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RESUMO 

 

Grillo MRF. Efeito da radiação ionizante Cobalto 60 na morfologia e metabolismo de 

leveduras e clamidoconídios de Candida albicans. (Dissertação). São Paulo: 

Instituto de Medicina Tropical de São Paulo da Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Candida albicans é um fungo de grande importância médica e veterinária por 

ser patogênico ao homem e a outros animais de sangue quente, sendo 

responsável por 80 a 90% das infecções fúngicas. Por apresentar sintomas 

semelhantes aos de infecções bacterianas sistêmicas há uma dificuldade 

para seu diagnostico imediato. Essas dificuldades podem levar a atrasos da 

terapia antifúngica, o que contribui para as altas taxas de mortalidade 

associadas a essa infecção. A capacidade de alternar entre levedura e hifa 

(dimorfismo) é um dos atributos de virulência comum a C. albicans. 

Estruturas de resistência denominadas clamidoconídios são muito comuns 

neste patógeno, representando tipos celulares distintos que se formam em 

resposta a determinadas condições genéticas ou ambientais. Recentemente, 

diversos fármacos antifúngicos e novas estratégias terapêuticas têm entrado 

em uso, possibilitando ao fungo a aquisição de uma resistência aos 

fármacos. O uso de radiação ionizante tem sido empregado para produção 

de imunógenos. A eficácia da ação fungicida de uma determinada dose de 

radiação depende de alguns fatores, tais como, fase de seu ciclo de vida e 

espécie. Estes fatos determinaram a presente pesquisa, que teve como 

objetivo avaliar os efeitos da radiação gama (60Co) em leveduras e 

clamidoconídios de C. albicans com doses entre 320 e 10240 Gy. Houve a 

perda da capacidade reprodutiva dos clamidoconídios e das leveduras em 

doses de 6000 Gy. A viabilidade das leveduras irradiadas manteve-se 

superior a 85% e os clamidoconídios mantiveram sua viabilidade superior a 

70%. A análise linfoproliverativa resultou em significância de p<0,001 para 

ambas as formas. Através da microscopia de transmissão e de fluorescência 

pode-se notar alterações citoplasmáticas e anomalias na parede celular de 

ambas as formas morfológicas de C. albicans. 

 

Palavras-chaves: Candida albicans, metabolismo, leveduras, radiação 

gama, morfologia, linfócito. 
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ABSTRACT 

 

Grillo MRF. Effects of 60 Cobalt ionizing radiation in morphology and metabolismo 

of yeasts and chlamydospore of Candida albicans. (Dissertation). São Paulo: 

Instituto de Medicina Tropical de São Paulo da Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Candida albicans is a fungus of great medical and veterinary 

importance to be pathogenic to humans and other warm-blooded animals, 

accounting for 80-90% of fungal infections. Because the symptoms are 

similar to those of systemic bacterial infections there is a difficulty for 

immediate diagnosis. These difficulties can lead to delays of antifungal 

therapy, which contributes to the high mortality rates associated with this 

infection. The ability to switch between yeast and hyphae (dimorphism) is 

one of the attributes of common virulence of C. albicans. Resistance 

structures called chlamydospores are very common in the pathogen, 

representing different cell types that form in response to certain genetic or 

environmental conditions. Recently, several antifungal agents and new 

therapeutic strategies have come into use, allowing the fungus to acquire a 

resistance to the drugs. The use of ionizing radiation has been used to 

produce immunogens against several parasites. The efficacy of the fungicidal 

action of a given dose of radiation depends on factors such as stage of its life 

cycle and kind. These facts determined the present study, which aimed to 

evaluate the effects of gamma radiation (60Co) in yeast and chlamydospores 

of C. albicans with 320 and 10240 Gy doses. There was damage of 

reproductive capacity of chlamydospores at 6000 Gy doses and the 

reproductive capacity of yeast at 6000 Gy.doses. The viability of irradiated 

yeasts remained greater than 85% and chlamydospores maintained their 

viability higher than 70%. The lymphoproliferative analysis resulted in 

significance of p<0.001 for both forms. Through microscopy and fluorescence 

microscopy may be noted cytoplasmic changes and abnormalities in the cell 

wall of both morphological forms of C. albicans. 

 

Descriptors: Candida albicans, metabolism, yeasts, gamma radiation, 

morphology, lymphocyte. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A levedura Candida albicans (C. albicans) faz parte da microbiota 

normal do ser humano, e está presente na superfície cutânea, região bucal, 

garganta, paredes do intestino grosso e dos órgãos genitais, onde o 

hospedeiro, com a ruptura do equilíbrio biológico, oferece meios propícios 

para a penetração da levedura para o interior dos tecidos e da corrente 

sanguínea, desenvolvendo assim a infecção fúngica1. 

As leveduras do gênero Candida são microrganismos unicelulares, 

pleomórficos, de ciclo sexual incompleto, e incluem aproximadamente 150 

espécies, das quais cerca de 20 foram descritas como agentes etiológicos 

das candidíases1. 

C. albicans é um fungo patogênico ao homem e a outros animais de 

sangue quente, sendo responsável por 80 a 90% das infecções fúngicas em 

humanos. Outras espécies também possuem importância médica como: C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. utilis, C. glabrata, C. 

guilliermondii, C. dubliniensis e C. stellatoidea2,3. 

 

1.1 Epidemiologia das candidemias  

O gênero Candida spp. é o quarto grupo mais comum de patógenos 

nosocomiais isolados de pacientes sob cuidados médicos4 e esta ocorrência 

tem sido associada à longa permanência dos pacientes no hospital e a alta 

mortalidade5,6. No Brasil, as principais espécies agentes de candidemia são 

C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis7. Em alguns hospitais nos Estados 
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Unidos, a incidência de fungemia nosocomial é de 10 a 15% entre todas as 

culturas positivas para este gênero8. No Brasil, estudos realizados em 

neonatos de baixo peso, foram encontrados índices de 4 e 15% de 

mortalidade9. 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que o principal padrão de 

transmissão de C. albicans é a transmissão vertical materna (através do 

canal vaginal da mãe), porém outra forma é através da transmissão 

horizontal como, por exemplo, o uso de cateteres, sondas que podem estar 

contaminadas10. Em dados baseados na literatura entre 2000 e 2013 mostra 

que a C. albicans foi a espécie predominantemente isolada em cavidade 

oral, trato respiratório e esfregaço vaginal; enquanto que as espécies de 

Candidas isoladas a partir de sangue, urina e pus foram predominantes 

espécies incomuns, tais como: C. lusitaniae, C. haemulonii, C. humicola, 

Pichia ohmeri e C. ciferrii11. 

Alguns estudos12 determinaram a frequência de colonização vaginal 

por Candida spp. em um grupo de 88 pacientes com idade entre 17 e 65 

anos atendidas em um serviço de ginecologia do Município de Santo Ângelo 

– RS. Das 88 amostras coletadas, 18,18% foram positivas para Candida 

spp. No mesmo trabalho foi determinado o grau de incidência e C. albicans 

prevaleceu com 81,25%, seguidas por C. tropicalis (6,25%), C. glabrata 

(6,25%) e C. krusei (6,25). 

Levantamentos de dados entre 1996-2006 no Brasil demonstraram 

que ao considerar a AIDS como causa básica da morte e as micoses 
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sistêmicas como as condições associadas, candidíase aparece com o 

segundo maior índice (30,2%)13. 

Estudos realizados no Brasil demonstraram que há incidência do 

gênero Candida spp. em 2,49 casos para 1000 internações e 0,37 casos 

para 1000 pacientes-dia, sendo estes dados de 2 a 15 vezes maior que no 

hemisfério norte, sendo que, a mortalidade observada no decorrer de 30 dias 

foi de 54% e C. albicans foi à espécie mais comum (40,9%)14. Estes altos 

índices de candidemias não estão claros, podendo estar relacionado com os 

recursos disponíveis para os médicos, dificuldade na implementação de 

programas de controle de infecções em hospitais de países em 

desenvolvimento e o número limitado de profissionais de saúde para atender 

pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI). 

