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RESUMO 

 

 

Candida albicans é responsável pela maioria das infecções nosocomiais que afetam pacientes 

imunocomprometidos. Antifúngicos sistêmicos podem promover a resistência microbiana, e 

isto tem levado a busca por tratamentos alternativos, tal como a terapia fototérmica, (PTT). A 

PTT parte da premissa de que a interação da radiação eletromagnética, geralmente radiação 

infravermelha, com um agente fototérmico gera aquecimento que pode levar à destruição de 

células tumorais e morte de microrganismos. Nanotubos de carbono, (CNTs), são uma classe 

de nanomateriais que têm potencial para aplicações em sistemas biomédicos, incluindo 

entrega controlada de fármacos, biossensores e scaffolds para engenharia de tecidos e 

medicina regenerativa. Além disso, por absorverem radiação na região do infravermelho, 

induzindo aumento da temperatura, são candidatos a agentes fototérmicos. Neste trabalho, a 

inativação fototérmica da C. albicans foi avaliada usando CNTs de múltiplas paredes 

associados à radiação laser no infravermelho próximo. Os mecanismos envolvidos na 

inativação, foram avaliados através de estudos de susceptibilidade celular e análise de 

imagens microscópicas associadas a modelos matemáticos e conceitos fractais. Os resultados 

indicam que o contato direto entre as células fúngicas e os CNTs sem irradiação, não levam à 

morte celular, ao passo que o processo mediado por laser é eficaz na inativação, que pode ter 

sido causada pela ruptura das paredes celulares. A aplicação das leis de escala e conceitos 

fractais indicam que nos grupos controles há dois regimes distintos delimitados pelo diâmetro 

médio do microrganismo. Para comprimentos maiores que esse diâmetro a superfície é 

descrita pelo modelo de Eden e, para comprimentos menores a superfície é quase-Euclidiana. 

Para os grupos irradiados de C. albicans + CNTs as superfícies apresentam apenas um 

regime, com fractais self-affine descritos por KPZ (Kardar-Parisi-Zhang). A análise da 

fractalidade do sistema descrita por modelos matemáticos podem auxiliar na identificação de 

novas estratégias para inativação de microrganismos e futuras aplicações de CNTs. 

 

Palavras-chave: nanomateriais, viabilidade celular, leis de escala, microscopia de força 

atômica, análise de imagens. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Candida albicans is responsible for the majority of nosocomial infections affecting 

immunocompromised patients. Systemic antifungals may promote microbial resistance, which 

has led to the search for alternative treatments, such as photothermal therapy (PTT). PTT 

assumes that the interaction of electromagnetic radiation with a photothermal agent generates 

heat that can lead to the destruction of tumor cells and the death of microorganisms. Carbon 

nanotubes (CNTs) have the potential for applications in biomedical systems, including acting 

as controlled deliverers of drugs, biosensors and scaffolds for tissue engineering and 

regenerative medicine. Furthermore, the absorption of radiation by CNTs in the infrared 

region induces an increase in temperature, which makes CNTs candidates for photothermal 

agents. In this work, the photothermal inactivation of C. albicans was evaluated by multiple 

wall CNTs associated with laser radiation in the near-infrared region. The mechanisms that 

are involved in inactivation were evaluated through cell susceptibility studies and an analysis 

of microscopic images that are associated with mathematical models and fractal concepts. The 

results indicate that direct contact between the cells and CNTs without irradiation does not 

lead to cell death, whereas the laser-mediated process is effective in inactivation. The 

application of the laws of scale and fractal concepts indicate that in the control groups, there 

are two distinct regimes that are delimited by the mean diameter of the microorganisms, as 

described by the Eden model and by the quasi-Euclidean surface. For the irradiated groups, 

the surfaces present only one regime described by KPZ. The analysis of the fractality of the 

system by mathematical models can help in the identification of new strategies for the 

inactivation of microorganisms. 

 

Keywords: nanomaterials, cell viability, scale laws, atomic force microscopy, image analysis. 
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1 ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO 

 

 

O primeiro capítulo da dissertação corresponde a revisão da literatura, bem como 

algumas considerações referente à teoria fractal e modelos de crescimento. A versão 

submetida do artigo é apresentada no segundo capítulo. Uma descrição mais detalhada da 

metodologia é descrita no APÊNDICE A e a divulgação do trabalho no APÊNDICE B. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Resistência antimicrobiana 

 

 

A inserção de antimicrobianos na prática clínica mudou significativamente a maneira 

como as infecções são combatidas, contribuindo para diminuição nas taxas de morbidade e 

mortalidade da humanidade. A eficácia e confiabilidade dos antimicrobianos foram 

gravemente comprometidas nos últimos anos, devido a disseminação da resistência 

antimicrobiana, (AMR), entre os patógenos [1,2]. Segundo a organização mundial de saúde, 

resistência antimicrobiana é a capacidade de um microrganismo impedir que um 

antimicrobiano seja eficaz contra ele. Dessa forma, tratamentos convencionais se tornam 

ineficazes, as infecções persistem e podem se espalhar [3]. 

A AMR é um processo natural observado desde a descoberta dos primeiros 

antibióticos. Estes medicamentos criam um complexo conjunto de condições ambiente, que 

podem permitir o desenvolvimento de microrganismos resistentes por meio de mecanismos 

adaptativos, como mutações no genoma ou através da seleção de patógenos dentro de uma 

população mais suscetível [4,5]. Contudo, o uso inadequado ou excessivo de antimicrobianos, 

incluindo a utilização desregulada em animais e alimentos [4,6], intensificam a taxa com que 

a resistência antimicrobiana se desenvolve e propaga, tornando extremamente complicado o 

seu controle [7,8]. 

Pacientes infectados por microrganismos resistentes não respondem aos tratamentos 

tradicionais, consequentemente, é necessário maiores tempos de internação e/ou medicações 

alternativas, o que torna o custo terapêutico maior e aumenta as taxas de mortalidade [7,8]. 

Segundo O’Neill [9], em 2014 houve mais de 700 mil mortes ocasionadas por 

microrganismos resistentes, e se ações não forem tomadas, o número de mortes anuais poderá 

chegar a 10 milhões em 2050 (Figura 1). 
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Figura 1 – Número de mortes associadas à AMR, comparado a outras grandes causas [9]. 

