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Este estudo tem como objetivo avaliar a ação do corante violeta de genciana, in vitro, sobre Candida albicans, isolado ou como 
fotossensibilizante, em comparação ao azul de metileno na Terapia Fotodinâmica. Foi uma pesquisa experimental com abordagem 
quantitativa. A linhagem de Candida albicans ATCC 1106 foi inoculada obtendo-se um overnight de 1,37x104 UFC/ml. Foram 
adicionados 50µl da suspensão fúngica (overnight) em 18,0ml de caldo Saboraud. A esse conjunto foi adicionado o 0,2ml do corante 
da violeta genciana a 1%, foi plaqueado, esperou-se o tempo de pré-irradiação de 5 minutos e aplicou-se o laser vermelho. A dose 
aplicada foi de 100J/cm², com energia total de 3J, depois foram subcultivadas a 37°C em caldo Saboraud por 1 hora. Após este período, 
uma alíquota de 1,0 ml foi diluída em 9,0ml de solução salina 0,85% esterilizada. 0,1 ml dessa diluição foi plaqueada e semeada em 
ágar saboraud. As placas, em triplicata, foram incubadas em estufa para microrganismos a 37°C, e após 48h foi feita a contagem das 
UFCs/ml. Além da violeta genciana a 1% combinada ao laser, foram analisados os grupos: azul de metileno a 1% associado ao laser, 
azul de metileno a 1%, violeta genciana a 1%, e o laser sem adição de corantes. As análises foram realizadas no software IBM SPSS 
(21.0), utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Mann-Whitney) e o teste de Friedman (Wilcoxon), adotando-se um nível de significância 
de α=5%. Como resultado observou-se que a violeta genciana a 1% associada ao laser tem efeito importante contra Candida albicans 
na terapia fotodinâmica. 
Descritores: Fotoquimioterapia; Candida albicans; Terapia a laser; Violeta de genciana; Azul de metileno. 
 

This study aimed at evaluating the action of the in vitro dye crystal violet on Candida albicans, isolated or as a photosensitizing tool, 
when compared to methylene blue in photodynamic therapy. It was an experimental and quantitative research. The ATCC 1106 
Candida albicans strain was inoculated with an overnight103 UFC/ml. 50µl of the fungal suspension (overnight) were added to 18,0ml 
of Saboraud agar. To this, 0.2ml of the crystal violet dye was added at 1% and plated. A five-minute period of pre-irradiation was 
conceded to the sample, after which the red laser was applied.  The dosage applied was that of 100J/cm², with a total energy of 3J. 
After that, the samples were subcultured in Saboraud agar at 37ºC, for 1 hour. After this period, an aliquot of 1.0 ml was diluted in 9.0 
ml of 0.85% sterilized saline solution. 0.1 ml of the diluted result was plated and cultured in saboraud agar. Three plates were 
incubated in a growth chamber for micro-organisms at 37ºC, and after 48h, the UFCs/ml were counted. In addition to the 1% crystal 
violet with the laser, the following groups were analyzed: 1% methylene blue with laser, 1% methylene blue, 1% crystal violet, and 
the use of the laser with no dying. The analyses were conducted in the IBM SPSS (21.0) software. The Kruskal-Wallis (Mann-Whitney 
U test) was used as well as the Friedman (Wilcoxon) text, with a significance level α=5%.  As a result, the 1% crystal violet in 
conjunction with the laser has an important effect against Candida albicans in the photodynamic therapy. 
Descriptors: Photochemotherapy; Candida albicans; Laser therapy; Gentian violet; Methylene blue. 
 