 

1.2 Características morfológicas da C. albicans 

Candida albicans é um fungo diploide pertencente ao Reino Fungi, 

grupo Eumycota, filo Deuteromycota, classe Blastomycetes e da família 

Criptococcace1. 

É um organismo patogênico oportunista, podendo ser encontrado sob 

a forma de levedura ou hifa15. As leveduras caracterizam-se pela sua forma 

oval, medindo de 2 a 14 micrômetros, possuem como reservatório de açúcar 

o glicogênio. As estruturas primárias são células que se reproduzem por 

brotamento. Estas células são esporos de origem assexuada e se 

denominam blastoconídios16. A capacidade de alternar entre levedura e hifa 

(dimorfismo) é um dos atributos de virulência mais discutidos. Ambas as 
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formas morfológicas têm funções distintas durante as diferentes fases de 

desenvolvimento da doença, que incluem a adesão, invasão dos tecidos e a 

resposta imune do hospedeiro. Alguns fatores como pH, temperatura, 

concentração de oxigênio e a disposição de glicose afetam a morfologia do 

fungo17. 

O desenvolvimento de hifas ou pseudo-hifas permite a quebra das 

barreiras do epitélio, alcançando os fluxos sanguíneos, resultando na 

disseminação da doença. Pseudo-hifas e os clamidoconídios representam 

tipos celulares distintos que se formam em resposta a determinadas 

condições genéticas ou ambientais18. 

Os clamidoconídios são células esféricas de parede celular dupla e 

espessa e são estruturas de resistência do fungo. Sua localização pode ser 

terminal ou intercalar na hifa. A função biológica dos clamidoconídios ainda 

permanece um mistério e pouco se sabe sobre o seu desenvolvimento. 

Estas formas têm sido encontradas ocasionalmente em hospedeiros 

humanos, e não há indícios de que esta estrutura tenha participação no 

processo de infecção e patogenicidade da C. albicans19,20. 

A parede celular de C. albicans é responsável pela forma e proteção 

contra agentes físicos, químicos e biológicos do meio, contribuindo para a 

sua patogenicidade, interação célula – hospedeiro, resposta imune do 

hospedeiro e sua dinâmica as diferentes condições de crescimento e 

estresse. A parede celular deste fungo é formada por três principais 

polissacarídeos; glicano, mananas e quitina21. O polissacarídeo manana, 

representa cerca de 23%, glicanos 4-60%, 1-7% lipídios, quitina representa 
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6-9% do peso seco da parede celular e 6-25% de proteínas. Em geral 

manana e manoproteínas são distribuídos ao longo da superfície da parede 

celular, enquanto a camada interna é composta principalmente de quitina e 

glicanos22. 

A quitina é formada por unidades de N-acetilglicosamina, sendo um 

dos componentes essenciais para o desenvolvimento, crescimento e 

viabilidade de fungos patogênicos23. Recentemente foram observadas 

proteínas associadas à parede celular, expressas em leveduras, outras 

encontradas apenas em hifas, proteínas achadas em ambas às formas e 

proteínas associadas aos diferentes nichos do hospedeiro24. 

Um fator importante da parede celular de C. albicans é a sua molécula 

glicano, que desempenha um papel importante na estrutura e plasticidade da 

parede celular e está envolvida no processo da interação hospedeiro – 

levedura. Estas moléculas não são reconhecidas pela imunidade adaptativa 

e inata, desempenhando um papel importante no equilíbrio entre saprófita, 

parasitismo, resistência e infecção25. 

Os estudos em relação à parede celular contribuem para a 

compreensão do funcionamento e como C. albicans interage com o 

hospedeiro durante a infecção, promovendo o desenvolvimento de melhores 

diagnósticos, vacinas e biomarcadores, proporcionando assim, novas 

ferramentas para o tratamento dessa enfermidade. 
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1.3 Radiação ionizante 

 

1.3.1 Conceitos gerais 

As radiações são ondas eletromagnéticas ou partículas que se 

propagam com determinada velocidade, contém energia e carga elétrica. 

Podem ser geradas por fontes naturais ou artificiais criadas pelo homem. As 

radiações eletromagnéticas podem ser divididas em dois grupos, as não 

ionizantes (ondas de rádio e televisão, telefonia móvel e microondas) e 

ionizantes, as quais são subdivididas em corpusculares (α, β, nêutrons, 

elétrons e prótons) e as eletromagnéticas como os raios X e radiação gama. 

A radiação ionizante além de muito empregada na esterilização de 

alimentos e produtos hospitalares, também apresenta um grande potencial 

na pesquisa com parasitas, fungos e toxinas26, pelo fato de produzir danos 

diretos ou indiretos sobre as moléculas. Isto deve-se ao fato desse tipo de 

radiação apresentar alta energia e capacidade de promover ionização e 

excitação nos meios, possuindo um alto poder de penetração27. 

O possível uso da radiação como uma tecnologia capaz de criar 

imunógenos potencialmente úteis como vacinas é descrita desde os anos 

5028. Tanto a radiação gama, os raios-X e a radiação ultravioleta têm sido 

convincentemente úteis na atenuação ou esterilização de agentes biológicos 

dos mais variados tipos. Em todos os modelos celulares estudados, a 

radiação promove, na dose correta, a perda da capacidade reprodutiva, 

mantendo o potencial imunogênico adequado26. 
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A radiação gama pode agir pelas vias direta e indireta. Na ação direta 

ocorre transferência da energia para a molécula alvo, provocando ionização 

e modificação da estrutura química, gerando alteração na função biológica. 

Já a ação indireta e mais frequentemente, a radiação age pela interação 

com a água do meio, molécula mais encontrada nos sistemas biológicos, 

formando hidrogênio molecular (H2), peróxido de hidrogênio (H2O2), e 

diversos radicais livres, como hidroxila (OH), elétron aquoso (e-
aq), átomo de 

hidrogênio (H) e peroxila (HO2
). Estes radicais interagem com moléculas 

biológicas, afetando estruturas celulares e ampliando os efeitos da radiação, 

devido ao seu potencial oxidante29. 

Os ácidos nucléicos e as proteínas são as principais moléculas afetadas, 

no entanto a atividade enzimática das proteínas e lipídeos de membrana 

celular somente podem ser alterados com doses mais elevadas de 

radiação30. A radiossensibilidade depende da linhagem celular, e da 

capacidade de reparo aos danos provocados no DNA, que, quando 

irreversíveis, podem levar a morte celular. Esse fenômeno pode ser 

imediato, tanto por agressão a genes essenciais31, como por indução de 

apoptose, via radical, em grupos celulares específicos32. No entanto, o dano 

mais frequente só será evidenciado na próxima divisão celular, pela perda 

do contato das cromátides irmãs com o fuso mitótico33. 

Além da ação sobre os processos reprodutivos dos agentes ou indução 

de morte fisiológica, alguns fenômenos relacionados a alterações de 

proteínas induzidas pela ação direta da radiação ou através de radicais 

produzidos durante a radiólise da água são sugestivos de uma melhor 
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resposta imunológica34. Tal fato provavelmente decorre da oxidação das 

proteínas, levando a uma fagocitose preferencial por células imunes, através 

de receptores scavenger35, sendo uma importante ferramenta para a 

produção de imunógenos. 

Estudos com proteínas de venenos de serpentes, submetidas à ação da 

radiação gama, vêm demonstrando a eficiência do método como ferramenta 

na produção e melhora na qualidade de imunógenos, somado a vantagem 

de não adicionar novas moléculas a amostra durante o processo, como no 

caso do uso de agentes físicos ou químicos e à melhoria da antigenicidade 

de muitas proteínas36. 

 

1.3.2 Uso da radiação ionizante em parasitoses 

Usualmente, a radiação é usada em altas doses apenas para 

esterilização de alimentos contaminados, porém vem sendo utilizada como 

ferramenta na tentativa de produção de imunógenos, contra diversas 

doenças parasitárias37. 

