inibicéo.

O pigmento azul de Evans se mostrou menos eficiente para a TFD do que o
pigmento azul de metileno, 0 que pode ser explicado pelo fato de que a acdo
antimicrobiana da TFD ocorre pela formacdo de espécies reativas de oxigénio. Essas
espécies reativas sao mensuravel's, pois emitem fluorescéncia. Wainwrigth et a. (1997)
e Isak et a. (2000) realizaram trabalhos com azul de metileno e azul de Evans
respectivamente, e nestes trabalhos foram realizadas medidas do rendimento quéantico
do oxigénio singlete. De acordo com estes trabalhos 0 azul de metileno excitado possuli
um rendimento quantico de 0,443 enquanto o0 azul de Evans excitado possui um
rendimento quantico de 0,0039. Como se pode observar a producdo de oxigénio singlete
€ menor no pigmento azul de Evans, o que pode explicar o fato do mesmo ter

apresentado menor eficiénciana TFD do que azul de metileno.
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Figura 15 Curvas de crescimento para Candida tratada com azul de metileno
(O) Candida + AM. ((0) Candida + AM irradiada.
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Figura 16 Curvas de crescimento para Candida tratada com AE. ([0) Candida +
AE.(0)Candida + AE irradiada com laser AlGaAs.

Na figura 17 pode-se observar a agdo dos pigmentos azul de Evans e azul de
metileno sobre a culturade C. albicans, nota-se que as culturas tratadas com pigmentos
azul de metileno ou azul de Evans, apresentam uma cinética de crescimento semelhante,

embora ndo atinjam o0 mesmo patamar.
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Figura 17 Curvas de crescimento para Candida e para Candida tratada com AM e
AE.(0)Candida Controle. (1) Candida + AE .(0J) Candida +AM .



v

Também pode ser observado na mesma figura que o azul de metileno estimula o
crescimento da C. albicans, tendo um efeito bioestimulador nestas células, este
comportamento segundo Karu (1988) se deve ao fato do azul de metileno aterar as
concentragdes de agentes redutores intracelulares, aumentando desta forma a sintese de
DNA.

As curvas de crescimento obtidas neste experimento correspondem com curvas
logisticas de crescimento populacional. Assim foram submetidas a um gjuste ndo linear
através daformula 14

a
K(x- X¢)

y=——-0 (14)

1+e

Ondey € o0 niUmero de individuos, x é o tempo, € a, X¢ e k sdo parametros
do modelo, sendo k a taxa especifica de crescimento, ou potencial bidtico da espécie, a
€ a capacidade de suporte do meio ou sgja, 0 tamanho maximo que a populacdo pode
atingir, e X € a constante de integracdo. A taxa especifica de crescimento esta
relacionada com o tempo necessario para que a curva de crescimento atinja sua maior
taxa, e este tempo esta definida como T,=1k. Todas as curvas obtidas neste
experimento se encaixam no modelo logistico de crescimento populacional pois elas
apresentam inicialmente um aumento exponencial das UFCs que se estabiliza em um
dado momento, 0 que variou dependendo do tratamento aplicado a cada grupo.
Conforme os parametros das curvas obtidas (Tabela 1) os valores encontrados de To
para os grupos. AMc e AEc foram muito préximos, sugerindo que possuam uma
cinética de crescimento similar. Porém a capacidade de suporte do meio é diferente
apontando capacidade de crescimento maximo para Ci e depois para o AMc, 0 que
reflete o efeito bioestimulador do azul de metileno fagocitado pelas células de C.
albicans. Para o grupo AMi foi observada a menor capacidade de crescimento assim
como 0 menor To o que implica que apods a irradiacdo houve morte de vérias colénias
rapidamente, e aguelas que sobreviveram ndo conseguiram crescer mais. O AEi
apresentou capacidade de crescimento e To reduzidos, entretanto esta reducdo €

nitidamente menor do que no AMi.



Tabelal Parémetros das curvas logisticas de crescimento.
Parametros Cc Ci AMc AMi AEc AEi
da amostra
a 967,68 2772,75 1187,45 10,5 595,04 350
XC 21,87 28,13 17,98 12,4 22,63 17,31
k 0,15 0,33 0,28 3,58 0,26 0,53
To 6,66 3,03 3,57 0,28 38 1,88

Nota: Cc: Candida controle; Ci: Candida irradiada; AMc: Candida + AM controle;
AMi : Candida +

AM irradiado; AMc: Candida + AM irradiado; AEc: Candida + AE controle;
AEi: Candida + AE irradiado.

Como exemplo dos gjustes citados acima se pode observar nafigura 18 a curva

logistica de crescimento populacional para C. albicans tratada com azul de metileno.
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Curva logistica de crescimento populacional para Candida tratada com
Azul de metileno. A linha continua representa o melhor guste paraa

curva logistica de crescimento.
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3.2- Analise dos pigmentos

3.2.1- Azul de metileno

A andlise fotoacustica do pigmento azul de metileno pode ser observada na
figura 19 que mostra que este pigmento apos irradiado por um minuto com LED
apresenta um aumento do sinal fotoacustico através do tempo, no esquema experimental
jadescrito.
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Figural9  Comportamento do azul de metileno irradiado e controle. (O) azul de

metileno controle. (-) azul de metileno irradiado com LED.