Este estudio tiene como objetivo evaluar la acción del colorante violeta de genciana, in vitro, sobre Candida albicans, aislado o como 
fotosensibilizante, en comparación al azul de metileno en la Terapia Fotodinámica. Fue una investigación experimental con abordaje 
cuantitativo. El linaje de Candida albicans ATCC 1106 fue inoculado obteniéndose un overnight de 1,37x104 UFC/ml. Fueron agregados 
50µl de la suspensión fúngica (overnight) en 18,0ml de caldo Saboraud. A este conjunto fue agregado el 0,2ml del colorante de la violeta 
genciana a 1%, fue plaqueado, se esperó el tiempo de pre-irradiación de 5 minutos y se aplicó el láser rojo. La dosis aplicada fue de 
100J/cm², con energía total de 3J, después fueron subcultivadas a 37°C en caldo Saboraud por 1 hora. Después de este período, una 
alícuota de 1,0ml fue diluida en 9,0ml de solución salina 0,85% esterilizada. 0,1ml de esta dilución fue plaqueada y plantada en agar 
saboraud. Las placas, en triplicata, fueron incubadas en estufa para microorganismos a 37ºC, y después de 48h fue hecho el conteo de 
las UFCs/ml. Además de la violeta genciana a 1% combinada a láser, fueron analizados los grupos: azul de metileno a 1% asociado al 
láser, azul de metileno a 1%, violeta genciana a 1%, y el láser sin adición de colorantes. Los análisis fueron realizados en el software 
IBM SPSS (21.0), se utilizó el test de Kruskal-Wallis (Mann-Whitney) y el test de Friedman (Wilcoxon), adoptándose un nivel de 
significancia de α=5%. Como resultado se observó que la violeta genciana a 1% asociada al láser tiene efecto importante contra Candida 
albicans en la terapia fotodinámica. 
Descriptores: Fotoquimioterapia; Photochemotherapy; Candida albicans; Terapia a láser; Violeta de genciana; Azul de metileno.  
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INTRODUCÃO 
incidência de infecções fúngicas 
superficiais e profundas tem crescido 
significativamente ao longo dos 

últimos 20 anos.  
 Várias razões são propostas para 
explicar este aumento, incluindo o uso de 
medicamentos antineoplásicos e 
imunossupressores, antibióticos de amplo 
espectro, próteses, enxertos e cirurgias mais 
agressivas1. Com o desenvolvimento da 
medicina, no campo da cirurgia e 
transplantologia, o número de indivíduos 
imunocomprometidos e, consequentemente, 
mais suscetíveis a essas infecções, vem 
crescendo2. 

Micoses invasivas representam uma 
ameaça crescente para a saúde humana 
devido a uma combinação de diagnósticos 
lentos e da existência de poucas drogas 
antifúngicas disponíveis e eficazes3, essa 
combinação pode desencandear  infecções 
sistêmicas e/ou locais mais graves, extensas e 
difíceis de serem tratadas na presença desse 
fungo4,5. 

Candida albicans (CA), um dos mais 
frequentes microrganismos oportunistas da 
microbiota oral, caracteriza-se como a espécie 
mais prevalente responsável por infecções 
das mucosas e pele de pacientes com 
imunidade comprometida com especial 
importância para a saúde humana6-8, por 
provocar micoses superficiais e doença 
sistêmica disseminada9.  

Em decorrência da alta taxa de 
mortalidade pelas infecções invasivas por 
Candida, da disponibilidade limitada de 
agentes antifúngicos eficazes e do aumento da 
resistência a estas drogas disponíveis 
comercialmente, pesquisas são realizadas no 
intuito de se obter alternativas de 
tratamento10,11. Por isso, estudos estão sendo 
realizado na área de Terapia Fotodinâmica 
(TFD), que têm mostrado efeito bactericida e 
fungicida em microrganismos orais, a partir 
da terapia com laser de baixa intensidade 
(TLBI)11-13.  

A TFD foi desenvolvida para combater 
lesões malignas, porém tem sido utilizada com 
sucesso para o tratamento de infecções 
fúngicas, sendo empregada com êxito contra a 

Candida albicans e outras espécies de 
Candida7, reduzindo a possibilidade de a CA 
causar uma infecção sistêmica14 e surgindo 
como uma opção eficaz, a qual desde a 
pesquisa de Raab em 1900, que provou a ação 
do corante acridina com a luz de relâmpagos 
sobre paramécios, encontra-se bem 
fundamentada cientificamente. 