Candidatos vacinais utilizando parasitas irradiados já foram utilizados 

com bons resultados para helmintos26. Ovos e miracídios de Schistosoma 

mansoni, foram isolados e irradiados com Cobalto-60 com doses de 5 a 

2000 Gy, tanto os ovos irradiados como os miracídios nas doses de 10 a 500 

Gy, não conseguiram se desenvolver, porém quando foi utilizada a dose de 

5 Gy, 3,2% dos caramujos desenvolveram a infecção38. Quando 

camundongos são imunizados com cercárias irradiadas (150 a 200 Gy), 
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ocorre uma diminuição na carga de vermes de uma infecção desafio em até 

90%, quando comparados com grupos não vacinados39. 

Em protozoários, ao estudar o efeito da radiação, na dose de 200 Gy, 

em esporozoítos de Eimeria tenella (Protozoa;Coccidia), notou-se danos nos 

mecanismos nucleares e celulares de reprodução, resultando em 

esterilização do agente40. 

Em outros modelos como Trypanosoma cruzi, (T. cruzi) a radiação 

apenas induziu a perda de infectividade em um processo dose-

dependente41. Entretanto, outros autores observaram que não houve 

proteção quando camundongos, que receberam parasitas irradiados, eram 

inoculados com formas sanguíneas virulentas não irradiadas42. 

Camundongos imunizados com 1x108 formas/animal (3 doses) de T. cruzi 

irradiados com 60Co, foram desafiados com 1x102 parasitas metacíclicos 

isolados de Triatoma infestans e em todos os animais houve uma diminuição 

da parasitemia43. Outro estudo realizado em bovinos, utilizando 

Trypanosoma brucei, demonstrou que esses animais imunizados com 107 

formas dos parasitas irradiados a 600 Gy (137Cs), conferiram proteção 

completa contra desafio com 103 parasitas não irradiados44. 

Em plasmódios, parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa, a 

imunização de voluntários humanos, com esporozoítos irradiados, induziu 

proteção parcial contra a infecção, mas sem proteção contra desafio com 

formas eritrocíticas45. Esporozoítos de Plasmodium berghei, irradiados e 

criopreservados, foram inoculados em camundongos e apresentaram altos 

índices de proteção quando desafiados com as mesmas formas não 
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irradiadas46. Foi possível observar também que esporozoítos irradiados 

foram capazes de invadir hepatócitos e se transformar em trofozoítos, mas 

com degeneração após essa fase, gerando imunidade semelhante à doença 

natural no hospedeiro47. Quando voluntários humanos foram submetidos a 

imunizações com esporozoítos de P. falciparum irradiados a 150 Gy, 

desenvolveram anticorpos e foram protegidos contra malária transmitida 

através de mosquitos48. 

Em Toxoplasma gondii, a radiação foi empregada inicialmente com o 

objetivo de eliminar a infectividade de cistos em carnes contaminadas49, ou 

formas infectantes como oocistos em alimentos contaminados50,51, porém, 

quando taquizoítos foram submetidos a doses de 200 Gy, foi observado que 

os taquizoítos irradiados promovem uma resposta de anticorpos similar a 

dos animais tratados, demonstrando que os parasitas irradiados nessa dose 

preservam suas características, além de inibir completamente a reprodução, 

sem danificar os processos de invasão celular e seu metabolismo basal, 

fornecendo em animais uma imunidade semelhante a infecção natural52.  

Utilizando preparações de taquizoítos irradiados por via oral, foi 

observada a produção de imunoglobulinas IgG e IgA no soro de 

camundongos C57Bl/6j, similar a infecção crônica. Seu uso com adjuvantes 

anti-ácidos induziu produção de IgA fecal e menos significativamente de IgG 

fecal. Outro fato importante observado foi que as preparações orais 

induziram proteção quantitativa ao desafio dos animais imunizados por cepa 

cistogênica, que foi semelhante à imunização parenteral, quando o hidróxido 

de alumínio foi usado como adjuvante53. Todos estes dados demonstram o 
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potencial uso da radiação ionizante no desenvolvimento de uma vacina para 

toxoplasmose, para uso em animais e principalmente em felinos domésticos 

e selvagens. 

 

1.4 Vacinas e radiação ionizante nas candidemias 

Um diagnóstico precoce e preciso de infecções sistêmicas por fungos 

é difícil devido à inespecificidade dos sintomas clínicos e falta de 

padronizações54. Uma vacina profilática e/ou terapêutica seria o meio mais 

seguro e eficaz para atender a essa necessidade da área da saúde. 

C. albicans é a quarta causa principal de infecção hospitalar e um 

problema de saúde pública, sendo necessário o desenvolvimento de 

imunoterapias. Neste sentido55 observaram que há antígenos específicos em 

determinadas áreas na superfície de C. albicans que podem ajudar o 

hospedeiro na resistência contra a candidíase disseminada, tornando 

possível que os indivíduos possam ser ativamente imunizados pela 

administração da vacina ou passivamente imunizados por transferência de 

anticorpos. 

Trabalhos relacionados com vacinas para C. albicans demonstraram 

que houve uma melhora significativa na redução da carga fúngica durante 

candidíase disseminada, tanto em camundongos imunocompetentes e 

imunocomprometidos após aplicação intraperitoneal da vacina rAls1p-N56. 

Alguns autores57 estudaram a produção de uma possível vacina 

contra infecções por C. albicans na cavidade bucal. Seus resultados 

demonstraram que ao utilizar cepas inativadas de C. albicans anticorpos 
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salivares foram produzidos, e estes impediram a adesão de C. albicans às 

células epiteliais, sem sintomas clínicos como inflamação e febre.  

Outro estudo demostrou uma diminuição no influxo de vários 

aminoácidos após leveduras de C. albicans serem irradiadas com radiação 

gama em doses de 2,5 a 10 Gy58. Nestas doses não ocorre a morte das 

leveduras, mas sugerem que a membrana plasmática pode ser um dos alvos 

primários que antecede a lesão nuclear. 

Porém poucos trabalhos utilizando a radiação e seu efeito em 

Candida albicans são encontrados na literatura e os resultados iniciais 

demonstram um caminho muito promissor. Diante de toda a importância 

médica e veterinária da candidíase o estudo de uma potencial vacina para 

proteção contra esta infecção fúngica é muito importante. A utilização da 

radiação ionizante vem demonstrando sucesso em outras parasitoses e 

pode representar uma ferramenta importante por manter as características 

iniciais do parasita preservadas, mimetizando no organismo toda a resposta 

naturalmente causada pelo parasita e ainda garantindo ao hospedeiro a 

ausência do desenvolvimento da doença. 
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2 OBJETIVOS 

 

a) Gerais 

Avaliar os efeitos biológicos em diferentes formas de C. albicans, 

frente à radiação gama por Cobalto 60. 

 

b) Específicos 

Determinar a dose de radiação ionizante em que o organismo perde 

sua capacidade de reprodução, nas formas de levedura e clamidoconídios. 

Determinar a capacidade de reversão entre as formas de 

clamidoconídios e das leveduras irradiadas. 

Avaliar a viabilidade dos clamidoconídios e das leveduras após o 

processo de radiação por Cobalto 60. 

Avaliar o índice de proliferação em linfócitos humanos de pacientes 

positivos para C. albicans em contato com fungos irradiados. 

Avaliar a ocorrência de alterações morfológicas, estruturais e de 

permeabilidade de membrana em clamidoconídios e leveduras irradiadas em 

diferentes doses. 

Avaliar modificações citoplasmáticas dos clamidoconídios e das 

leveduras irradiadas, por Cobalto 60. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura dos fungos 

 

A cepa ATCC 6458645 de C. albicans, de fácil cultivo, foi gentilmente 

cedida pela Dra. Gilda Maria B. Del Negro, pesquisadora no Laboratório de 

Micologia – LIM-53/IMTSP/LIMHCFMUSP. Os fungos utilizados nos 

experimentos foram mantidos rotineiramente no Laboratório de 

Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo (USP – 

Universidade de São Paulo) utilizando-se do meio ágar Sabouraud e ágar 

fubá. 

Os sais e demais reagentes usados foram de qualidade pró-análise, 

sendo a água utilizada purificada em sistema Milli-Q®, apresentando 

resistividade de 18,2 M.cm. 

 

3.1.1 Obtenção de clamidoconídios 

Para uma maior concentração de clamidoconídios utilizou-se como 

base o protocolo59 com algumas modificações. 

