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RESUMO

No presente estudo, comparou-se o percentual de viabilidade da Candi-
da albicans em suspensdo, utilizando-se dois métodos de coloragdo vital:
o azul algoddo e a associagdo entre os corantes fluorescentes diacetato
de fluoresceina (DF) e brometo de etideo (BE). A analise histologica das
leses induzidas por prepara¢des, cuja concentragdo fitngica foi ajusta-
da segundeo cada um dos métodos, associado ao fato do percentual de
células vivas indicado pelo método fluorescente ser cerca de 50% menor
que o obtido através da coloragdo pelo azul algoddo, sugere seu empre-
go ao invés da coloragdo pelo DF-BE em estudos envolvendo a determi-
nagao da viabilidade da Candida albicans em suspensdo.

Unitermos: viabilidade fungica, Candida albicans, métodos de colora-
¢ao vital.

Nos ultimos anos, temos estudado a participa¢do da resposta imune
no desenvolvimento da infeccdo provocada por diferentes agentes na
bolsa jugal do hamster. Particularmente no que se refere a Candida albi-
cans, observamos que, apesar de empregarmos o mesmo modelo experi-
mental, estavamos obtendo resultados diferentes no que se refere a ex-
tensdo e severidade das lesdes. Considerando que essas divergéncias po-
deriam estar relacionadas a quantidade de fungos viaveis inoculados. nos




propusemos a avaliar dois métodos de coloragdo vital na determinagdo
da viabilidade da Candida albicans em suspensio.

Um dos métodos avaliados no presente estudo corresponde a asso-
clagdo entre o diacetato de fluoresceina (DF) e o brometo de etideo (BE).
O DF foi primeiramente utilizado por Rotman & Papermaster (1966) na
determinagdo da viabilidade de células de mamiferos. Segundo os auto-
res, as células vivas tém a propriedade de acumular fluoresceina no seu
interior através da hidrolise enzimatica do DE. O outro componente fluo-
rescente, o BE, foi empregado por Edidin (1970) para detectar células
danificadas ou mortas. O BE ¢ capaz de penetrar rapidamente em célu-
las cuja membrana celular se encontre alterada, formando um complexo
vermelho-alaranjado com o nticleo. A combinagio desses dois corantes
resulta em forte contraste entre células vivas (fluorescéncia verde) e cé-
lulas mortas (fluorescéncia laranja). Utilizada inicialmente por Takasugi
(1971) em ensaios de citotoxicidade, essa associagdo fol posteriomente
empregada por Calich ef al. (1978), na determinagio da viabilidade fun-
gica e, por Jarnagin & Luchsinger (1980) e Kvach & Veras (1982), para
determinar a viabilidade de micobactérias.

Outro método ensaiado no presente estudo foi o da coloragao pelo
azul algodao (lactofenol). A escolha desse método teve por base princi-
pal o fato de que, em suspensoes de Paracoccidioides (P) brasiliensis, o
percentual de viabilidade obtido através da coloragdo pelo azul algodao
estava muito proximo ao método de contagem de colonias em placas,
que ¢, sabidamente, eficiente para esse proposito (Sano et al., 1993).

Para comparar a viabilidade da Candida albicans em suspensio atra-
vés desses dois métodos de coloragio, foram utilizadas culturas do fun-
20 (Micoteca do Laboratorio de Micologia do Instituto Lauro de Souza
Lima, Bauru, SP), mantidas por 24 horas, em agar Sabouraud (Difco) a
37°C. As culturas foram suspensas em solugdo salina estéril (SSE) e cen-
trifugadas por 10 minutos a 1500 rpm.O sobrenadante foi desprezado e
o0 botdo de células fungicas ressuspenso em SSE.

Para a realizagdo da coloragdo com DF-BE, uma solugdo estoque de
DF (Sigma) foi preparada em acetona na concentragio de 5,0mg/ml e
mantida a -20°C; a solugdo de BE (Sigma) foi preparada em solugdo sa-
lina tamponada (SST), pH 7,2 na concentragao de 5,0mg/ml e mantida a
4°C. Para uso, as solugoes foram diluidas 1:100 em SST. Volumes iguais
de solugdo DF-BE e de suspensdo de fungos foram misturados e incuba-
dos a 37°C por | hora. Amostra desta mistura foi colocada em camara de
Neubauer e examinada em microscopio de fluorescéncia para a determi-
nagio da concentragdo de fungos viaveis presentes na suspensao. Foram
considerados vidveis os fungos que apresentaram coloragido verde-fluo-
rescente e nviaveis os que se tornaram alaranjados.