 

A resistência antimicrobiana é um dos grandes desafios para a saúde pública [6,10]. 

No qual, dentre os microrganismos, as espécies do gênero Candida são particularmente 

preocupantes pois, são responsáveis por um grande número de infecções [11] e podem 

ocasionar sérios problemas de saúde, incluindo a morte [12,13]. 

 

2.2 Candida albicans 

 

 

Microrganismos do gênero Candida estão presentes na superfície da pele, cavidade 

bucal, tratos gastrointestinais e urogenitais do homem em uma relação de comensalismo. No 

entanto, se houver um desequilíbrio da microbiota ou deficiência do sistema imune do 

hospedeiro, estes fungos podem ocasionar infecções, por isso, são considerados oportunistas 

[14,15]. 

A Candida albicans é considerada a espécie predominante e mais patogênica do 

gênero, sendo responsável pela maioria das infecções nosocomiais que afetam indivíduos 

imunocomprometidos [16,17]. A complexa e dinâmica interação destes microrganismos com 

os tecidos [18], associado à sua capacidade de dimorfismo [19], formação de biofilmes [20] e 

resistência antimicrobiana [21], tornam complicados os tratamentos envolvendo estes 

patógenos. 
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Métodos alternativos têm sido investigados para o combate desses microrganismos, 

entre eles, a inativação fototérmica mediada por nanomateriais [22]. Esta abordagem pode ser 

extremamente efetiva, tendo em vista o enorme potencial e os resultados publicados 

envolvendo outros patógenos [23-26]. Nanotubos de carbono, CNTs, podem exibir vantagens 

comparados a outros nanomateriais [27], como a necessidade de baixas potências para gerar 

altos ganhos de temperatura. 

 

2.3 Nanotubos de carbono 

 

 

A descoberta dos nanotubos de carbono é atribuída ao físico japonês Sumio Iijima 

[28]. Estes materiais são compostos de átomos de carbono arranjados em uma rede tubular 

[29-31]. Sua estrutura pode ser compreendida como uma ou mais camadas de grafite 

(grafeno) enroladas em forma cilíndrica [32]. 

 

 

Figura 2 – Ilustração das estruturas: (a) grafite (em destaque o grafeno), (b) nanotubo de 

carbono de parede simples e (c) nanotubo de carbono de múltiplas paredes [33, 34]. 

 

Dessa forma, os CNTs podem ser classificados em dois tipos principais: (i) nanotubos 

de carbono de parede simples (SWCNTs), e (ii) nanotubos de carbono de múltiplas paredes 

(MWCNTs) [30,31], como ilustrado na Figura 2. Os SWCNTs consistem de apenas uma folha 

de grafite e apresentam um diâmetro típico entre 0,4-2 nm. Enquanto que, os MWCNTs são 

formados por diversas camadas de grafite concêntricas e possuem um diâmetro em torno de 2-

100 nm [35]. 
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As fortes ligações covalente entre átomos de carbono fazem com que os CNTs 

apresentem um dos maiores módulos de elasticidade conhecidos [36]. Estes materiais 

possuem uma grande área superficial [30], são quimicamente inertes à corrosão e 

termicamente estáveis a elevadas temperaturas [37]. Além disso, os CNTs podem ser 

metálicos ou semicondutores conforme a configuração e diâmetro de sua estrutura [38]. Por 

outro lado, a existência de fortes interações de Van der Waals entre CNTs, conduzem a uma 

baixa solubilidade e alta aglomeração, limitando suas aplicações [39,40]. Felizmente, métodos 

físico-químicos têm sido investigados e desenvolvidos para modificar a superfície destes 

materiais. Este processo é conhecido como funcionalização, melhorando consideravelmente a 

capacidade de dispersão, solubilização e biocompatibilidade dos CNTs [29,41]. 

No âmbito biomédico, os CNTs podem ocasionar danos ao DNA e membrana celular, 

induzindo toxicidade através de estresse oxidativo, modificação de atividades mitocondriais, 

síntese de proteínas e alteração de rotas metabólicas intracelulares [41,42]. Por estes motivos, 

CNTs vem sendo investigados no combate de patógenos [43-45]. 

Entretanto, a variabilidade das características dos CNTs, tornam a avaliação de sua 

toxicidade extremamente complexa [42]. A toxicidade de CNTs depende de fatores como: 

comprimento [47], diâmetro [48], funcionalização [46], concentração [43], tempo de contato 

[43], dispersante [43], e forma da célula avaliada [46]. Portanto, para que estes materiais 

sejam amplamente utilizados, inclusive em um ambiente clínico, suas propriedades 

biológicas, comportamento e desempenho precisam ser rigorosamente compreendidas [42]. 

Os principais mecanismos propostos para a atividade antimicrobiana dos nanotubos de 

carbono são: através da penetração, o que provoca danos à parede/membrana celular e 

posteriormente pode resultar no extravasamento de materiais citoplasmáticos; e efeitos devido 

a redes de nanotubos aglomeradas à superfície das células, o que aumenta o estresse celular e 

inibe o crescimento [44,46]. 

 

2.4 Terapia fototérmica 

 

 

A terapia fototérmica, (PTT), fundamenta-se na combinação de agentes fototérmicos 

(PTA) e radiação eletromagnética para promover uma seletiva e minimamente invasiva 

alternativa para o tratamento de câncer via hipertermia [32,49] e inativação de 

microrganismos [23,24,50,51]. 
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A ação fototérmica pode ser compreendida através do esquema apresentado na Figura 

3. No qual, um agente fototérmico absorve fótons e sofre uma transição para um estado 

eletrônico excitado. Em seguida, ocorre a dissipação da energia do PTA excitado via 

decaimento não-radiativo (relaxação dos níveis de energia vibracional), com conversão em 

energia térmica [52], que difunde-se rapidamente para o ambiente externo ao PTA, 

aumentando a temperatura local [27,53]. Esse aumento da temperatura pode ocasionar danos 

celulares, como a desnaturação de proteínas, lise celular, mudanças conformacionais no DNA 

e RNA, aumento do estresse oxidativo, necrose ou apoptose [27,54-56]. 