A conducdo térmica é um fendmeno de transporte, em que a energia devida a
agitacdo molecular é transferida de um lugar para outro acompanhado da variagéo de
temperatura correspondente. Assim ocorre condugdo térmica sempre gque a temperatura
da substéncia varia de um ponto para outro, ou sgja, ha conducéo térmica quando a
energia media das moléculas € diferente em diferentes partes da substéncia. Essa
diferenca de temperatura ou de energia média da origem a um fluxo liquido de energia

(calor). O mecanismo da conducdo térmica é diferente nos solidos, liquidos e gases
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devido a diferenca de mobilidade das moléculas nos trés estados. Nos gases, e até certo
ponto nos liquidos, a conducdo térmica resulta de colisdes entre moléculas rgpidas e
moléculas lentas, resultando em uma transferéncia de energia cinética das moléculas
mais rapidas para as mais lentas. Entretanto, nos solidos ndo se verifica transferéncia de
energia devido a movimentagcdo molecular, pois 0 Unico movimento das moléculas num
solido é a vibragcdo em torno de posi¢les de equilibrio. Consequentemente, 0 processo
envolvido é, na realidade, o transporte dessa energia vibracional ao longo da rede
cristalina do solido.

No experimento realizado, o que esta sendo monitorado é o sina fotoacUstico
dentro da camara fechada, que estd relacionado com a quantidade de calor que foi
refletida na interface aluminio-gota, seguindo uma explicagdo como a mostrada a
seguir:

A energia luminosa ao incidir sob o auminio € convertida em caor, que é
difundido para a amostra e para o interior da cdmara fotoacustica. O calor se difunde na
proporcdo das efusividades térmicas de cada meio (amostra e ar). A figura 20
esguematiza essa situacéo, onde o calor gerado na superficie do aluminio pela absorcéo
de luz se difunde para os meios adjacentes. Esta difusdo € proporcional as efusividades
térmicas de cada meio. Assim, o fluxo de radiacdo F,, energia luminosa que se
transforma em caor na superficie, é igual a soma do fluxo de calor para o lado da

amostraF s, com o fluxo de calor paraoladodo ar F 4.

~
~ ar amostra
FO ~ ~

Fan tFo4 =F
I am ar 0
SO
F -p & € a ™ E Fé &m U
= é—r - e—,
* ° & ey H o °&om +ey H

Figura 20 Particdo do calor gerado devido a absorc¢éo de radiacéo, F o, entre

a amostra, F am, eoar, Fa.



O aumento do sina implica que mais calor esta indo para a cAmara e menos
caor esta indo para a mistura soro fisiolégico-azul de metileno irradiado. Isto pode

ocorrer por duas razdes:

Menos calor vai para a mistura porque as moléculas que se encontram nela
ndo estdo conseguindo vibrar facilmente. 1sto estaria refletindo a formagdo de agregados
entre as moléculas do azul de metileno apds a irradiacdo, 0 que poderia estar
relacionado também com a mudanca de propriedades fisico-quimicas da molécula de
azul de metileno, relacionado com reacdes fotoestimuladas entre o azul de metileno
excitado e a camada superficial da folha de aluminio, ja que o azul de metileno apbs

irradiado reage facilmente com doadores de elétrons.

- ApOs a irradiacdo, sdo induzidas reacOes quimicas exotérmicas que aumentam
a temperatura na interface aluminio-gota, o que diminui o gradiente de temperaturas e

faz com que mais calor sgjarefletido para a camara fotoacustica.

Qualquer uma destas hip6teses estd baseada no fato que apds irradiacéo a
molécula de azul de metileno modifica suas propriedades e atera as moléculas em sua

volta

3.2.2 - Azul de Evans

A figura 21 mostra o comportamento do azul de Evans controle e do azul de
Evans irradiado com LED. Pode-se observar que nd&o houve diferenca no

comportamento do pigmento azul de Evans quando irradiado com LED.
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Figura 21 Comportamento do azul de Evans irradiado com LED e controle.
O quadro mostra 0 comportamento do sinal fotoacustico do

pigmento apds airradiacéo. (- ) azul de Evans controle. (O) azul
de Evansirradiado com LED.

Como se pode notar, no caso do azul de Evans ndo € observado 0 mesmo
comportamento temporal observado no azul de metileno quando irradiado com a luz do
LED, que emite em 650nm com poténcia de 12mW. Isto pode estar relacionado com o
fato de que a absorcdo méaxima dele acontece em um comprimento de onda diferente ao
da emissdo do LED usado, porgque a absor¢do méxima do azul de metileno se encontra
em 665nm (Figura 22) enquanto que a do azul de Evans se encontra em 610nm como
pode ser observado na figura 23.
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Figura 22 Curva de absorcéo do corante azul de metileno.
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Ent&o para observar 0 comportamento do azul de Evans sob estimulo luminoso,

ele foi irradiado com outra fonte de luz, o laser He-Ne, que emite em 632.5nm com
poténcia de 15mW (figura 24).
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Figura24  Comportamento do azul de Evans irradiado com He-Ne e
controle. O quadro mostra o comportamento do sinal fotoacustico

do pigmento apés a irradiacdo.(-) azul de Evans controle. (O)
azul de Evans irradiado com He-Ne.