Foi adicionado ao meio de indução e crescimento de clamidoconídios, 

ágar fubá, 4 mL de solução tamponada com fosfato – NaCl 0,15 M/tampão 

fosfato de sódio 0,01M pH 7,2 (PBS) e gentilmente homogeneizado. Com o 

auxílio do aparelho Vortex (Phoenix Luferco AP 56) a suspensão foi agitada 

por 1 min. Após esse processo o material foi centrifugado a 1500 rpm, a 4 ºC 

por 10 min. O sobrenadante foi coletado e o pellet descartado e adicionado 
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10mg/mL da enzima zimoliase e mantido por 2 horas e vortexado por 30 

segundos, logo após esse processo o mesmo foi centrifugado a 1500 rpm, a 

4 ºC por 5 min. O sobrenadante foi coletado e o pellet descartado. O 

sobrenadante foi centrifugado novamente a 10000 rpm por 15 min. O pellet 

formado foi ressuspendido em PBS v/v pH 7,2 estéril, e armazenada para 

análise. 

 

3.1.2 Obtenção de leveduras 

Primeiramente o material fúngico localizado na parte mais superficial 

da colônia, mantida em ágar Sabouraud, foi raspado com o auxílio de uma 

alça descartável e estéril e adicionado em um eppendorf com 1,5 mL de PBS 

e agitado com o auxílio do aparelho Vortex (Phoenix Luferco AP 56®) por 30 

segundos, logo após esse processo o mesmo foi centrifugado a 10000 rpm 

por 15 min. O pellet formado foi ressuspendido em PBS v/v pH 7,2 estéril, e 

armazenado para análise. 

 

3.2 Irradiação das amostras  

Todas as amostras foram irradiadas no Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares (IPEN) em parceria com a Dra. Nanci do 

Nascimento. 

As leveduras e clamidocodiníos foram transferidos para seus 

respectivos frascos com 1,5 mL de PBS. Os diferentes frascos foram 

submetidos a radiação, em suas respectivas doses predeterminadas de 

320Gy, 640 Gy, 1280 Gy, 2560 Gy, 5120 Gy, 6000 Gy, 7000 Gy, 8000 Gy, 
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9000 Gy e 10240 Gy, com exposição a raios- de uma fonte de 60Co 

(GAMMACELL®, Atomic Energy of Canada, Ltd.) de forma homogênea na 

presença de O2. O grupo controle permaneceu na parte externa da fonte 

durante todo o processo de irradiação. 

 

3.3 Avaliação da capacidade de replicação das leveduras e 

clamidoconídios. 

A capacidade de multiplicação das leveduras e clamidoconídios foi 

monitorada através do plaqueamento, já que, somente as células com 

capacidade de reprodução preservada podem formar colônias.  

Após o processo de irradiação as amostras foram deixadas em 

descanso por 24 horas, retirou-se uma alíquota de células com 

concentrações de 107 célula/ml, e adicionados as suas respectivas placas. 

As leveduras irradiadas nas doses de 320 Gy, 640 Gy, 1280Gy, 2560 Gy, 

5120 Gy, 6000 Gy, 7000 Gy, 8000 Gy, 9000 Gy e 10240 Gy foram 

plaqueadas, em triplicatas, no meio ágar sabouraud e mantidos a 37°C por 7 

dias, e os Clamidoconídios irradiados nas doses de 320 Gy, 640 Gy, 

1280Gy, 2560 Gy, 5120 Gy, 6000 Gy, 7000 Gy, 8000 Gy, 9000 Gy e 10240 

Gy foram plaqueadas, em triplicatas, no meio ágar Sabouraud a 27°C por 7 

dias. 

3.4 Análise da capacidade de reversão das leveduras e clamidoconídios 

Após o processo de irradiação as amostras foram deixadas em 

descanso por 24 horas, retirou-se uma alíquota de células com 

concentrações variando de 107 células/mL e adicionados em placas. As 
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leveduras irradiadas nas doses de 320 Gy, 640 Gy, 1280Gy, 2560 Gy, 5120 

Gy, 6000 Gy, 7000 Gy, 8000 Gy, 9000 Gy e 10240 Gy foram plaqueadas em 

meio ágar Fubá e mantidos a 27°C por 7 dias, e os Clamidoconídios 

irradiados nas doses de 320 Gy, 640 Gy, 1280 Gy, 2560 Gy, 5120 Gy, 6000 

Gy, 7000 Gy, 8000 Gy, 9000 Gy e 10240 Gy foram plaqueadas em meio 

ágar sabouraud e mantidos a 37 ºC por 7 dias. 

3.5 Avaliação da viabilidade celular após irradiação 

A viabilidade da suspensão celular foi avaliada utilizando-se método 

modificado de coloração com Verde-Janus 0,05%60. As leveduras, os 

clamidoconídios controles e das respectivas doses onde não foi observado 

crescimento de colônias, tiveram sua concentração ajustada para 106 

células/mL em PBS 1x e foram adicionadas em tubos cônicos, 

acompanhados por um período de 2 horas, 24 horas e 48 horas após o 

processo de irradiação. Uma percentagem (10uL) da solução celular era 

retirada e homogeneizada com 10uL de Verde-Janus 0,05%, após 10 min de 

incubação na temperatura ambiente, a proporção de células viáveis foi 

determinada por contagem em câmara de Neubauer61. 

 

3.6 Ensaio de linfoproliferação. 

Para o ensaio de linfoproliferação os linfócitos foram isolados do 

sangue periférico, para isso foi coletado sangue humano em tubos 

heparinizados, dilui-se em solução salina estéril para torná-lo menos 

viscoso, logo após foi colocado cuidadosamente em um tubo contendo um 

gradiente de densidade Ficoll (Ficoll-Hypaque®), centrifugado por 20 min a 
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2200 rpm por 3 min a 15 ºC. Na camada contendo os linfócitos foi retirada 

com auxílio de uma pipeta, em seguida, adicionado 1mL de solução salina 

estéril e novamente centrifugado por 10 min a 1500 rpm, 15 ºC a fim de 

retirar o excesso de Ficoll. 

Após a lavagem as células foram adicionadas ao meio RPMI 1640 

suplementado com soro humano do tipo AB numa proporção de 10%. Com o 

azul de Tripan (Sigma-Aldrich®) ajustou-se o número de células para 2x106 

células/mL. Um volume de 100 µL da suspensão celular (2x106 células/mL) 

acrescido com clamidoconídios ou leveduras (2:1), controle ou irradiados, de 

C. albicans previamente incorporados com timidina marcada com trício (3H-

Tdr), foi adicionada em cada poço de placas de cultivo de 96 poços, e em 

seguida incubadas a 37 °C em estufa contendo 5% de CO2 por 3 dias. 

As placas foram aspiradas por um aspirador automático (Cell 

Harvester®) após o período de incubação e as células depositadas em uma 

membrana de fibra de vidro, após secarem essas membranas foram imersas 

no liquido de cintilação (Beta Plate Scint®). O resultado final é obtido através 

da média aritmética da quantidade de poços utilizado para cada estímulo. 

 

3.7 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

As amostras irradiadas e controles foram lavadas com PBS, e em 

seguida ressuspendidas e fixadas em glutaraldeído 3% em tampão 

cacodilato 0,1M, com sucrose a 2%; pós-fixação em tetróxido de ósmio 2% e 

tampão s-colidine 0,1M, pH 7,4. Posteriormente as amostras foram lavadas 

em tampão cacodilato 0,1M, com sacarose a 2%; e contrastação com 
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acetato de uralina a 5% em etanol 50%; posteriormente lavadas com etanol 

a 70%; desidratadas em 2,2-dimetroxipropeno acidificado com ácido 

clorídrico 1N e com acetona 100%. Os materiais foram infiltrados com 

acetona a 100% e com Epon Polybed 812 e Araldite 502. Após a 

polimerização a 100% foram realizados cortes ultrafinos e posterior 

coloração com acetato de uranila saturada e citrato de chumbo. As amostras 

foram visualizadas em microscópio eletrônico JEOL-JEM-1010® do 

Departamento de Patologia da FMUSP. Todo material submetido a 

microscopia eletrônica foi processada no laboratório de patologia de 

Moléstias Infecciosas do Departamento de Patologia da FMUSP. 