 

 

Figura 3 – Eventos que conduzem ao efeito fototérmico [52]. 

 

Um agente fototérmico adequado deve absorver fortemente a luz no comprimento de 

onda desejado e apresentar um predominante decaimento não-radiativo, transformando 

rapidamente a energia do fóton absorvido em relaxamento vibracional e energia térmica 

[52,57]. Os CNTs possuem uma alta capacidade de absorver radiação na região do 

infravermelho próximo, (NIR), onde os tecidos biológicos são consideravelmente 

transparentes [58,59], e podem gerar elevadas temperaturas quando expostos a esta radiação 

[27,60]. Além disso, a maior massa e disponibilidade de elétrons por estrutura, fazem com 

que os MWCNTs sejam capazes de absorver mais radiação na região NIR do que os 

SWCNTs [61]. Portanto, estes materiais podem ser mais efetivos em mediar ações 

fototérmicas, que podem ser aplicada no tratamento de câncer [56,61,62] e inativação de 

microrganismos [23,24,26]. 
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2.5 Fractais 

 

 

As estruturas de uma grande variedade de objetos na natureza tais como montanhas, 

nuvens, árvores e rios, e os estudados em laboratório como por exemplo, redes neurais, 

colônias de microrganismos e superfícies rugosas, frequentemente não podem ser descritas 

por conceitos da Geometria Euclidiana, devido à enorme complexidade e irregularidade 

[63,64]. Por exemplo, células nervosas observadas em duas dimensões, não são retas (1D) e 

não cobrem completamente a área bidimensional (2D), seus valores dimensionais estão entre 

1 e 2 [65]. Com o desenvolvimento da Geometria Fractal muitos aspectos do comportamento 

físico dessas estruturas podem ser compreendidos [63]. 

O termo fractal foi introduzido em 1975 por B. B. Mandelbrot para descrever 

estruturas que são invariantes sobre mudanças de escala de observação, ou seja, exibem uma 

perfeita auto-semelhança à diferentes escalas de análise [66-68]. Apesar de ser uma 

idealização teórica, inúmeros objetos apresentam este comportamento, pelo menos à nível 

estatístico e para um limitado intervalo de escalas de investigação [68,69], como ilustrado na 

Figura 4. 

 

 

Figura 4 – Exemplo de fractais: (a) estatístico (real) e (b) determinístico (teórico). Os quadros 

à esquerda mostram as figuras originais. Enquanto, os quadros à direita mostram sucessivas 

ampliações da região central [69]. 

 

Objetos fractais podem ser classificados em duas formas, self-similar e self-affine. Os 

fractais self-similar são isotrópicos, ou seja, suas estruturas são invariantes se o fator de 
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mudança de escala for o mesmo em todas as direções [63,67]. Enquanto que, os fractais self-

affine são anisotrópicos, ou seja, suas estruturas permanecem inalteradas quando o fator de 

mudança de escala se modifica com a direção [63,67]. 

 

2.6 Dimensão fractal 

 

 

Os fractais podem ser caracterizados por um parâmetro chamado de dimensão fractal, 

DF [70]. A DF é uma forma de medir o grau de ocupação no espaço por esses objetos [69,71] 

e assume valores não inteiros aumentando com a complexidade do objeto. Dessa forma, a DF 

é também uma maneira de quantificar a complexidade da forma [68,70]. Portanto, uma 

estrutura fractal apresenta 3 características fundamentais: auto-similaridade - parte de sua 

estrutura é semelhante ao todo; invariância de escala - sua forma não se altera com mudanças 

de escala de observação; e possui uma dimensão não inteira (DF) [70]. 

A análise fractal é extremamente útil para obter informações sobre sistemas dinâmicos 

que modelam fenômenos físicos, uma vez que fornece informações fundamentais para 

previsão de seu comportamento [72]. As aplicações envolvem a área biomédica [73-75], 

sistemas automontados [78,79], assim como estudos de meios porosos [64], solos [80], e 

cristais [81]. Além disso, para o crescimento de colônias de microrganismos [76,77] o uso 

destes fundamentos permite avaliar alterações morfológicas de estruturas, que podem estar 

relacionadas com a patogenicidade [82], contribuindo com o entendimento a respeito do 

processo de inativação celular [77,83]. 

 

2.7 Leis de escala 

 

 

A morfologia de uma superfície arbitrária e como esta evolui no tempo é influenciada 

por um grande número de fatores. No entanto, frequentemente podem ser definidas simples 

relações de escala que capturam os mecanismos essenciais que contribuem para sua formação 

e dinâmica de crescimento [67]. 

Uma superfície pode ser definida como um conjunto de partículas agregadas com 

diferentes alturas [79]. Assim, para caracterizar sua formação é necessário a introdução de 
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duas funções: a altura média da superfície e a rugosidade da interface [67]. A altura média da 

superfície, h , pode ser definida como: 





L

i

tih
L

th
1

),(
1

)(                                                     (1) 

Sendo que h(i, t ) corresponde à altura da coluna i no tempo t, e L é o tamanho da janela 

analisada. Deste modo, se a taxa de crescimento for constante, a altura média aumenta 

linearmente com o tempo: 

tth )(                                                             (2) 

Enquanto que, a rugosidade da interface, W(L, t ), é descrita por flutuações em torno 

da altura média: 

 



L

i

thtih
L

tLW
1

2

)(),(
1

),(                                      (3) 

 

 

Figura 5 – Representação das etapas de crescimento de uma superfície arbitrária [67]. 

 

Em geral, o crescimento de uma superfície pode ser descrito por duas etapas: uma 

inicial com grande variação da rugosidade em função do tempo, seguida de uma estabilização 

ou saturação da rugosidade da interface, onde W(L, t ) ~ Wsat, como ilustrado na Figura 5. 

Dessa forma, o tempo para atingir a saturação é chamado de tempo de crossover ou tempo de 

saturação (tsat). Para tempos menores que tsat, W(L,t ) aumenta como uma potência do tempo: 
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ttLW ),(       para t < t sat                                  (4) 

sendo  o expoente de crescimento, que caracteriza a dependência temporal do processo de 

formação da superfície. 