Pode-se observar um aumento relativo do sina fotoacUstico, mas este ndo se
tornou muito evidente quando se fez a média das medidas em virtude de varios
comportamentos terem sido observados, ent&o realizou-se um teste de c? para saber se 0
comportamento nas curvas muda ap6s a irradiacdo entre as duas fontes e o controle. O
fato do comportamento do azul de Evans ndo ser igual ao do azul de metileno reflete o
fato de que este Ultimo é muito reativo com moléculas doadoras de elétrons enquanto o

azul de Evans é um pigmento muito mais estavel em termos reativos.

3.2.3 - Teste dec?

25



Nas curvas temporas do sina fotoacistico foram observados trés
comportamentos. o sinal aumentava, diminuia ou ficava estavel. Para comprovar se
houve diferenca entre o comportamento no sinal fotoacustico dos pigmentos expostos e
0s ndo expostos a radiacdo, foi utilizado o teste de c¢? (qui quadrado). Este teste verifica
se a fregléncia absoluta observada de uma variavel é significativamente diferente da
distribuicdo de freguiéncia absoluta esperada. Ela compara a distribuicdo de diversos
acontecimentos em diferentes amostras, a fim de avaliar se as proporcdes observadas
destes eventos mostram ou ndo diferencas significativas ou se as amostras diferem
significativamente quanto as proporcdes desses acontecimentos. Para este teste utiliza-

Se a seguinte formula:

c?= S[(o-e)’ /e] (15)

Onde o é afreqliéncia observada para a classe e e é a frequiéncia esperada para a classe.

A tabela 2 mostra 0 comportamento do azul de metileno controle e do mesmo
irradiado com LED. A tabela 3 mostra o comportamento do azul de Evans controle em
comparagdo a0 do azul de Evans irradiado com LED, enquanto a tabela 4 mostra o
comportamento do azul de Evans controle em relacdo ao azul de Evans irradiado com
He-Ne.

Tabela 2 Comportamento do sinal fotoacUstico do azul de metileno controle e
irradiado com LED.
Amostras Sobe Desce Constante
AMc 3 2 19

AMi LED 15 5 4




Tabela 3 Comportamento do sinal fotoacustico do azul de Evans controle e

irradiado com LED.
Amostras Sobe Desce Constante
AEc 6 6 12
AEi LED 7 5 12
Tabela 4 Comportamento do sinal fotoacustico do azul de Evans controle

eirradiado com He-Ne.

Amostra Sobe Desce Constante
AEc 6 6 12
AEi HeNe 11 5 8

Cada pigmento irradiado foi comparado com o0 seu controle e analisado
individualmente da seguinte forma: AMc e AMi LED; AEc e AEi LED; AEc e AEi

He-Ne, utilizando 2 graus de liberdade e a (nivel de significancia) de 5%.

Para AM irradiado com LED os niumeros observados e esperados sdo
estatisticamente diferentes (c?=19,8), o que implica que as diferencas entre as
proporgoes sdo significativas. Entretanto, para o pigmento AE irradiado com LED e He-
Ne aceita-se a hipdtese de igualdade estatisticaentre os nuimeros observados e os
numeros esperados, ou seja, 0s desvios has propor¢des ndo sdo significativos. Para AE
irradiado com LED: ¢?= 0,17 e para AE irradiado com He-Ne: ¢?=2,8. O valor tedrico

de c? para que as amostras sejam consideradas diferentes neste caso é de 5,9. Mesmo
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assim, a tabela 3 mostra uma pequena tendéncia no comportamento (sobe) do sinal do
azul de Evans irradiado com He-Ne Isto implica que uma estatistica maior tem que ser
feita para poder estudar o efeito da irradiacdo neste pigmento através das técnicas
fotoacusticas. Este resultado também confirma a ata estabilidade dos diazo corantes,
como descrito por Isak et al. (2000).

3.3 — Espectroscopia

3.3.1- Candida abicans e Candida albicans irradiada

Como foi observado nas curvas de crescimento, a C. albicans ap6s irradiagdo
apresenta bioestimulacdo, pois 0 nimero de coldnias obtidas foi muito superior ao do
controle. Podemos observar o comportamento da densidade dptica da C.albicans, que é
o logaritmo da razéo entre a irradiacéo incidente e a irradiacéo transmitida (HOPE et al.

1983), antes e apos a irradiagdo nas figuras 25 e 26.
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Figura 25 Curva de absor¢do da C. albicans controle.

Na figura 25 temos o espectro de absor¢do da C.albicans pode-se observar a
presenca de varios picos de absor¢do, entre eles a banda de Soret em 413nm, que podem
estar relacionados com uma soma dos espectros de absor¢cdo de citocromos e
ferrodoxina extraida de organismos protistas KIRSCHENBAUM, 1972). Como pode



ser observado nesta figura, o espectro foi decomposto em varias curvas Gaussianas. |sto
€ comum na espectroscopia, ja que as curvas de absor¢do tém forma Gaussiana ou
Lorentziana (KARU, 2001b).