 

3.8 Análise da distribuição de quitina. 

Para avaliarmos os efeitos da radiação na estrutura celular de C. 

albicans, os fungos foram marcados com 1 uL de Calcofluor-white 0,05% 

(Sigma®, S. Luis, MO, EUA) em uma suspensão de 10 uL de células (106 

células/mL) e visualizado em microscópio de fluorescência com filtro 

ultravioleta. 

 

3.9 Análise estatística. 

Os resultados foram analisados no software GraphPad Prism 6.0 e a 

análise de variância (ANOVA) foi realizada seguida do teste de Tukey. O 

resultado foi considerado significativo quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação da capacidade de crescimento das leveduras e 

clamidoconídios irradiados. 

 

Através do método de plaqueamento determinou-se a dose em que as 

leveduras e clamidoconídios perderam a capacidade de reprodução. Nesse 

método, as colônias formadas pelo crescimento de células individuais são 

visualizadas e contadas. 

Verificamos que as leveduras e clamidoconídios perderam sua 

capacidade de reprodução com a dose de 6000 Gy, como pode ser 

observado na Tabela 1, demonstrando que com o aumento da dose de 

radiação ocorreu uma diminuição progressiva na formação de colônias 

(Fig.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

Tabela 1 - Crescimento das colônias de C. albicans em meio ágar 
sabouraud. 

Doses 

(Gy) 

Levedura Clamidoconídio 

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

320 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

640 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

1280 +++ +++ +++ ++ ++ ++ 

2560 ++ ++ ++ + + + 

5120 + + + - - + 

6000 - - - - - - 

7000 - - - - - - 

8000 - - - - - - 

9000 - - - - - - 

10240 - - - - - - 

Presença de alto (+++) médio (++), baixo (+) número de Colônias de 
C.albicans (+), Ausência de Colônias de C.albicans (-) 
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Controle 0Gy 320Gy 640Gy 

   

1280Gy 2560Gy 5120Gy 

   

6000Gy 7000Gy 8000Gy 

  

 

9000Gy 10240Gy  

Figura 1 - Monitoramento da capacidade de reprodução das amostras de 

leveduras, de C. albicans, irradiadas em diferentes doses de Cobalto 

60. 
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Controle 0Gy 320Gy 640Gy 

   

1280Gy 2560Gy 5120Gy 

   

6000Gy 7000Gy 8000Gy 

  

 

9000Gy 10240Gy  

Figura 2 - Monitoramento da capacidade de reprodução das amostras de 

clamidoconídios, de C. albicans, irradiadas em diferentes doses de 

Cobalto 60. 
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4.2 Processo de Reversão 

Para verificar se o processo de irradiação interfere no mecanismo de 

dimorfismo do fungo, analisamos sua capacidade de reversão conforme 

descrito no item 3.4 em material e métodos. 

Ao analisar a capacidade de reversão das amostras, não obtivemos 

crescimento na dose de 6000 Gy para a formas de leveduras e 5120 Gy 

para os clamidoconídios (Tab. 2).  

 

Tabela 2 - Crescimento das colônias de leveduras de C. albicans em meio 
ágar fubá e crescimento das colônias de clamidonídios em meio 
ágar sabouraud. 

Doses 

(Gy) 

Levedura para 

Clamidoconídio (27ºC) 

Clamidoconídio para 

Levedura (37ºC) 

Placa 

1 
Placa 2 Placa 3 Placa 1 Placa 2 Placa 3 

0 + + + + + + 

320 + + + + + + 

640 + + + + + + 

1280 + + + + + + 

2560 + + + + + + 

5120 + + + - - - 

6000 - - - - - - 

7000 - - - - - - 

8000 - - - - - - 

9000 - - - - - - 

10240 - - - - - - 

Presença de Colônias de C.albicans (+), Ausência de Colônias de C.albicans 
(-) 
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4.3 Ensaio de viabilidade 

 

Estabelecidas as doses em que não há crescimento ou formação de 

colônias nas leveduras e nos clamidoconídios (6000 Gy), verificou-se a 

viabilidade das amostras irradiadas e dos controles utilizando o corante 

Verde - Janus, como descrito em material e métodos 

No grupo controle as leveduras mantiveram-se em sua maioria 

viáveis, correspondendo a 98% após 2 horas, 98% após 24 horas e a 96% 

após 48 horas da irradiação. Observamos nas leveduras irradiadas uma 

menor viabilidade em relação ao controle entre a menor dose de inibição 

reprodutiva do fungo e a dose máxima. As células irradiadas com doses de 

6000 Gy apresentaram uma média de 87,3%, após 2 horas, de células 

viáveis, 83,9% após 24 horas e 79,5% após 48 horas (Fig. 3). O grupo 

irradiado com 10240 Gy apresentou uma média de 77,2%, após 2 horas, de 

células viáveis, 70,3% após 24 horas e 67,7% após 48 horas. Ao comparar 

estatisticamente as amostras irradiadas com doses de 6000 Gy e 10240 Gy 

obteve-se um grau de significância de p<0,001. O controle positivo de 

Clamidoconídios correspondeu a 97% após 2 horas, 96,5% após 24 horas e 

a 95% após 48 horas. Os Clamidoconídios irradiados com doses de 6000 Gy 

corresponderam a 74,5% após 2 horas, 73,1% após 24 horas e a 70,3% 

após 48 horas. O grupo de clamidoconídios irradiados com doses de 5120 

Gy apresentou 74,1% após 2 horas, 70,1% após 24 horas e a 68,1% após 

48 horas. A análise estatística em relação ao controle e as amostras com 

doses de 5120 Gy e 6000 Gy apresentou uma significância de p<0,001. 
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Porém ao analisar estatisticamente as amostras irradiadas com doses de 

6000 Gy e 5120 Gy obteve-se um resultado contrário, não houve 

significância, apresentando p>0,05 (Fig. 4). 

 

Figura 3 – Viabilidade das leveduras de C.albicans irradiadas com doses de 6000 

Gy (listras pretas) e 10240 Gy (cinza) e não irradiadas (Branco). Análise 

estatistica entre as amostras apresentou p<0,001 (***). A viabilidade foi 

avaliada 2 horas, 24 horas e 48 horas após a irradiação. 

 

Figura 4 – Viabilidade dos clamidoconídios de C.albicans irradiados com doses de 

6000 Gy (listras pretas) e 5120 Gy (cinza) e não irradiados (Branco). 

Análise estatística entre as amostras controle e irradiadas apresentaram 

p<0,001 (***). A viabilidade foi avaliada 2 horas, 24 horas e 48 horas 

após a irradiação. 
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A análise das leveduras irradiadas com doses de 6000 Gy, em 

relação ao período de 2 horas e o de 48 horas se mostrou significante 

estatisticamente (P<0,001). Diferentemente da análise entre 2 horas e 24 

horas e a relação de 24 horas e 48 horas que se mostrou não significante 

estatisticamente (P>0,05) (Fig. 5). 

As leveduras irradiadas com doses de 10240 Gy, em relação ao 

período de 2 horas e o de 48 horas revelaram-se significantes 

estatisticamente (p<0,001). O período de 2 horas e 24 horas apresentou 

significância estatística com P<0,001. Diferentemente da análise estatística 

do período de 24 e 48 horas que obteve um P>0,05 não significante (Fig. 6).  

 

Figura 5 - Viabilidade das leveduras de C.albicans irradiadas com dose de 6000 Gy 

na escala de tempo de  2 horas, 24 horas e 48 horas após a irradiação. 

p<0,001 (***). 
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Figura 6 - Viabilidade das leveduras de C.albicans irradiadas com dose de 10240 

Gy na escala de tempo de 2 horas, 24 horas e 48 horas após a 

irradiação. p<0,001 (***). 

 

Tanto a análise estatística dos clamidoconídios irradiados com doses 

de 6000 Gy (Fig. 7) e 5120 Gy (Fig. 8) em relação ao tempo 

comparativamente não foi significativo, apresentando p>0,05 (ns). 
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Figura 7 - Viabilidade dos clamidoconídios de C.albicans irradiadas com dose de 

6000 Gy na escala de tempo de 2 horas, 24 horas e 48 horas após a 

irradiação. p>0,05 (ns). 