Quando a observação é feita em tempos superiores ao tsat, existe uma relação entre o 

tamanho da janela analisada (L) e o valor de W(L, t ). Esta relação é expressa pela lei de 

potência: 

                             LLWsat )(       para t > tsat                                (5) 

sendo  o expoente de rugosidade, que caracteriza a interface saturada. Este expoente pode 

ser relacionado com a dimensão fractal da superfície, através da relação: 

 DDF                                                         (6) 

onde D é a dimensão espacial de imersão do objeto fractal (1, 2 ou 3). 

Os valores de  e DF permite distinguir morfologias que exibem similar rugosidade do 

ponto de vista macroscópico, mas são completamente distintas microscopicamente [84,85]. 

Para =1, temos um fractal self-similar e um fractal self-affine para 0<<1, sendo que, 

quanto maior o coeficiente de rugosidade ou a dimensão fractal, mais rugosa é a superfície 

[84,85]. 

 

2.8 Modelos de crescimento 

 

 

As leis de escala podem ser descritas em detalhes microscópicos por modelos teóricos 

discretos ou expandidas em equações estocásticas que levam em conta princípios de simetria 

e conservação [67]. Dessa forma, o comportamento de escala e os respectivos expoentes 

críticos podem ser frequentemente associados a modelos matemáticos, para buscar descrever 

os mecanismos que regem a formação e evolução de interfaces. 

 

2.8.1 Modelo de Eden 

 

 

O modelo de Eden foi introduzido em 1961 para investigação da formação de colônias 

celulares, tais como, culturas de microrganismos e tecidos biológicos [86]. Este modelo 
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propõe que o crescimento ocorra a partir de uma região de nucleação, por exemplo, uma única 

partícula ou linha. Dessa forma, novas partículas são adicionadas e ocuparão regiões vizinhas 

aleatoriamente, com igual probabilidade em todos os sítios da interface [67,87,88]. 

A Figura 6 apresenta um exemplo de aglomerado formado pelo modelo Eden. Este 

exibe uma estrutura compacta, exceto por alguns sítios vazios próximos a borda, e uma 

superfície bastante sinuosa. Os valores dos expoentes de rugosidade e crescimento quando 

D=3 são, ~0,20 [67,87] e ~0,11[90]. 

 

 

Figura 6 – Exemplo de um aglomerado Eden formado a partir de uma linha [89]. 

 

2.8.2 Modelo de Kardar-Parisi-Zhang 

 

 

Em 1986 Kardar, Parisi e Zhang propuseram um modelo para a evolução do perfil de 

crescimento de interfaces [91]. Este propõe que uma superfície cresce como resultado da 

deposição de partículas/células e do relaxamento produzido por um crescimento lateral e 

dessorção. A equação diferencial não linear estocástica que descreve a dinâmica do modelo de 

KPZ é dada por: 

),()(
2

),( 2
*

2 txFhh
t

txh








                                (7) 

O primeiro termo no segundo membro )( 2h  indica a suavização da superfície.   é um 

coeficiente relacionado a tensão de superfície. O termo não linear 2
*

)(
2

h


 se refere ao 

crescimento lateral da interface.   é o número médio de partículas/células depositadas no sítio 

x, e ),( txF  consiste na flutuação aleatória no processo de deposição [6730]. 

Os expoentes de rugosidade e crescimento para D=1, podem ser obtidos 

analiticamente e seus valores são =1/2 e =1/3 [91,92]. Este resultado é idêntico ao obtido 
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pelo modelo de Eden em 1D. Apesar desta correspondência, para maiores dimensões, efeitos 

de borda alteram os valores previstos pela classe KPZ [67]. 

Embora não seja possível a solução analítica da equação KPZ quando D>1, o uso de 

resultados numéricos nos permite obter boas estimativas para os expoentes de rugosidade e 

crescimento [67]. Dessa forma, estudos encontraram em 3D um coeficiente de rugosidade 

variando entre ~0,3 e 0,4 [67,93-96] e um ~0,18 [95]. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

Resistência a antimicrobianos é um dos grandes desafios para a saúde pública [1,2]. 

Quando fungos não respondem aos medicamentos convencionais é preocupante, 

principalmente para pacientes com infecções causadas por Candida, que podem ocasionar 

sérios problemas de saúde e levar à morte [3,4]. Candida albicans é considerada a espécie 

predominante e mais patogênica do gênero, sendo responsável pela maioria das infecções 

nosocomiais que afetam indivíduos imunocomprometidos [5,6]. A complexa interação desses 

microrganismos com os tecidos [7], associado à sua capacidade de dimorfismo [8], formação 

de biofilmes [9] e resistência antimicrobiana [10] tornam os tratamentos mais complicados 

levando a busca por métodos alternativos, entre eles a inativação fototérmica usando 

nanomaterias tais como nanotubos de carbono (CNTs) [11,12]. 

Dependendo de diferentes fatores, como rota de síntese, funcionalidade, tamanho e 

concentração, CNTs podem ocasionar danos ao DNA e membrana celular, induzindo 

toxicidade através de estresse oxidativo, modificação de atividades mitocondriais, síntese de 

proteínas e alteração de rotas metabólicas intracelulares [13,14]. A capacidade de CNTs 

absorverem radiação na região do infravermelho próximo, NIR, enquanto que, os tecidos 

biológicos são relativamente transparentes [15-17], tornam estes materiais candidatos a 

agentes fototérmicos. Na terapia fototérmica (PTT) o decaimento não-radiativo de agentes 

fototérmicos excitados pela radiação eletromagnética, conduz a uma efetiva conversão em 

energia térmica [18,19]. De modo que, a difusão da energia para o ambiente provoca um 

aumento da temperatura local [17,20]. Esse aumento da temperatura pode ocasionar danos 

celulares, como a desnaturação de proteínas, lise celular, mudanças conformacionais no DNA 

e RNA, aumento do estresse oxidativo, necrose ou apoptose [17,21-23], possibilitando a 

utilização destes materiais para tratamento de câncer [23-26] ou inativação de microrganismos 

[11,12,27]. 