Na figura 26 observa-se 0 espectro de absor¢do da C. albicans apés a irradiagao.
O mesmo tratamento foi feito com esta curva, comparando ambas as figuras, pode-se
observar que a banda de Soret teve um deslocamento para comprimentos de onda
maiores (observar a Tabela 5). Isto é caracteristico do espectro de absorcdo em
mudancas do estado redox da molécula absorvedora, no caso de oxidado para reduzido
(KIRSCHENBAUM, 1972).

Como mencionado por Karu (1999), a irradiacdo esta possivelmente envolvida
nas reacbes de transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria devido a mudancas
provocadas nas propriedades redox da cadeia respiratoria. A radiacdo € absorvida na
cadela respiratoria pela citocromo c oxidase que medeia a transferencia de elétrons do
citocromo ¢ para 0 oxigénio molecular, oxidando o ferrocitocromo e reduzindo a
molécula de oxigénio. A energia livre resultante € convertida em potencia
eletroquimico que atravessa a membrana mitocondrial com conseqlente producdo de
ATP, pois a irradiagdo causa acréscimo no potencial de membrana mitocondrial e no
gradiente de prétons, causando mudancas nas propriedades épticas da mitocondria e
modificando agumas reagdes dependentes da NADH-desidrogenase, e também
aumentando a taxa de ADP/ATP, assim como de RNA, DNA e de sintese protéica na

mitocondria.
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1.6 Data: Candidalrradi_Mean2Cuv
Model: Gauss

chir2 = 0.00009
R"2 = 0.99865

yo 0.69707 20.05378
xe1 349.67627 £6.07411
wi 63.37781 £8.85417
Al 63.75887 216.31081
xc2 418.55906 22.5004
w2 44.8581 £5.19901
A2 17.91494 £10.35202
xc3 438.14497 245.87519
w3 103.07289 £66.51151
A3 29.83976 £59.4518
xc4 534.14496 2103.92498
wa 201.1699 £152.81468
A4 42.85109 £66.14023
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Figura 26 Curva de absorcao da C.albicans apés irradiacdo com laser diodo
AlGaAs.

Na tabela 5, pode-se observar os parametros espectrais da C. albicans antes e

apos irradiacdo com laser diodo AlGaAs.

Tabela5 Parametros espectrais dos picos de absor¢cdo da C. albicans
controle e irradiada com laser diodo AlGaAs.

C. albicans Candida albicanscontrole Candida albicansirradiada
Pico Posicdo(nm) Largura  Area Altura Posicéo Largura  Area Altura
(nm) Relativa* (nm) (nm) Relativa*
1 345,8 56,4 49,2 349,7 634 63,8
2 4134 61,6 41,8 1,22 418,5 449 17,9 0,64
3 481,5 575 11,6 0,49 438,1 1031 298 0,58
4 549,5 128,8 26,7 0,49 534,1 201,2 428 0,55

* Altura relativaao ponto inicial dacurva.

3.3.2- Candida albicans tratada com azul de metileno

Na figura 27 pode-se observar o espectro de absor¢do da C. albicans com azul

de metileno sem irradiacéo.
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chir2 = 0.00007
R"2 = 0.99909

yo 0.62563 £0.11785
xe1 352.82906 +2.89455
w1 70.01936 +13.292
AL 77.1586 £10.67833
xc2 422.53907 +2.04889
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Figura 27 Espectro de absorgdo da C. albicans com azul de metileno sem

irradiacao.

Neste caso, a diferenca do gjuste feito com a C. albicans pura, teve que ser
usado um conjunto de 5 curvas Gaussianas, onde temos 0s mesmos picos de absorcéo e
um novo pico apds 600nm, que pode ser associado ao azul de metileno endocitado pelas
cdulas. A banda de Soret encontra-se em volta de 420nm, ou sgja, 0 citocromo estaria
numa forma reduzida, de forma semelhante a0 que acontece durante a bioestimulagéo.
Isto esta de acordo ao observado na curva de crescimento da C. albicans tratada com
azul de metileno (figura 15), onde se observa que ela atinge um patamar maior que a
curva de crescimento da C. albicans controle (figura 17). Este resultado também esta de
acordo ao comentado por Karu (1998), onde cita que o azul de metileno causa aumento
da sintese de DNA pela célula, provavelmente por aterar a concentracdo de agentes
redutores intracelulares.

Na figura 28 observamos o espectro da C. albicans irradiada ap6s 12 horas de

incubacao.
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Figura 28 Espectro de absor¢éo, da C. albicans com azul de metileno
Irradiada com laser AlGaAs, apos 12h de incubagéo.

Aqui se os picos estédo localizados mais para a esquerda, 0 que pode estar
representando que o citocromo sgja afetado apds a irradiagdo junto com o azul de
metileno, porém alocalizacdo e o centro da banda de Soret ndo muda de posicéo.

Por ultimo, a figura 29 mostra o espectro da C.albicans irradiada, apds 36 horas
de incubacéo.
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Figura 29 Espectro de absorcéo, da C. albicans com azul de metileno
irradiada com laser AlGaAs, ap6s 36h de incubacéo.