Essa terapia baseia-se no conceito de 
que um corante não tóxico, conhecido como 
fotossensibilizador (FS), costuma localizar-se, 
preferencialmente, em certos tecidos ou 
células, e subsequentemente, é ativado pela 
luz visível, produzindo espécies reativas de 
oxigênio (EROS), as quais podem matar as 
células que se ligam ao FS15-17.  

A multiplicidade de alvos nas células 
(mitocôndrias, lisossomos e núcleos) dos 
fungos reduz o risco de cepas resistentes 
fotomutantes e este risco é minimizado pela 
ausência de efeitos mutagênicos da TFD18, a 
qual pode ser repetida várias vezes, sem 
indução aparente de resistência, já que o DNA 
não é o alvo principal das EROS19.  

O perigo de danos no DNA em fungos é 
reduzido pela presença de uma membrana 
que envolve o núcleo, atuando como uma 
barreira para a penetração de corantes ou 
seus fotoprodutos de alta energia20.  

Diferentes tipos de FSs são propostos na 
TFD. A interação entre o FS, a membrana 
celular e estruturas intracelulares são de 
grande relevância na resposta à TFD. Devido à 
grande diversidade de microrganismos, um FS 
com propriedades físico-químicas distintas 
pode ser requerido21. 

A violeta genciana (VG) é uma mistura 
de corantes triarilmetanos, usada para tingir o 
cabelo, colorir papel ou tecidos, sendo usada 
em laboratórios de microbiologia. Derivada 
do alcatrão de carvão, tem sido amplamente 
utilizada como um produto antisséptico. Sua 
atividade antimicrobiana é reconhecida e 
recomendada para tratamento de 
candidíase22. O mecanismo de ação da VG não 
está relacionado com uma lesão primária da 
membrana citoplasmática sendo 
provavelmente relacionada com a inibição de 
uma via metabólica23.  

A Organização Mundial da Saúde 
recomenda a aplicação tópica de VG em uma 

A 
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concentração de 1% para o tratamento inicial 
de candidíase oral em pacientes infectados 
pelo HIV em contextos de recursos limitados, 
uma vez que o custo do tratamento é baixo e 
bem tolerado24.  

No entanto, devido a suas propriedades 
de coloração da mucosa bucal, a VG não é 
usada atualmente para o tratamento da CA. 
Um estudo para avaliar a segurança e eficácia 
de VG em concentrações diferentes de VG 
mostrou que esse FS na concentração de 
0,00165% não mancha a cavidade oral, é 
estável, bem tolerado, e possui uma potente 
atividade anti-Candida25. Em outra pesquisa23 
realizada, verificou-se que VG apresenta uma 
atividade fungicida para a maioria das 
espécies de Candida, sendo as C. albicans e C. 
tropicalis as espécies mais suscetíveis.  

A VG apresenta potencial de ação para 
tratamento da candidíase oral devido à sua 
atividade antibiofilme e antigerminação. O 
mecanismo de ação do VG não está associado 
à lesão primária na membrana citoplasmática, 
e provavelmente se relaciona à inibição do 
metabolismo celular23.  

É possível que a produção de radicais 
hidroxil/peróxido facilite a penetração de VG 
através da matriz, levando à inibição da 
síntese da parede celular dos fungos. Os 
estudos clínicos para determinar a eficácia da 
VG no tratamento desta doença são 
garantidos26.  

Uma dificuldade, na TFD, é a 
administração dos FSs, os quais provocam 
uma coloração indesejável nos dentes e na 
mucosa bucal10. Porém, estudos in vivo 
demonstraram que a cavidade oral é 
especialmente adequada para a TFD, pois é 
relativamente acessível à aplicação da luz27,28. 
Além disso, o FS é de fácil manuseio7. 

Sabendo dos resultados positivos da 
ação da VG como antifúngico sobre CA, este 
trabalho tem como objetivo avaliar a ação do 
corante violeta de genciana, in vitro, sobre 
Candida albicans, isolado ou como 
fotossensibilizante em comparação ao azul de 
metileno na Terapia Fotodinâmica.  