Através de análises microscópicas é possível avaliar a inativação fototérmica e obter 

informações importantes a respeito do processo de inativação [28,29] à luz da teoria de 

análise fractal, que descreve a geometria e ocupação espacial de sistemas complexos e 

irregulares [30], tais como as colônias de microrganismos. Os fractais podem ser 

caracterizados por um parâmetro chamado dimensão fractal, DF [31], que corresponde a uma 
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maneira de medir o grau de ocupação no espaço por esses objetos [32,33]. A DF assume 

valores não inteiros e aumenta com a complexidade do objeto analisado [31,34]. 

A análise por conceitos de geometria fractal é extremamente útil para obter 

informações sobre sistemas dinâmicos que modelam fenômenos físicos, uma vez que 

fornecem informações fundamentais para previsão de seu comportamento [35]. A morfologia 

de uma superfície arbitrária e como esta evolui no tempo é influenciada por um grande 

número de fatores. No entanto, frequentemente podem ser definidas simples relações de 

escala que descrevem os mecanismos essenciais que contribuem para sua formação e 

dinâmica de crescimento [30]. 

Uma superfície pode ser definida como um conjunto de partículas agregadas com 

diferentes alturas. Assim, para caracterizar sua formação é necessário a introdução de duas 

funções: a altura média da superfície e a rugosidade da interface [30]. A altura média da 

superfície, h , pode ser definida como: 



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)(                                                     (8) 

Sendo que h(i, t) corresponde à altura da coluna i no tempo t e L é o tamanho da janela 

analisada. Se a taxa de crescimento for constante, a altura média aumenta linearmente com o 

tempo: tth ~)( , enquanto que, a rugosidade da interface, W(L, t), é descrita por flutuações 

em torno da altura média: 
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Em geral, o crescimento de uma superfície pode ser descrito por duas etapas: uma 

inicial com grande variação da rugosidade em função do tempo, seguida de uma estabilização 

ou saturação da rugosidade da interface, onde W(L, t)~Wsat. Dessa forma, o tempo para atingir 

a saturação é chamado de tempo de crossover ou tempo de saturação (tsat). Quando a 

observação é feita em tempos superiores ao tempo de saturação, existe uma relação entre o 

tamanho da janela analisada (L) e o valor de W(L, t). Esta relação é expressa pela lei de 

potência: 

                             LLWsat ~)(       para t > tsat                                        (10) 

sendo  o expoente de rugosidade que caracteriza a interface saturada. Este expoente pode ser 

relacionado com a DF, através da relação: 

 DDF                                                     (11) 
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onde D é a dimensão espacial de imersão do objeto fractal (1, 2 ou 3). 

Leis de escala podem ser descritas em detalhes microscópicos por modelos teóricos 

discretos ou expandidas em equações estocásticas que levam em conta princípios de simetria 

e conservação [30]. O comportamento de escala e os expoentes críticos observados são 

frequentemente comparados a modelos teóricos, para buscar compreender os mecanismos 

responsáveis por sua formação, assim como, prever sua evolução. 

Neste estudo, investigamos a inativação fototérmica de C. albicans, usando CNTs de 

múltiplas paredes (MWCNTs), associado à radiação laser no infravermelho próximo (NIR). 

Esse processo é quantificado pela viabilidade celular de C. albicans e pela variação 

morfológica relacionada ao modo como os microrganismos reagem após irradiação. Para isso, 

utilizamos análise de imagens associada a modelos matemáticos para obtenção de 

informações quantitativas referentes ao processo de inativação. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

MWCNTs funcionalizados com grupos carboxila (-COOH), com diâmetros variando 

de 50 a 80 nm e comprimentos de 10 a 20 μm foram adquiridos da US Research 

Nanomaterials, Inc. (Houston, EUA) e usados como recebidos. A dispersão de MWCNTs foi 

obtida em água purificada em concentrações de 0.25 mg/mL com sonicação por 2 h. A 

dispersão de C. albicans (ATCC 14053) foi obtida de uma colônia isolada da cultura original 

em placa de meio de cultura Agar Sabouraud, incubado por 24 h a 37 oC. Nove miligrama da 

cultura foi dispersa em 10 mL de solução fisiológica (0.9 % NaCl) para obtenção da 

suspensão estoque [36,37]. 

As dispersões foram irradiadas usando um laser pulsado de estado sólido (Nd:YAG) Q-

Smart 850 (Quantel Laser, Les Ulis, França), com comprimento de onda de 1064 nm, 

potência de 8.5 W e fluências de 5, 15, 30 e 50 J/cm² (correspondente ao tempo de irradiação 

de 0.4, 1.2, 2.3 e 3.8 s respectivamente). O tamanho da região irradiada foi 9 mm em diâmetro 

e a saída do feixe laser foi posicionada paralelamente a 30 cm do microtubo com as 

dispersões. Grupos controles de C. albicans, C. albicans irradiada (50 J/cm²) e C. albicans + 

MWCNTs, foram preparados para avaliar a efetividade da associação de MWCNT e a NIR na 

inativação da C. albicans. Para os testes de inativação, 10 μL da suspensão estoque de C. 

albicans e 70 μL da suspensão de MWCNTs foram colocados em um microtubo. Após 5 
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minutos de contato o material foi irradiado e preparado para análise morfológica, e testes de 

viabilidade. Pelo menos 3 medidas foram tomadas e os erros foram determinados como 

desvios padrões. Os grupos foram comparados por análise de variância de medidas repetidas. 

Neste trabalho foi utilizado o ensaio de viabilidade baseado na exclusão do corante 

azul de metileno [38], que atua como um indicador de viabilidade celular. A contagem em 

câmara de Neubauer foi feita com auxílio do microscópio óptico, considerando as células 

coradas de azul como mortas e, as transparentes como viáveis [36]. 