 

Figura 8 - Viabilidade dos clamidoconídios de C.albicans irradiadas com dose de 

5120 Gy na escala de tempo de  2 horas, 24 horas e 48 horas após a 

irradiação. p>0,05 (ns). 
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A análise comparativa entre as diferentes estruturas morfológicas e 

suas respectivas doses de irradiação, mostrou ser significante (P<0,001) em 

todos os períodos analisados (Fig. 9). 

 

Figura 9 – Análise estatística da viabilidade de clamidoconídios e leveduras de 

C.albicans irradiadas com dose de 6000 Gy na escala de tempo de  2 

horas, 24 horas e 48 horas após a irradiação. p<0,001 (***). 

 

Figura 10 – Análise estatística da viabilidade de clamidoconídios, irradiados com 

6000 Gy e leveduras, irradiadas com 10240 Gy, de C.albicans, na 

escala de tempo de  2 horas, 24 horas e 48 horas após a irradiação. 

p<0,001 (***). 
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4.4 Ensaio de linfoproliferação. 

 

A análise estatística do ensaio de linfoproliferação mostrou que as 

leveduras irradiadas com 6000 Gy apresentaram um índice de expressão 

significante, com p<0,001, em relação as amostras não irradiadas (Fig. 11). 

 

Figura 11 - Resposta da linfoproliferação das amostras de leveduras de C. albicans 

irradiadas com dose de 6000 Gy. Índice de expressão com 

p<0,001(***). 

 

A análise estatística do ensaio de linfoproliferação mostrou que os 

Clamidoconídios irradiados com 6000 Gy apresentaram um índice de 

expressão significante, com p<0,001, em relação as amostras não irradiadas 

(Fig. 12). 
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Figura 12 - Resposta da linfoproliferação das amostras de Clamidoconídio de C. 

albicans irradiadas com dose de 6000 Gy. Índice de expressão com 

p<0,001(***). 

 

4.5 Alterações da permeabilidade da membrana após a radiação por 

Cobalto 60. 

 

Através do corante Verde-Janus observou-se se houve algum 

comprometimento da permeabilidade da membrana dos fungos após 

irradiação nas doses de 5120 Gy (Fig. 13B) e 6000 Gy (Fig. 13C), quando 

comparamos com o grupo controle. 

Quando observamos o mesmo efeito em leveduras após a exposição 

máxima de radiação (10240 Gy), notamos irregularidades e rompimentos em 

sua parede celular (Fig. 13F). Já as leveduras irradiadas com uma dose 

intermediária a 6000 Gy (Fig. 13E) apresentaram estruturas morfológicas 

mais preservadas. 
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Figura 13 – Amostras de C. albicans expostas a diferentes doses de radiação 

ionizante por Cobalto 60. Clamidoconídios controles (A), 

clamidoconídios irradiados 5120 Gy (B), clamidoconídios irradiados 

6000 Gy (C), leveduras controles (D), leveduras irradiadas 6000 Gy 

(E) e leveduras irradiadas 10240 Gy (F), corados com Verde-Janus, 

aumento 10x.  

D 

F 

E 

A 

C 

B 
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4.6 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Para obter uma análise mais precisa das características ultra 

estruturais de ambos os estados morfológicos de C. albicans após 

irradiação, utilizou-se a técnica de microscopia eletrônica de transmissão, 

conforme descrito no item 3.6 de material e métodos. 

O aspecto das leveduras controle de C. albicans, não apresentaram 

alterações na estrutura da parede celular, as regiões intercelulares possuem 

um citoplasma denso e homogêneo, exibindo uma membrana celular 

aparentemente intacta e sem sinais de desorganização estrutural. Nota-se 

um envoltório nuclear bem definido, a presença de corpúsculos lipídicos, 

vacúolos e mitocôndrias bem estruturadas (Fig. 14, 15, 16). 
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Figura 14 – Levedura controle de C. albicans com núcleo em evidencia. 

Mitocondria (M), núcleo (N) e Vacúolo (V). 
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Figura 15 – Levedura controle de C. albicans com Parede celular (PC) e membrana 

plasmática (MP) preservada. Vacúolo (V), Núcleo (N) e corpúsculo 

lipídico (CL). 
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Figura 16 – Levedura controle de C. albicans com vacúolo (V) e Núcleo (N) em 

evidencia. 

 

 

 

 



55 

 

As leveduras de C. albicans após o processo de irradiação com doses 

de 10240 Gy, mostraram a presença de vários vacúolos e um citoplasma 

retraído em comparação com o controle (Fg. 17). Nota-se que o aspecto das 

vesículas secretoras (Fig 18) e mitocôndrias estão preservadas (Fig. 19). É 

possível observar um citoplasma menos condensado nas imagens, 

evidenciando claramente que a parede celular permanece conservada, 

havendo ocorrências de irregularidades na membrana plasmática (Fig 20).  
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Figura 17 – Levedura de C. albicans controle (A) com parede celular (PC) bem 

definida, membrana plasmática (MP), mitocôndria (M) preservada e 

corpúsculo lipídico (CL). Levedura irradiada (B) com dose de 10240 

Gy com parede celular (PC) preservada e citoplasma retraído (CR). 
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Figura 18 – Levedura irradiada de C. albicans com citoplasma (C) menos 

condensado, vesícula secretora (VS), vacúolo (V), núcleo (N) 

evidenciados e citoplasma retraído (CR). 
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Figura 19 – Levedura irradiada de C. albicans com mitocôndrias (M) em evidencia, 

membrana plasmática (MP) e parede celular (PC) irregular. 



59 

 

 

Figura 20 – Levedura irradiada de C. albicans com núcleo (N) em evidencia, e 

parede celular (PC) irregular. 
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As leveduras de C. albicans irradiadas com doses de 6000 Gy em 

comparação a amostra não irradiada (Fig. 21A), nota-se que a parede 

celular (PC) está bem definida, mitocôndria (M), corpúsculo lipídico (CL) e 

membrana plasmática (MP) evidentes (Fig 21B). Este grupo apresentou o 

citoplasma menos condensado, havendo ocorrências de irregularidades na 

membrana plasmática e um núcleo bem definido (Fig. 22).  
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Figure 21- Microscopia eletrônica de levedura não irradiada (A) com parede celular 

(PC) bem definida, mitocôndria (M), membrana plasmática (MP) e 

corpúsculo lipídico (CL). Levedura irradiada (B) com dose de 6000 Gy 

com citoplasma retraído (CR), parede celular (PC) preservada, 

mitocôndria (M) e vesículas secretoras (VS) parcialmente preservadas. 
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Figura 22 - Microscopia eletrônica de levedura irradiada com dose de 6000 Gy com 

mitocôndrias (M), corpúsculo lipídico (CL) e núcleo (N) parcialmente 

preservadas. 
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Figura 23 - Microscopia eletrônica de levedura não irradiada (A) com parede celular 

(PC) bem definida, mitocôndria (M), núcleo em evidencia (N) e vacúolo 

(V). Levedura irradia (B) com dose de 6000 Gy com parede celular (PC) 

preservada, mitocôndria (M), Núcleo (N) e vesículas secretoras (VS) 

parcialmente preservadas. 

A 

B 
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Nas imagens seguintes, os clamidoconídios controles apresentam 

uma densa camada citoplasmática, uma parede celular bem definida e é 

possível observar a presença de corpúsculos lipídicos, mitocôndrias e núcleo 

bem preservado (Fig. 24, 25 e 26). 