 
 
 
 

MÉTODO 
Realizou-se um estudo experimental, in vitro, 
no Laboratório de Genética de 
Microrganismos do Departamento de Biologia 
do Centro de Ciências Exatas e da Natureza da 
Universidade Federal da Paraíba (UFPB), na 
cidade de João Pessoa-Pb, no período 
compreendido entre dezembro de 2014 a 
janeiro de 2015. 

Foi utilizada a linhagem de CA ATCC 
1106 (padrão internacional, referência), 
pertencente à coleção de microrganismos do 
Laboratório de Micologia do Departamento de 
Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências da 
Saúde, UFPB. 

Este estudo baseou-se no método 
proposto por Craig; Gudmundson (1991), 
modificado por Pereira et. al, (2014) 15. Para a 
determinação fúngica, a linhagem de Candida 
albicans ATCC 1106 foi inoculada em caldo 
Saboraud e incubada a 37°C por 18-20 horas, 
obtendo-se um overnight de 1,37x104 UFC/ml.  

Foram adicionados 50µl da suspensão 
fúngica (overnight) em 18,0ml de caldo 
Saboraud; a esse conjunto foi adicionado 0,2 
ml do corante AM a 1% ou a VG a 1%. Em 
seguida este conjunto foi levado ao vórtex, e 
depois, plaqueado. Esperou-se o tempo de 
pré-irradiação (TPI) de cinco minutos e 
aplicou-se o laser. A dose aplicada foi de 
100J/cm², com energia total de 3J, potência de 
100mW, numa distância de 1,0 cm por ponto 
em toda extensão da placa de petri, com a 
ponta a 1,0 cm de altura da placa. Depois 
foram subcultivadas a 37°C em caldo 
Saboraud por 1 hora.  

Após esse período, uma alíquota de 1ml 
foi diluída, convenientemente, em 9ml de 
solução salina 0,85%, esterilizada e levada 
para o vórtex. Em seguida, 0,1 ml desse 
subcultivo foi plaqueado e semeado em ágar 
saboraud.  

As placas foram incubadas em estufa de 
crescimento de microrganismos a 37°C. A 
contagem de células viáveis, neste tubo, foi 
determinada e designada como o tempo 0 
para a determinação do efeito pós-
antimicrobiano. O recrescimento da cultura 
foi monitorado por um período de 0, 24 e 48 
horas, pelo método padrão de contagem em 
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placas. A leitura das placas foi efetuada após 
incubação por 48 horas, a 37° C.  

Os experimentos foram realizados em 
triplicata. Os resultados da contagem de 
células viáveis (UFC/ ml) da cultura tratada 
foram descritos na Tabela 1. 

A sequência foi respeitada na 
manipulação e determinação do efeito 
fungicida e na contagem das UFCs — com 
exceção do TPI, que não foi necessário, para os 
grupos dos corantes AM a 1% e VG a 1% sem 
uso do laser, para o grupo controle e para o 
grupo do laser sem FS. 

 
Figura 1. Esquema do passo a passo da metodologia. Segundo Pereira15, 2014. 

 
 

 
Foi empregado o Laser vermelho 

semicondutor (GaA1As e InGaAlP), aparelho 
laser DUO MMOPTICS São Carlos, SP, Brasil, 
com comprimento de onda (λ) de 660 nm, a 
potência do aparelho foi de 100 mW, a dose 
aplicada foi de 100J/cm², com energia total de 
3J, numa distância de 1 cm por ponto em toda 
extensão da placa de petri, com a ponta do 
spot a 1cm de altura da placa, a emissão do 
laser foi contínua, com o modo de operação 
pontual.  

Essas especificações foram indicadas 
pelo fabricante do aparelho no caso de terapia 
fotodinâmica sem fibra óptica. As placas de 
petri selecionadas para o uso do FS + laser 
esperaram o tempo de pré-irradiação de 5 
minutos.  

Realizou-se o teste de normalidade 
(Shapiro-Wilk) para verificar a distribuição 
dos dados, onde se observou que, para todos 
os grupos, a distribuição da contagem de UFCs 
foi não-normal (p<0,05). Na comparação das 

médias de UFCs entre os grupos, nos mesmos 
períodos de tempo, realizou-se o teste de 
Kruskal-Wallis, e na comparação entre os 
grupos, dois a dois, realizou-se o teste de 
Mann-Whitney.  