Para análise morfológica, foram preparados filmes com a dispersão de fungos e 

MWCNTs pela técnica casting [39], que envolve o espalhamento do material sobre um 

substrato. O filme é obtido após evaporação do solvente. Todo o procedimento foi realizado 

em capela de fluxo laminar. A morfologia dos filmes foi analisada por microscopia de 

fluorescência (Nikon Eclipse Ci/L, Tokyo, Japan) utilizando o corante laranja de acridina 

como marcador, que fluoresce verde quando as células estão viáveis e vermelho-alaranjado 

quando lesadas [40]. Imagens de microscopia de força atômica (EasyScan II, Nanosurf, 

Liestal, Switzerland) em modo intermitente (512 × 512 pixels) foram adquiridas em uma 

janela de varredura de 10 × 10 m. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Susceptibilidade da C. albicans 

 

 

A Figura 7 mostra a porcentagem de viabilidade de C. albicans em função da fluência. 

Nos grupos controle vemos que a C. albicans é pouco susceptível a irradiação com o laser (50 

J/cm2) sem a presença do MWCNT e apresenta uma pequena diminuição na viabilidade do 

fungo com o MWCNT, mas sem irradiação laser. Embora o simples contato do MWCNT com 

microrganismos possa gerar danos na parede celular [41,42], nosso resultado indica que a 

concentração utilizada, associada ao baixo tempo de contato, não foi suficiente para uma 

diminuição significativa da viabilidade da C. albicans. Este resultado sugere que nessa 

configuração o MWCNT, apresenta baixa toxicidade ao fungo, com resultados semelhantes 

relatados para outros microrganismos [11,12]. Embora a inativação não tenha sido totalmente 

alcançada, a viabilidade celular do fungo foi significantemente reduzida (~ 96 %) com o 
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aumento da fluência aplicada. Vale ressalvar que a C. albicans, assim como outros fungos, 

pode ser mais resistente do que bactérias devido à presença de uma membrana nuclear que 

pode atuar como uma barreira adicional de proteção [43,44]. 
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Figura 7 – Viabilidade celular da dispersão de C. albicans. O grupo controle é composto da 

análise da dispersão de C. albicans; C. albicans irradiada (50 J/cm2); C. albicans + MWCNTs 

(sem irradiar). Os outros resultados são referentes a mistura das dispersões de C. albicans + 

MWCNTs irradiadas com diferentes fluências. Os grupos com resultados significativamente 

diferente entre si, estão indicados no gráfico. 

 

5.2 Análise microscópica 

 

 

A microscopia de fluorescência associada a marcadores adequados dá indicação da 

viabilidade celular. A Figura 8 exibe imagens da dispersão do fungo para os grupos controles 

e irradiados. 
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C. albicans 

 
C. albicans + laser 

 
C. albicans + MWCNTs 

 
5 J/cm2 

 

15 J/cm2 

 
30 J/cm2 

 
50 J/cm2 

Figura 8 – Microscopia de fluorescência das dispersões de C. albicans. A dimensão das 

barras de escala é 50 μm. 

 

A predominante fluorescência esverdeada dos grupos controles, indicam que as células 

fúngicas estão viáveis mesmo com a presença de MWCNT ou da irradiação isoladamente. As 

imagens corroboram os resultados de susceptibilidade apresentados na Figura 7 mostrando 

que, a viabilidade do fungo é reduzida com o aumento da fluência aplicada a dispersão de 

MWCNT + fungo, representada pela fluorescência mais vermelho-alaranjado das imagens. 

A técnica de microscopia de fluorescência é uma ferramenta complementar no estudo 

da viabilidade celular, porém não revela detalhes sobre os danos que podem ocorrer, 

ocasionados pelo processo de irradiação, durante a morte celular. Por outro lado, a 
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microscopia de força atômica (AFM) permite analisar irregularidades na estrutura da célula, 

que podem ser produzidas durante o processo de irradiação [36,39,45]. 
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Figura 9 – Imagens de AFM para C. albicans (grupos controles e irradiados). 

 

A Figura 9 mostra as imagens de AFM em 2D para os grupos controle, das dispersões 

de C. albicans, C. albicans + laser e C. albicans + MWCNTs. Além disso, são apresentadas 

as imagens para os sistemas de C. albicans + MWCNTs irradiados, com diferentes fluências. 

Como esperado, as células fúngicas são aproximadamente esféricas, e após a irradiação, as 
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estruturas apresentam formas irregulares com reentrâncias consistentes com as encontradas 

em investigação de morte celular de C. albicans [37,46,47]. 
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Figura 10 – Perfis de altura obtidos de uma seção transversal das imagens de microscopia de 

força atômica. 

 

Os perfis de altura na Figura 10 revelam que após o processo de irradiação a parede 

celular do fungo parece ter sido rompida, levando a uma diminuição da altura e aumento da 
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rugosidade. Os resultados indicam que a inativação da C. albicans pode ocorrer por danos na 

parede celular gerados pelo efeito fototérmico promovido pelo MWCNT + NIR [20,24]. Em 

resumo, o MWCNT é candidato a agente fototérmico na inativação da C. albicans que deve 

ocorrer devido a danos causados nas paredes celulares. 

 

5.3 Leis de escala dinâmica e conceitos fractais 

 

 

As imagens de AFM (Figura 9) da superfície da C. albicans foram analisadas 

utilizando conceitos fractais e leis de escala [30]. As Figuras 11 e 12 apresentam gráficos do 

Wlog  versus Llog , sendo W  a rugosidade média quadrática da superfície e L  a largura da 

janela de varredura. Na região onde a lei de escala LWsat   é satisfeita, o valor de α pode 

ser obtido pela inclinação da curva e a dimensão fractal, DF, da superfície pode ser calculada 

por:  3DF  [30]. A fractalidade das superfícies relaciona o efeito da variação da 

rugosidade com a janela de observação. 
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Figura 11 – Gráfico log-log da rugosidade, W, em função do tamanho da janela de varredura, 

L, para a superfície de C. albicans + MWCNTs. O detalhe na figura corresponde ao perfil de 

altura, indicando que o comprimento de crossover, Lx, corresponde ao diâmetro médio dos 

fungos. 
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Com comportamento similar para todos os grupos controle, a Figura 11 mostra as 

regiões onde as leis de escala são satisfeitas para a superfície de C. albicans + MWCNT, sem 

irradiação. Há dois regimes de crescimento distintos, delimitados pelo comprimento de 

crossover, Lx [48,49]. O diâmetro médio da C. albicans, observado neste trabalho é de ~ 1 m 

e foi estimado das imagens de AFM por meio do software do programa NanoReport 

(NanoSurf) e corresponde ao valor de Lx. Para comprimentos de escala menores que Lx, a 

análise é feita na superfície de uma única célula fúngica e o expoente de rugosidade é ~ 0.8 

com DF ~ 2 (Tabela 1) que é consistente com uma superfície quase-Euclidiana, associada a 

uma superfície relativamente plana. Este valor é similar ao encontrado por Vicsek para 

colônias de Escherichia coli e Bacillus subtilis [50]. 