Neste caso, ndo € mais necessario 0 uso de 5 curvas Gaussianas para fazer o
gjuste da curva toda. Podemos ver que o pico de absorcdo ndo mais existe apés 600 nm
sumiu, o que pode implicar que as células que sobreviveram neste tempo representam as
células filhas daguelas que sobreviveram apds a irradiacdo do azul de metileno.
Observamos também que o centro da banda de Soret passou de 420 nm para 413 nm, o
gue implica que o citocromo estaria mudando de reduzido para oxidado novamente, ou
seja, estaria fazendo o caminho contrario da bioestimul agéo.

Através da tabela 6, pode-se observar os parametros espectrais da C.albicans
tratada com azul de metileno sem irradiacéo e apds 12 e 36h da irradiacdo com laser

diodo AlGaAs.

Tabela6

Parametros espectrais dos picos de absorc¢éo da C.albicans

tratada com azul de metileno.

Candida albicans + AM

Candida albicans+ AM irr. (12h)

Candida albicans+ AM irr.(36h)

Pico Posicio Largura Area Altura® Posicdo Largura Area Altura Posicdo Largura  Area Altura
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
1 352,8 70 77,5 -—- 3439 1055 81,7 352,1 53,6 53,3
2 4225 48 34,5 0,78 426 43,7 10,8 0,55 414,3 46,7 27,7 0,66
3 478,6 46,8 11,3 0,54 476,6 52,3 7.2 0,47 455,9 78,8 14,2 0,46
4 525,3 103,5 18,6 0,50 533,9 96,9 79 0,39 493,1 252 100,7 0,59
5 579,6 1311 142 0,46 509,8 1641 92 043

* Altura relativaao ponto inicial dacurva
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4- CONCLUSAO

Neste trabalho foram analisados diferentes pigmentos comumente utilizados na
TFD: azul de Evans e azul de metileno, utilizando como modelo celular experimental
Candida albicans. Nas culturas de Candida albicans, as quais foram irradiadas com a
luz do laser AlGaAs que emite no comprimento de onda de 635nm e poténcia de
35mW, foi observado o efeito da bioestimulagdo, pois estas culturas apresentaram maior
numero de UFC do que as culturas de controle. Nas culturas de C. albicans tratadas com
azul de metileno também ocorreu o fendmeno da bioestimulacdo, isto porque o azul de
metileno reage facilmente com doadores de elétrons, reduzindo entdo os cromoforos da
célula da mesma forma que a irradiagcdo fez. Contudo, 0 nimero de UFC no caso de C.
albicans com azul de metileno, apesar de ser maior do que nas culturas controle néo
atingiu a metade do nimero de UFC do que nas culturas de C. albicans irradiadas. Os
espectros de absor¢do obtidos neste estudo, sugerem que estas alteracdes ocorram nas
moléculas dos citocromos e de ferrodoxina, pois, apos a irradiacdo os espectros obtidos
passaram da forma oxidada para a forma reduzida, 0 que iniciaria a cascata de reacOes
que provocam as ateracOes metabdlicas que levam a bioestimul agéo.

Nas culturas tratadas com azul de metileno, foi observado que o0 mesmo estimula
o0 crescimento celular. Porém quando irradiadas com a luz do laser AlGaAs o
crescimento de C. albicans foi inibido quase totalmente, comprovando a eficiéncia
antimicrobiana da TFD utilizando este pigmento. Nos espectros de absor¢do das
culturas de C. albicans tratadas com azul de metileno, incubadas por 12h, observou-se
gue o pico de absorcéo referente a0 citocromo sugere que este estgja em sua forma
reduzida, o que confirma a agdo oxidante do azul de metileno que causa a estimulacéo
celular.

Nas culturas tratadas com o azul de metileno e submetidas a irradiacéo ocorre
diminuicdo dos picos de absorcéo, o que reflete a diminuicéo da atividade metabdlica e
inibicdo do crescimento da C. albicans. Contudo, nas culturas sob estas mesmas

condicdes, porém com um tempo maior de incubacdo (36h), os espectros sugerem que o



citocromo estgja voltando a sua forma oxidada, e que esteja ocorrendo uma retomada da
atividade metabdlica natural da célula

O pigmento azul de metileno foi estudado isoladamente, utilizando técnicas
fotoacUsticas, e os resultados obtidos pelas medidas realizadas neste estudo revelam que
ocorrem ateragbes significativas no comportamento deste pigmento quando irradiado
com luz emitida pelo LED em 650 nm. Nestas condic¢des ele apresenta aumento do sinal
fotoacustico, 0 que indica que ha degradacdo de suas moléculas apds um minuto de
irradiagcdo. Isto deve estar relacionado com a interacéo do azul de metileno no estado
excitado com a superficie da folha aluminio, onde o 6xido de aluminio existe para
proteger o interior da folha da oxidacdo. Isto indica que o sinal observado ndo estd4
relacionado com a fotodestruicdo da molécula de azul de metileno. Para futuros estudos
deste processo é necessario substituir a folha de aluminio por um suporte inerte, como
aco inoxidavel ou vidro.

O sinal observado para o pigmento azul de Evans ndo apresenta alteracdes
significativas quando irradiado com luz emitida pelo LED em 650nm. Entdo foi
submetido a irradiagcdo com nova fonte luminosa, que emite em um comprimento de
onda mais proximo de seu pico de absor¢do, laser He-Ne emitindo em 632.5nm. Apesar
da proximidade do espectro de emissdo do laser He-Ne e do pico maximo de absorcéo
do pigmento azul de Evans (610 nm), ndo ocorreram alteragbes significativas no
comportamento do sinal fotoacUstico deste pigmento, o0 que vem afirmar a dta
estabilidade da sua classe, os diazo corantes.