 

 

Figura 24 – Clamidoconídio controle de C. albicans com Parede celular (PC) e 

membrana plasmática (MP) preservada. Núcleo (N) e corpúsculo 

lipídico (CL) em evidência. 
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Figura 25 – Clamidoconídio controle de C. albicans com Parede celular (PC) e 

membrana plasmática (MP) preservada. Núcleo (N) e mitocôndrias 

(M) em evidência. 
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Figura 26 – Clamidoconídio controle de C. albicans com núcleo (N), mitocôndria 

(M) e vacúolo (V) em evidência. 
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Ao contrário das amostras controles, o material irradiado com doses 

de 5120 Gy, mostrou a presença generalizada de vacúolos, um citoplasma 

menos condensado ou apresentando uma retração, ou seja, a membrana 

plasmática desprende-se da parede celular e tende a deslocar-se para o 

centro da célula (Fig. 27). Evidencia-se claramente que a parede celular 

permanece preservada, porem um número relevante de células encontra-se 

com irregularidades na parede, havendo ocorrências de alterações na 

membrana plasmática, a existência de mitocôndrias preservadas (Fig 28) e 

vesículas secretoras podem ser observadas (Fig. 29).  
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Figura 27 – Clamidoconídio de C. albicans irradiado com dose de 5120 Gy, com 

parede celular (PC) preservada, vacúolos (V), corpúsculo lipídico (CL) 

em evidência e citoplasma retraído (CR). 
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Figura 28 – Clamidoconídio de C. albicans irradiado com dose de 5120 Gy, com 

mitocôndrias (M) preservadas e vacúolos (V) em evidência. 
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Figura 29 – Clamidoconído de C. albicans controle (A) com parede celular (PC) 

bem definida, membrana plasmática (MP) e mitocôndria (M) 

preservada. Clamidoconídio irradiado (B) com dose de 5120 Gy com 

Parede celular (PC) preservada, vesícula secretora (VS) preservada 

e citoplasma retraído (CR). 
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O material irradiado com doses de 6000 Gy, revelou-se semelhante as 

amostras irradiadas com doses de 5120 Gy. Houve presença de vacúolos, 

um citoplasma menos condensado, sua membrana plasmática desprendeu-

se da parede celular e tendeu a deslocar-se para o centro da célula (Fig. 

30D). Evidencia-se claramente que a parede celular permanece preservada, 

porem um número de células encontra-se com irregularidades na parede, 

havendo ocorrências de alterações na membrana plasmática, há existência 

de mitocôndrias preservadas (Fig 30). Núcleo bem estruturado e 

condensado e vesículas secretoras podem ser observadas (Fig. 31). 
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Figura 30 – Clamidoconídio de C. albicans irradiado com dose de 6000 Gy, com 

parede celular (PC) preservada, membrana plasmática (MP) irregular, 

vacúolos (V), corpúsculo lipídico (CL) e vesículas secretoras (VS) em 

evidência e citoplasma retraído (CR). 
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Figura 31 – Clamidoconídio irradiado com dose de 6000 Gy de C. albicans com 

Parede Celular (PC) e membrana plasmática (MP) preservadas. 

Núcleo (N), mitocôndrias (M), vesículas secretoras em evidência e 

presença de vacúolo. 
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4.7 Analise da distribuição de quitina das amostras de C. albicans 

Para avaliação da integridade da parede celular, das amostras de C. 

albicans irradiadas e não irradiadas, foi utilizada a coloração por Calcofluor 

White como descrito em métodos. 

Foi possível observar nas amostras leveduriformes, não irradiadas, 

um padrão uniforme de distribuição da quitina e sem comprometimento da 

integridade da parede celular, como pode ser observado na Fig. 32. 

Figura 32 – Levedura controle de C. albicans marcada com calcoflúor em aumento 

de 100x. 

 

Porém no padrão apresentado nas células irradiadas, como podemos 

observar, houve anomalias na parede celular das leveduras com a dose de 

10240 Gy, consistindo-se de vários pontos de fratura ou rompimento total da 

parede celular, liberação de material intracelular (Fig. 33B) e formação de 

calos na região dos septos com o acúmulo de quitina (Fig. 33A). 
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Figura 33 – Leveduras de C. albicans irradiadas com dose de 10240 Gy, marcadas 

com calcoflúor em aumento de 100x. 

 

As amostras leveduriformes, irradiadas com doses de 6000 Gy, 

apresentaram um padrão irregular na distribuição da quitina, porém, não 

houve comprometimento da integridade da parede celular (Fig. 34). 
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Figura 34 – Leveduras de C. albicans irradiadas com dose de 6000 Gy, marcadas 

com calcoflúor em aumento de 100x + zoom 2x. 

 

As amostras de clamidoconídios não irradiados apresentaram 

resultados semelhantes aos obtidos para as leveduras não irradiadas. Uma 

alta intensidade e igual distribuição da quitina pela célula (Fig. 35). 
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Figura 35 – Clamidoconídio controle de C. albicans marcados com calcoflúor em 

aumento de 100x + zoom 2x. 

 

Semelhante ao obtido nas amostras leveduriformes irradiadas com 

dose de 10240 Gy, as amostras de clamidoconídios irradiados apresentaram 

alterações na parede celular com a dose de 5120 Gy (Fig. 36) e 6000 Gy 

(Fig. 36), consistindo-se de vários pontos de fratura ou rompimento total da 

parede celular, liberação de material intracelular (Fig. 36), porém um número 

pequeno de células permaneceu com igual distribuição da quitina pela célula 

e densidade (Fig. 36B e 37). 
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Figura 36 – Clamidoconídio de C. albicans irradiados com dose de 5120 Gy, 

marcados com calcoflúor em aumento de 100x + zoom 2x. 

 

  

Figura 37 – Clamidoconídio de C. albicans irradiados com dose de 6000 Gy, 

marcados com calcoflúor em aumento de 100x + zoom 2x. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O emprego da radiação ionizante como ferramenta para o 

desenvolvimento de candidatos vacinais já vem sendo estudado há alguns 

anos. Plasmódios, parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa, a imunização 

de voluntários humanos, com esporozoítos irradiados, induziu proteção 

parcial contra a infecção, mas sem proteção contra desafio com formas 

eritrocíticas45. Esporozoítos de Plasmodium berghei, irradiados e 

criopreservados, foram inoculados em camundongos e apresentaram altos 

índices de proteção quando desafiados com as mesmas formas não 

irradiadas46. Foi possível observar também que esporozoítos irradiados 

foram capazes de invadir hepatócitos e se transformar em trofozoítos, mas 

com degeneração após essa fase, gerando imunidade semelhante à doença 

natural no hospedeiro47. Quando voluntários humanos foram submetidos a 

imunizações com esporozoítos de P. falciparum irradiados a 150 Gy, 

desenvolveram anticorpos e foram protegidos contra malária transmitida 

através de mosquitos48. Mais recentemente, já se encontra comercialmente, 

a primeira vacina utilizando essa tecnologia, desenvolvido pela empresa 

SANARIA (PfSPZ Sanaria® Vaccine) e apresenta bons níveis de imunização 

e proteção e foi desenvolvida em um programa de erradicação da malária62. 

A utilização da radiação ionizante pode causar uma variedade de 

efeitos físicos e bioquímicos nos microrganismos. A radiação gama, utilizada 

nesse trabalho, apresenta um mecanismo de ação indireta, consistindo-se 

na quebra de moléculas, como a água. Os produtos primários da radiólise da 
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água, como hidroxila (OH*), agentes redutores, assim como, o elétron 

aquoso (e-aq), íons de hidrogênio (h*) entre outros, são eficientes em 

produzir danos biológicos29. Esses radicais interagem com as moléculas 

biológicas, alterando suas estruturas e funções, ampliando os efeitos da 

radiação. Os ácidos nucléicos e as proteínas são as principais moléculas 

afetadas. As lesões que podem ser provocadas no DNA são as quebras 

simples e duplas da fita de DNA, alterações estruturais das bases, 

eliminação das mesmas, anomalias na desoxirribose e ligações cruzadas 

(DNA - DNA ou DNA - proteína). As duplas quebras são mais difíceis de 

serem reparadas, pois necessitam de um mecanismo de reparo mais 

complexo, essas duplas quebras nas fitas do DNA são, provavelmente, a 

causa da perda da capacidade de reprodução63. Outros autores64 

demonstraram que o DNA das amostras de leveduras e conídios de 

Paracoccidioides brasiliensis irradiados apresentaram-se completamente 

fragmentados, causando paralisação do ciclo celular. Estudos demonstraram 

que com doses equivalentes a 600 Gy de radiação gama, as cepas de 

Trypanosoma cruzi apresentaram uma diminuição de sua virulência e ao 

elevar a dose para 900 Gy, foram observadas alterações na capacidade 

reprodutiva dos parasitas e ausência de alterações na morfologia do 

patógeno42. Cistos teciduais de Toxoplasma gondii irradiados com doses 

aproximadas de 600 Gy perderam completamente sua capacidade de 

infecção65. Trabalhos posteriores demonstraram que taquizoítos de T. gondii 

irradiados a 255 Gy perderam sua capacidade de reprodução e mantiveram 

suas funções metabólicas66. O mesmo já foi observado utilizando células 
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leveduriformes de P. brasiliensis (amostra Pb 18) utilizando radiação gama. 