 

Tabela 1. Expoentes de rugosidade e dimensões fractais. 

 C. albicans 
C. albicans 

+ laser 

C. albicans 

+ MWCNT 
5 J/cm

2 
15 J/cm

2
 30 J/cm

2
 50 J/cm

2
 

 

L > Lx L < Lx L > Lx L < Lx L > Lx L < Lx  

0.35 

 

0.35 

 

0.37 

 

0.32 0.2 0.77 0.2 0.76 0.2 0.8 

DF 2.8 2.23 2.8 2.24 2.8 2.2 2.65 2.65 2.63 2.69 

* Lx é o comprimento de crossover 

 

Para comprimentos de escala maiores que Lx, a superfície dos fungos é caracterizada 

como um fractal que pode ser descrito pelo modelo de Eden, com  = 0.2. Os resultados 

encontrados para C. albicans no grupo controle, estão em acordo com os encontrados por 

Moreau [51] para descrição de crescimento de colônias de bactérias Xylella fastidiosa. O 

modelo de Eden para investigação da formação de colônias de bactérias e culturas de tecidos 

[30,52] propõe que o crescimento ocorre a partir de uma região de nucleação e novas 

partículas/células ocupam sítios vazios a partir de uma escolha aleatória, com a mesma 

probabilidade de ocupação para todos os sítios da interface. O resultado é uma estrutura 

compacta com superfície bastante sinuosa. Os resultados numéricos para os expoentes de 

rugosidade, quando D = 3, obtidos por simulação computacional é 0.2 [30,53]. Esse modelo 

corresponde a proposta mais simples para crescimento celular, baseada na deposição aleatória 

de partículas/células e no fenômeno de agregação. 
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Os dois regimes de crescimento deixam de existir quando o sistema C. albicans + 

MWCNT é irradiado. O comportamento de todas as superfícies irradiadas são semelhantes ao 

apresentado na Figura 12 que é referente a análise feita para o grupo irradiado com 30 J/cm2. 
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Figura 12 – Gráfico log-log da rugosidade, W, em função do tamanho da janela de varredura, 

L, para a superfície de C. albicans + MWCNTs irradiada com fluência de 30 J/cm2. 

 

As superfícies são fractais self-affine descritos pelo modelo proposto por Kardar-

Parisi-Zhang (KPZ) que prevê o expoente de rugosidade variando entre 0.3 e 0.4 

[30,49,54,55]. O modelo propõe que o crescimento ocorre como resultado da deposição de 

partículas/células e relaxamento da superfície produzida por crescimento lateral e dessorção. 

A equação diferencial estocástica que descreve a dinâmica do modelo de KPZ é dada por: 

),()(
2

),( 2
*

2 txFhh
t

txh








                                     (12) 

O primeiro termo no segundo membro )( 2h  indica a suavização da superfície.   é um 

coeficiente relacionado a tensão de superfície. O termo não linear 2
*

)(
2

h


 se refere ao 
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crescimento lateral da interface.   é o número médio de partículas/células depositadas no sítio 

x, e ),( txF  consiste na flutuação aleatória no processo de deposição [30]. 

Com a irradiação dos sistemas C. albicans + MWCNT, provavelmente ocorre o 

rompimento das paredes celulares e as superfícies dos fungos ficam mais rugosas, alterando o 

comportamento do regime de crescimento, que passa a ser descrito por um único . O padrão 

fractal reflete a auto-organização do microrganismo e o método de análise de imagens pode 

ser aplicado para estudar a relação entre os efeitos de parâmetros exteriores, tais como a 

irradiação e a alteração morfológica. Os modelos matemáticos correspondem a uma 

ferramenta poderosa para diferenciar essas alterações e contribuir com a descrição física da 

formação de biofilmes [56], crescimento de colônias ou inativação de microrganismos [28]. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

 

O MWCNT associado a NIR é eficaz no combate de Candida albicans podendo ser 

utilizado como um agente fototérmico. A microscopia de fluorescência confirma os resultados 

de viabilidade celular da C. albicans, que com a presença do MWCNT + NIR teve redução de 

96%. As imagens e os perfis de altura obtidos por AFM indicam que a morte dos fungos pode 

ter sido ocasionada pela ruptura de suas paredes celulares. Os danos causados nas estruturas 

dos fungos alteram a rugosidade das células e essas alterações foram descritas por parâmetros 

definidos por modelos matemáticos. A análise de imagens por conceitos fractais, leis de 

escala e modelos de crescimento, contribuem para o entendimento de como as células 

fúngicas reagem ao efeito fototérmico gerado pela combinação de MWCNTs + NIR, o que 

pode auxiliar na identificação de novas estratégias e futuras aplicações de CNTs para 

inativação de microrganismos. 
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APÊNDICE A - METODOLOGIA 

 

 

A.1 Cultivo e dispersão de Candida albicans 

 

 

Neste trabalho foi utilizado como modelo de microrganismo o fungo Candida albicans 

da cepa ATCC® 14053. O seu cultivo foi realizado em meio de cultura Agar Sabouraud 

Dextrose (KASVI®). Os procedimentos microbiológicos executados seguiram a metodologia 

padrão [1] e foram realizados em capela de fluxo laminar ESCO® modelo ACB-4A3. A 

vidraria empregada foi limpa, seca e esterilizada em autoclave CRISTÓFOLI® Vitale Plus. O 

crescimento da C. albicans ocorreu em uma estufa de cultura bacteriológica STERILIFER® 

SX 1.0 DTMC à temperatura de 36 ± 1ºC. 