Apesar da estabilidade do azul de Evans, como observado neste estudo, ele é
capaz de produzir efeitos inibitérios nas culturas de C. albicans, apresentando um baixo
efeito citotoxico. Porém, quando estas culturas tratadas com azul de Evans séo
irradiadas com laser AlGaAs a inibicio do crescimento celular se torna mais
pronunciada, embora a taxa de inibi¢do ndo segja satisfatoria. As culturas tratadas com o
pigmento azul de Evans, ndo foram submetidas a andlises espectrais devido a falta de
tempo hébil para redlizacdo destas medidas. Desta forma permanece esta lacuna aberta
para possiveis estudos posteriores.

Este estudo traz informacdes importantes que colaboram para a compreensao
dos fendbmenos envolvidos no processo de bioestimulag&o, intensamente discutidos por

Tiina Karu e outros pesguisadores como V. Manteifel e J. M.Ocafia-Quero, entre outros.



A dteracdo dos espectros de absorcdo das culturas de C. albicans ap0s a irradiacdo
revelam de maneira indireta as mudangas ocorridas na célula, como a dteracdo do
estado redox do citocromo, levando-o do estado oxidado ao reduzido. O azul de
metileno, que também possui uma agéo bioestimuladora, provoca a mesma alteracdo no
estado redox do citocromo, confirmando assim o envolvimento do citocromo nas
reacoes que levam a bioestimulagéo.

Contudo, na TFD, observa-se primeiramente que o citocromo apresenta-se no
estado reduzido apés 12h decorridas da irradiagcdo, entretanto, apOs decorrido um
periodo de 36 horas, 0 citocromo apresenta-se novamente no estado oxidado. Assim,
estes indicios revelam gue a oxidagdo do citocromo observada apés 12h da irradiacéo,
foi provavelmente causada pelo azul de metileno e que a mudanga do estado do
citocromo apos 36h da irradiacdo pode estar relacionada com a geracéo de novas células
gue ndo tiveram contato com azul de metileno, ndo sendo desta forma oxidadas. Isto
sugere que a interacdo entre o pigmento e os cromoforos intracelulares ndo interferem
no processo de destruicdo celular causado pela TFD, desta forma o mecanismo de
fotodestruicdo da TFD esta ligado a geracéo de espécies reativas de oxigénio devido a

absorcéo por parte do pigmento da luz incidida sobre eles.



REFERENCIAS




5- REFERENCIAS

ARGUELLO, C.; ACOSTA-AVALQGS, D.; ALVARADO-GIL, J. J; VARGAS, H.
Photoacoustic monitoring of life cycles of Leishmania Mexicana. In: 10"
INTERNATIONAL CONFERENCE OF PHOTOACOUSTIC AND
PHOTOTHERMAL PHENOMENA, 1999, American Institute of Physics. p 585-587.

BALASUBABRAMANIAN, D.; RAO, M. The Maaria Parasite Monitored by
Photoacoustic Spectroscopy. Science., v. 223, 1984

BALASUBABRAMANIAN, D.; RAO, M. Application of photoacoustic to biology:
some specific systems and methods. Can. J. Phys,, v. 64, p.1132-1135, 1986

BERGEVIN, M.; N'SOUKPOE-KOSSI, C. N.; CHARLEBOIS, D., LEBLANC, R. M ;
WILLEMOT,C. Assessment of Strawberry Maturity by Photoacoustic Spectroscopy.
Applied Spectroscopy., v. 49, n. 3, 1995

BERTOLONI, G.; LAURO, F.M.; CORTELLA, G.; MERCHAT, M. Photosensitizing
activity of hematoporphyrin on Saphylococcus aureus cells. Biochimica et Biophysica
Acta. v.1475, p. 169-174, 2000. Disponivel em <http://www.el servier.com/l ocate/bba>.

Acesso em 15 jun. 2002

BONNET, R. Chemical Aspects of Fotodynamic Therapy. London: Gordon and
Breach, 1998. p.64-279



v

BRASLAVSKY, S. E. Photoacoustic and Photothermal Methods Applied to the Study
of Radiationless Deactivation Processes in Biologica Systems and in Substances of
Biologicals Interest. Photochemistry and Photobiologyn., v. 43, n. 6, P.667-675, 1986

CONTRAN, R. S. et a. Robbins Patologia Estrutural e Funcinal. 5.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1996 1277p.