Foi possível também neste caso determinar uma dose na qual o patógeno 

perde a capacidade de se reproduzir67. Alterações morfológicas foram 

verificadas no núcleo, mas sem comprometer a estrutura celular68. 

Alguns autores69 demonstraram uma grande resistência à radiação 

gama em fungos, como Aspergillus, cladosporium entre outros, em relação 

às células de diferentes microrganismos. Estas células com doses baixas, 

tiveram suas habilidades em se reproduzir interrompidas, enquanto as 

células leveduriformes precisaram de doses muito elevadas para 

impossibilitar sua capacidade reprodutiva. Os diversos fungos, apresentaram 

parâmetros de resistência entre doses de 1700 Gy e 2500 Gy, porém 

destacaram-se espécies com radioresistência mais elevada para apresentar 

inativação, que variou entre 17000 Gy e 20000 Gy. Segundo o autor essa 

alta capacidade de resistência pode estar relacionada a concentração de 

melanina, presente na parede celular. 

A presença de pigmentos, como a melanina pode, em maior ou menor 

extensão, prevenir ou reduzir os danos a componentes celulares. Fungos 

que produzem melanina são mais tolerantes a espécies reativas de 

nitrogênio e de oxigênio. Esta ação protetora observada na presença do 

pigmento se deve ao fato da melanina ser um eficiente neutralizador de 

radicais livres70. 

Ao avaliar a radioresistência das leveduras e clamidoconídios de C. 

albicans, observamos que somente nas doses mais elevadas houve a 

incapacidade de crescimento de ambas as formas. Apenas na dose de 6000 
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Gy foi possível observar uma dose segura onde o crescimento foi totalmente 

inibido em ambas as formas. A causa dessa maior radioresistência, que 

depende da linhagem celular, pode estar relacionada com um mecanismo 

mais eficiente de reparo do DNA dos danos causados pelos raios gama. O 

fato da C. albicans ser um fungo melanizado pode contribuir para a 

radiorresistência de ambas as formas do fungo. Outros fatores também são 

determinantes, como o fato das células possuírem enzimas e antioxidantes 

capazes de inativar substâncias tóxicas e/ou mutagênicas induzidas pela 

radiólise da água. Geralmente os organismos mais simples são mais 

resistentes aos efeitos da radiação ionizante. A diferença na resistência 

destes microrganismos não se restringe somente aos gêneros, mas também 

entre linhagens de uma mesma espécie71. Outro fator muito importante que 

deve ser levado em consideração é a forma de cultura desses fungos que 

pode influenciar na sensibilidade da radiação. Culturas com 3 semanas de 

idade de Penicillium viridicatum ou Aspergillus flavus requerem uma dose de 

2000 Gy para impedir seu crescimento, enquanto que doses de 1000 Gy são 

suficientes para inibir o crescimento das mesmas culturas com 6 semanas72. 

Notamos esta mesma fragilidade com as culturas de clamidoconídios, que 

levam um tempo maior de cultura em relação às leveduras, de tal modo, que 

com doses menores apresentaram seu potencial de crescimento inibido. 

Outro fator que deve ser observado é a concentração de conteúdo lipídico, 

que também influência nos danos causados pela irradiação. Esse efeito já foi 

evidenciado em outras pesquisas, onde foi observado que, fungos com 
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maior conteúdo lipídico possuem uma maior radiorresistência aos efeitos da 

radiação ao comparados a outros de menor concentração lipídica73. 

Ao analisar o processo de perda do dimorfismo celular, nas leveduras 

de C. albicans, notou-se que até a dose de 2560 Gy não houve qualquer 

comprometimento de reversão das formas avaliadas. Já nas doses 

superiores começamos a observar um comprometimento, também 

observado por outros autores74 ao estudar esse mesmo processo em outras 

espécies como: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Trichoderma viride e 

Curvularia geniculata evidenciando um comprometimento na sua capacidade 

de germinação e crescimento reduzido entre doses de 2000 Gy e 3000 Gy. 

Este fato provavelmente está relacionado com a capacidade de reparo de 

DNA que difere entre os organismos o que impede determinar precisamente 

a dose de inibição desse efeito entre os diferentes fungos. 

Quando avaliamos a viabilidade das leveduras e clamidoconídios, 

observamos que a mesma foi mantida após a irradiação, mostrando níveis 

superiores a 70%, até a dose máxima empregada neste estudo. Isto já havia 

sido observado em outros agentes irradiados com o mesmo modelo de 

radiação, como Toxoplasma gondii66. Em nossos ensaios as leveduras 

mantiveram-se com viabilidade superior a 85% e os clamidoconídios 

mantiveram sua viabilidade superior a 70%. Nota-se que a permeabilidade 

seletiva da membrana plasmática do material irradiado, foi preservada, fato 

evidenciado pela ausência de incorporação do corante Verde-Janus75. 

Através da microscopia eletrônica foram visualizadas alterações na 

parede celular dos clamidoconídios irradiados. Esse fato já era esperado, 
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uma vez que, a composição e espessura da parede celular é variável e se 

modifica por fatores ambientais e em condições desfavoráveis como calor, 

luz e agentes químicos76. Mas essas alterações não interferiram na 

integridade da membrana plasmática, como observamos na microscopia 

eletrônica de transmissão e no confocal (dados não mostrados) utilizando o 

corante acridine orange, uma vez que os corantes estavam preservados no 

interior do fungo, dados corroboram com os resultados da viabilidade 

anteriormente observados por nós neste trabalho. 

As mitocôndrias e vesículas secretoras visualizadas através da 

microscopia de transmissão, apresentaram-se preservadas, sugerindo que a 

atividade biológica de ambos os estados morfológicos de C. albicans, 

encontram-se preservadas. Esse tipo de observação também foi encontrada 

em outros fungos irradiados, com altas doses de radiação gama, como o 

encontrado em leveduras de Sporothrix schenckii77. 

Nossos dados demonstram que a radiação gama de C. albicans tanto 

da forma de levedura quanto dos clamidoconídios, resultou na perda da 

capacidade reprodutiva, entretanto mantiveram a morfologia e o 

metabolismo oxidativo dos fungos mesmo após as doses de radiação. Novos 

estudos de resposta imunológica frente a esses fungos irradiados são 

necessários para o esclarecimento e confirmação do uso da radiação como 

ferramenta para a produção de candidatos vacinais e para um futuro 

desenvolvimento de uma vacina. 
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6 CONCLUSÕES 

 

a) Gerais 

Ambas as formas estudadas de C. albicans apresentaram perda 

gradual de crescimento, danos de metabolismo e danos estruturais 

progressivos com o aumento da dose após a exposição à radiação gama por 

Cobalto 60. 

 

b) Específicas 

A dose de 6000 Gy demonstrou ser a dose determinante para o 

crescimento de ambas as formas de C. albicans. 

A partir da dose de 6000 Gy as leveduras irradiadas perdem a 

capacidade de reversão para a forma de clamidoconídios. O inverso foi 

também observado a partir da dose de 5120 Gy. 

Tanto as leveduras quanto os clamidoconídios permaneceram viáveis, 

após radiação a 6000 Gy, por até 48 horas. 

Linfócitos humanos de pacientes infectados, apresentaram altos 

índices de proliferação frente as formas de fungos irradiadas. 

Não foi observado até a dose de 6000 Gy comprometimento 

expressivo na permeabilidade dos fungos. 

Na dose de 6000 Gy foi possível observar a preservação morfológica 

externa e a manutenção das estruturas internas das leveduras e 

clamidoconídios, ficando comprometido em doses mais elevadas. 
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