A cultura estoque de C. albicans foi armazenada em água destilada, a temperatura 

ambiente e no escuro. A partir desta, foram preparados repiques (subcultivos) em meio de 

cultura Agar Sabouraud Dextrose à concentração de 65 mg/mL, conforme a indicação do 

fabricante. Os meios de cultura foram esterilizados e armazenados em placas de Petri a 

temperaturas entre 2-5 ºC. A partir das placas de repique e com auxílio de uma alça de níquel-

cromo, foram preparadas suspensões com 9 mg de massa fúngica dispersa em 10 mL de 

solução fisiológica, de acordo com o trabalho de Trescher [2]. 

 

A.2 Nanotubos de carbono 

 

 

Nanotubos de carbono de múltiplas paredes funcionalizados com grupos carboxila (-

COOH), foram adquiridos da US Research Nanomaterials, Inc. (Houston, EUA) e 

empregados como recebidos. Estes materiais apresentam diâmetros entre 50-80 nm, 

comprimentos de 10-20 μm e uma pureza maior que 95%. Os MWCNTs foram fabricados via 

deposição química em fase vapor, (CVD), e possuem 0,49% de COOH. 

A dispersão de MWCNTs foi realizada em água purificada pelo o sistema QUIMIS® 

Q842-210, mediante a sonicação pelo aparelho Unique USC-800A. As suspensões foram 

previamente preparadas em concentrações de 0,25 mg/mL com sonicação por 2 horas e 

armazenadas no escuro a temperaturas entre 2-5 ºC. Instantes antes de sua utilização, as 
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suspensões de MWCNTs foram novamente sonicadas por 10 minutos, para garantir uma boa 

dispersão. 

 

A.3 Investigação da susceptibilidade da C. albicans 

 

 

Para investigar o efeito da combinação de MWCNTs e a irradiação infravermelho 

sobre o fungo C. albicans, foi empregado um laser pulsado de estado sólido (Nd:YAG) 

modelo Q-smart 850 (Quantel Laser, Les Ulis, França), com comprimento de onda de 1064 

nm e potência de 8,5 W (equivalente a 850 mJ de energia por pulso e taxa de repetição de 10 

Hz). 

O procedimento consistiu em colocar 10 μL da suspensão de C. albicans e 70μL da 

suspensão de MWCNTs em um microtubo, fixado paralelamente na direção do feixe do laser 

à 30 cm de distância, como mostrado na Figura A1. Após 5 minutos de contato, o microtubo 

com a suspensão de C. albicans + MWCNTs foi irradiado. Grupos controles de C. albicans, 

C. albicans + laser e C. albicans + MWCNTs sem irradiação, foram preparados para avaliar a 

efetividade da associação de MWCNTs e a irradiação infravermelho no combate de C. 

albicans. Além disso, variou-se a fluência aplicada em 5, 15, 30 e 50 J/cm² (correspondente a 

uma região irradiada de 9 mm em diâmetro e tempo de irradiação de 0,4, 1,2, 2,3 e 3,8 s 

respectivamente) para analisar a influência da dose de energia no processo. 

 

 

Figura A1 – Ilustração do sistema empregado para investigação do efeito fototérmico. 

 

A viabilidade da C. albicans foi avaliada através do método de contagens de colônias 

em câmara de Neubauer [3]. A metodologia consistiu em acrescentar aos microtubos com as 
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suspensões de C. albicans + MWCNTs irradiados, nas diferentes fluências estudadas ou 

grupos controles, 20μL do corante azul de metileno (0,25 mg/mL). O azul de metileno é 

frequentemente utilizado na diferenciação de células vivas e mortas em suspensão. Este 

processo é conhecido como teste de exclusão do corante, pois apenas as células mortas são 

coradas [4]. Assim, após 5 minutos de contato, 10 μL dessas misturas com diluições idênticas 

foram transferidas para uma câmara de Neubauer (Marienfeld, Germany) associada a um 

microscópio óptico, para quantificação da população de microrganismos, considerando as 

células coradas de azul como mortas, e as transparentes como viáveis [5]. A determinação da 

viabilidade foi realizada mediante ao cálculo da equação A1, como no trabalho de Gorza [5]. 

100% 

quadrantenocontadascélulasdetotalnúmero

quadrantenovivascélulasdenúmero
viáveiscélulas     (A1) 

Microscopias de fluorescência combinadas com o corante laranja de acridina foram 

realizadas para complementar as análises de viabilidade celular. O laranja de acridina é capaz 

de penetrar as células, fluorecendo verde quando as células do fungo estão viáveis e 

vermelho-alaranjado quando lesadas [6]. 20 μL das suspensões de C. albicans e MWCNTs 

irradiados, nas diferentes fluências investigadas ou grupos controles, foram depositadas sobre 

lâminas de vidro (36 mm x 14 mm x 1 mm) e acrescentado 10 μL do corante laranja de 

acridina (0,25 mg/mL). Após a secagem em temperatura ambiente, foi realizado a 

microscopia de fluorescência dessas lâminas com um microscópio NIKON® modelo Eclipse 

Ci/L. 

A microscopia de força atômica, AFM, pode revelar informações estruturais, [7,8]. 

Neste trabalho as imagens AFM foram obtidas das lâminas preparadas como descrito 

anteriormente, através do microscópio de força atômica NANOSURF® EasyScan II em modo 

intermitente com resolução de 512 x 512 pixels e em janelas de varredura de 10 μm x 10 μm. 

 

A.4 Processamento de imagens 

 

 

As imagens de microscopia de força atômica obtidas neste trabalho foram processadas 

pelo software NANOSURF® Report v5.1. Este permite que as imagens sejam adequadamente 

tratadas, removendo distorções indesejadas. Dessa forma, após o tratamento, foram obtidos 

perfis de altura de uma seção transversal das imagens AFM, assim como, os parâmetros de 
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rugosidade média quadrática da superfície (conforme a janela de varredura investigada), para 

os diferentes grupos estudados. Os dados obtidos foram analisados por meio de conceitos de 

geometria fractal, leis de escala, e associados a modelos de crescimento. 

 

 

Figura A2 – Ambiente de processamento e análise de imagens Nanosurf Report v5.1. 
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