CARRE, V., GAUD,O.SILVAIN, I.; BOURDON, O.; SPIRO, M.; BLAIS, J;
GRANET, R.; KRAUSZ, P.; GUILLOTON, M. Fungicidal properties of meso-
arylglicosylporphyrins: Influence of sugar substituents on photoinduced damage in the
yeast Sacoccharomyces cerevisiae. J. of Photochemistry and Photobiology B:
Biology., v.48, p.57-62, 1999

CIESLAR, G.; ADAMEK, M.; Sieron, A.; KAMINSK, M. Influence of low-power
laser irradiation on activy of some membraneous and mitochondria enzymes of
hepatocytes in rats. SPIE., v 2323, p.546-550, 1995

DOKA, O.; AJTONY, Z.; BICANIC, D.; KOEHORST, R. Assessing the Extent of
Degradation in the UV Radiation and Heat-Catalyzed Oxidized Whole Milk Powder:
The UV Photoacoustic and Diffuse Reflectance Spectroscopies Versus the Peroxide
Vaue. Applied Spectroscopy., v. 54, n. 9, P.1405-1408, 2000

FALJONI-ALARIO, A. Mudancas no estado spin e na reatividade de citocromo ¢
induzidas por oxigénio singlete e radicais livres gerados fotoquimicamente. In:
WORKSHOP EM TERAPIA FOTODINAIMICA: Complexo de moléculas
fotoativadas e suas aplicagdes. Aspectos fisicos, quimicos, bioldgicos e medicos, 2002,
Sé0 Pedro, SP, Anais...S80 Pedro: USP 2002, P. 93-94.



v

FERRER, J. Vagina candidosis: epidemiological and etiological factors. I nternational
Journal of Gynecology & Obstetrics, v.71, p. S21-S27, 2000. Disponivel em:
<http://www.el servier.com/locate/ijgo> . Acesso em 15 jun. 2002

FLEMING, H. Espectroscopia. Disponivel em <http://www.sma.if.usp.br /~fleming/
planck/moded.html#tex2html3> . Acesso em 05.jan. 2004

GABRIELLI, D.; BELISE, E.; SEVERINI, D.; KOWALSTOWSKI, A. J.; BAPTISTA,
M. S. Agregacdo do azul de metileno em mitocondrias. In: WORKSHOP EM
TERAPIA FOTODINAIMICA: Complexo de moléculas fotoativadas e suas aplicacdes.
Aspectos fisicos, guimicos, biologicos e medicos, 2002, Sdo Pedro, SP, Anais...S&0
Pedro: USP 2002, P. 117-118.

HENRY, J.B. Diagnéstico Clinico e Tratamento por Métodos Laboratoriais. 19. ed
S0 Paulo: Manole, 1999. 1552p.

HOPE, W.; LOHMANN, W.; MARKL, H.; ZIEGLER, H. Biophysics. 2. ed New
York: Spring- Verlag, 1983.787p.

IRUDAYARAJ, J; YANG,H. Analysis of Cheese Using Step-Scan Fourier Transform

Infrared Photoacoustic Spectroscopy. Applied Spectroscopy., v. 54, n. 4, P.595-600,
2000

ISAK, S. J; EYRING, E. M.; SPIKES, J. D.; MEEKINS, P. A. Direct blue dye
solutions: photo properties. J. of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry. v.
134, p. 77-85, 2000



KARU, T.l.; TIPHLOVA, O. A. ; FEDOSEYEVA, G. E. Bioestimulating action of low-
intensity monochromatic visible light: is it possible?. Laser Chem.., v. 5, p. 19-25,
1984

KARU, T.I. Photobiological fundamentals of low-power laser therapy. IEEE J. of
Quantum Eletronics., v.23, n.10, p.1703-1719, 1987a

Bioestimulation of HelLa cells by low-intensity visible light. V.
stimulation of cell proliferation in vitro by HeNe laser irradiation. Nuovo Cimento.,
v.9, n.12, p. 1485-1494, 1987b

. Molecular Mechanism of the terapeutic effect of low-intensity laser
radiation. Laser in Life Sciences,v.2, n.1, p.53-74, 1988

. Photobiology of low-power laser efects. Health Physics., v. 56, n. 5, p.
691-704, 1989

. Activation of metabolism of nonphotosynthesizing with monochromatic
visible (Laser) light: A critical review. Laser in Life Sciences,, v.7, n1, p. 11-33, 1996

. Primary and secondary mechanisms of action of visible to near-IR
radiation on cells. J. of Photochemistry and Photobiology B: Biology., v. 49, p. 1-17,
1999

KARU, T.I; PYTIABRAT, LV; KALENDO, SG. Cell attachment modulation by

radiation from a pulsed light Diode (I =820nm) and various chemicals. Laser in
Surgery and Medicine., v. 28, p. 227-236, 2001



KARU, T.; AFANASYEVA. N.l.; KOLYAKOV, SF.; PYATIBRAT, L.V,
WELSER,L. Changes in absorbance of monolayer of living cells induced by laser
radiation at 633, 670, e 820 nm. |EE J. of Topicsin Quantum Eletronics., v. 7, n. 6,
p.982-988, 2001b

KIRSCHENBAUM, D.M. Atlas of protein spectra in the ultraviolet and visible
regions. 1° ed New Y ork: IFI/Plenum, 1972. 290p.