Para a coloragdo por azul algoddo, fo1 utilizada uma solugdo com-
posta por 20g de acido fénico (Merck), 20ml de acido lactico (Merck),
40ml de glicerina (Inlab), 20ml de agua destilada e 0,1g de azul-anilina
(Difco). O corante foi diluido volume a volume com a suspensio de fun-
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gos e uma amostra foi examinada ao microscopio optico utilizando a ca-
mara de Neubauer. Os fungos corados em azul foram considerados via-
vels (Sano ef al.,1993).

Utilizando-se a coloragio DF-BE, obtivemos percentuais de viabili-
dade ao redor de 40%; empregando a mesma suspensao ¢ utilizando a
coloragdo pelo azul algodao, obtivemos percentuais de viabilidade acima
de 80%. E possivel que o baixo percentual de viabilidade obtido através
da coloragiio pelo DF-BE esteja relacionado a hidrolise enzimatica do
DF, uma vez que a suspensio exibia muitos fungos ndo corados que, con-
forme os dados obtidos com a coloragdo pelo azul algodao, estariam vi-
vos; além disso, observamos diferengas na intensidade da fluorescéncia
dos fungos viaveis.

De qualquer modo, a partir desses resultados, foram preparadas 2
suspensdes contendo 5x10° fungos viaveis/ml: a primeira foi ajustada se-
gundo os resultados obtidos através da coloragdo pelo DF-BE e a segun-
da de acordo com os dados encontrados através da coloragdo pelo azul
algodao.

Para avaliar o comportamento dos fungos contidos nas duas prepara-
¢oes, 20 hamsters foram inoculados na bolsa jugal com 0,1ml de suspen-
sdo fungica: 10 deles foram inoculados com a suspensio preparada se-
gundo os dados obtidos com DF-BE e, os outros 10, com azul algodao.
Os animais foram sacrificados as 24 horas, 3, 7 e 14 dias pds-inocula-
¢d0. Em cada sacrificio, a bolsa jugal foi coletada e submetida aos pro-
cedimentos rotineiros para inclusdo em parafina e coloragdo pela hema-
toxilina-eosina.

Comparando os resultados obtidos nos dois grupos, verificamos que,
com o ajuste da suspensdo empregando a coloragdo pelo DF-BE, as le-
sdes de inoculagdo eram muito severas, extensas e necroticas. A mesma
suspensdo ajustada pela coloragéo azul algodao induziu a formagio de
lesdes menos severas, permitindo, inclusive, sua caracterizagao morfolo-
gica e seu estudo evolutivo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Sano et al. (1993) que, comparando diferentes metodos de coloragdo na
viabilidade do P hrasiliensis, particularmente o DF-BE, mostraram ser o
azul algoddo o método mais sensivel, exibindo valores de viabilidade
muito proximos aos obtidos com o método de contagem de colonias em
placas.

Considerando os resultados obtidos no presente estudo e, aliado ao
fato da coloragdo pelo azul algodio ser um método mais rapido e labo-
ratorialmente mais simples, uma vez que ndo necessita de microscopio
de fluorescéncia para a realizagdo da contagem de fungos, sugerimos seu
emprego ao invés da coloragdo pelo DF-BE em estudos envolvendo a de-
terminagdo da viabilidade da Candida albicans em suspensao.
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ABSTRACT

A comparative study of two staining methods to determine the cell
viability of Candida albicans was carried out. The methods used were
lactofenol cotton blue and fluorescein diacetate-ethidium bromide

(FD-EB) staining. Results obtained in the histological evaluation of

lesions induced by fungic suspension with the concentration ajusted to
each staining method in 5x100 viables Jungi/ml, associated to the fact
that the percentage of the live cells indicated by fluorescent staining was
30% lower than by lactophenol cotton blue, indicate that this staining is
useful for the cell viability determination of Candida albicans
SUSPEnsIon.
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