LEDO,E.; LEDO,A. Photerapy, photochemotherapy, and photodynamic therapy:
Unapproved uses or indications Clinicsin Dermatology., v.18, p. 77-86, 2000

LIMA, A. AL. A,; PRAMALHO, L. N. Z; BRASIL I. R. C.,, ZUCOLOTO, S;
BAGNATO, V.; JUNIOR, O.C. S. Efeitos do Laser na fungdo mitocondrial e
regeneracao hepatica em ratos cirréticos hepatectomizados. Acta Cir. Bras.., v.15, n.2,
2000

MACDONALDS, I. J. ; DOUGHERTY, T. J. Basic principles of photodinamic therapy.
J. Porfirinsand Phtalocyanines,, v.5, p. 105-129, 2001

MACHADO, A. E. H. Terapia fotodindmica: Principios, potencial de aplicacdo e
perspectivas. Quimica Nova., v.23, n.2, 2000

MANTEIFEL, V.; BAKEEVA,L.; KARU, T. Ultrastructural changes in chondriome of
human lymphocytes after irradiation with He-Ne laser: appearance of giant
mitochondria. J. of Photochemistry and Photobiology B: Biology., v. 38, p. 25-30,
1997



MARDEGAN, D. A.; LIMA, L. D.; ROCHA, S.M. & BALBI, M.M.V.; WERNECK,
C. E;; ZANGARO, R. A. Terapia fotodinamica em cultura de Candida albicans. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA BIOMEDICA, 18.2002, S&0 José
dos Campos, SP. Anais... S80 José dos Campos: UNIVAP, 2002. P. 144-146.

MARQUEZINI, M.V.; CELLA, N.; MANSANARES, 2M.; VARGAS, H.; MIRANDA,
L.C.M. Open Cell Spectroscopy. M eas. Sci. Technal. v. 2, p. 396-401, 1991

OCANA-QUERO, J. M.; GOMEZ-VILLAMNDOS, R.; MORENO-MILLAN, M.;
SANTISTEBAN-VALENZUELA, J. M. Biologica effects of helium-neon (He-Ne)
laser irradiation on acrosome reaction in bull sperm cells. J. of Photochemistry and
Photobiology B: Biology., v.40, p. 294-298, 1997

OLIVEIRA, R.D.R.; MAFEI, C. M. L.; MARTINEZ, R. Infeccdo urindria hospitalar
por leveduras do género Candida. Ver. Ass. Med. Brasil., v.47, n. 3, p. 231-235, 2001

PASSARELLA, A; PERLINO, E; QUAGLIARELLO. Evidence of changes, induced by
HeNe laser irradiation, in the opticd and biochemical properties of rat liver
mitochondria. J. of Electroanal. Chem. And Constituting., v.10, p. 185-198, 1983

PELCZAR, M.; REID, R.; CHAN, E. C. S. ; MICROBIOLOGIA. 5.ed. S0 Paulo:
McGraw-Hill do Brasil. 1980. 1v. 566 p.

ROSENCWAIG, A. Photoacoustic Spectroscopy. Ann. Rev. Bipphys. Bioeng., v. 9, P.
31-54, 1980

SEVERINO, D; JUNQUEIRA, H. C.; BAPTISTA, M.S. Agregacao do azil de metileno
em interfaces: Mudanga no mecanismo de fotossensibilizagdo. In: WORKSHOP EM



TERAPIA FOTODINAIMICA: Complexo de moléculas fotoativadas e suas aplicacdes.
Aspectos fisicos, quimicos, bioldgicos e medicos, 2002, Sdo Pedro, SP, Anais...S80
Pedro: USP 2002, P. 115-116.

SIBATA; C., H.; OLEINICK, N.,L.; KINSELLA;T., J. Photodynamic therapy: a new
concept in medical treatment. Brasilian Journal of Medical and Biological Resear ch.,
v. 33, n. 8, p. 870-880, 2000

SILVA, C. H. P. M. Bacteriologia—um texto ilustrado.Teresopolis, RJ:Eventos, 1999.
531p.

SIMPLICIO, F. I. ; MAIONCHI, F.; HIOKA, N. terapia fotodindmica : Aspectos
farmacol dgicos, aplicacdes e avangos recentes no desenvolvimento de medicamentos.
Quimica Nova ., v. 25, n. 5, 2002

SOBOLEV, A.S.; JANS A. D.; ROSENKRANZ, A. A. Targeted intracellular delivery
of photosensitizers. Progressin Biophisics& Molecular Biology., v.73, p. 51-90, 2000

TEICHERT, M. C. ; JONES, J. W.; USACHEVA, M. N.; BIEL, M. A. Treatment of
oral candidiasis with methylene blue-mediated photodynamic therapy in na
immunodeficient murine model. Oral Surgery Medicine Oral Pathology.,v. 93, n. 2,
P.155-160, 2002

WAINWRIGHT, M., PHOENIX, D. A.; RICE, L.; BURROW, S. M.; WARING, J.
Increased cytotoxicity and phototoxity in the methylene blue series via chromophore
methylation. Journal of photocheemistry and photobiology b: biology., v. 40, p.233-
239, 1997



WILSON, M.; MIA, N. Sensitisation of Candida albicans to killing by low-power laser
light. J. Oral Pathol Med., v.22, p. 354-357, 1993

ZEINA, B.; GREENMAN, J; D., PURCELL, W.M.; DAS, B. Killing of cutaneous
microbial species by photodinamic therapy. Britsh Journal of Dermatology., v.144, p.
274-278, 2001

ZEINA, B.; GREENMAN, J; CORRY, D., PURCELL, W.M. Cytotoxic effects of
antimicrobial photodynamic therapy on keratinocyes in vitro. Cutaneous Biology.,
v.146, p.568-573, 2002