Já para a comparação da contagem de 
UFCs dentro dos grupos, nos diferentes 
períodos de tempo, utilizou-se o teste de 
Friedman, sendo as diferenças identificadas 
mediante o teste de Wilcoxon. Para todas as 
análises adotou-se um nível de significância 

As análises foram realizadas no 
software estatístico IBM SPSS (21.0).  

 
RESULTADOS 
Na referida pesquisa, quando se utilizou a VG 
a 1% associado ao laser, foi realizada a TFD, e 
observou-se que na 0h houve uma diminuição 
nas UFCs, porém nas 24h e 48h não houve 
formação de colônias, o que pode ser 
observado na Tabela 1. 

18,Oml 

SABOURAUD 

BROTH + 50µ 

OVERNIGHT 

0,2ml  DYE 

1ml FUNGAL 

SUSPENSION 

+ 9ml SALINE 

SOLUTION 

0,85% 

1h GROWTH 

CHAMBER D
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U
T

E
 

0,1ml 
SABOURAUD 

AGAR 

GROWTH 

CHAMBER 

48h 

 

CFUs 
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Ao se pesquisar apenas a VG a 1%, foi 
observado que, na 0h, houve uma redução nas 
UFCs, e nas 24h e 48h não houve formação de 
colônias (Tabela 1). 

Quando se pesquisou o AM a 1% 
combinado com o laser, ou seja, foi efetivada a 
TFD, constatou-se que na 0h houve uma 
redução das UFCs, e nas 24h e 48h não houve 
o desenvolvimento de UFCs (Tabela 1). 

No grupo do AM a 1% isolado foi 
registrado que a 0h, 24h e 48h houve um 
aumento gradativo na formação das UFCs 
(Tabela 1). 

 No grupo em que apenas o laser foi 
utilizado, houve uma diminuição das UFCs na 
0h, e nas 24h e 48h não houve produção 
dessas colônias (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Valores médios para as Unidades Formadoras de Colônia (UFCs) obtidas para o grupo 
controle e para os grupos tratados com Laser, Violeta, Laser + Violeta, Azul de metileno e Laser 
+ Azul de metileno, nos tempos “0h”, “24h” e “48h”. João Pessoa, PB. 2015.  

 Grupo 
Tempo Controle Laser Violeta Laser + 

Violeta 
Azul de 

metileno 
Laser + 
Azul de 

metileno 
0h 3,43 X 10³ A 

a 
6,10 x 10² A 

b 
2,04 x 10³ 

A c 
1,95 x 10³ 

A c 
4,9 x 10³ A d 1,73 x 10³ 

A c 
24h 1,53 x 106  B 

a 
0 B b 0 B b 0 B b 1,64 x 106 B 

a 
0 B b 

48h 2,45 x 108 C a 0 B b 0 B b 0 B b 1,37 x 107 C 

c 
0 B b 

Valores expressos em UFC/ml. Letras maiúsculas iguais em colunas e minúsculas iguais em linhas indicam não haver diferenças 
estatisticamente significantes (p> 0,05) entre os grupos. Teste de Kruskal-Wallis. Teste de Friedman.  

 
DISCUSSÃO 
A resistência de microrganismos aos 
medicamentos utilizados para tratar 
infecções10,11,18,21 causa sérios danos em 
pacientes imunocomprometidos e 
debilitados3,6,29,30, podendo aumentar as 
infecções sanguineas31 e elevar a morbidade e 
a mortalidade. Estudos em busca de uma 
terapia que proporcione a cura sem causar 
resistência vêm crescendo na atualidade, 
surgindo, desta forma, a TFD. 

Por reduzir a habilidade de a Candida 
albicans causar uma infecção sistêmica14,24 a 
TFD tem sido considerada um tratamento 
alternativo promissor para infecções 
localizadas7,11,28. 

É comum usuários de prótese 
apresentarem candidíase, uma infecção 
oportunista multifatorial, decorrente da ação 
patogênica do fungo CA, sendo considerada a 
doença de maior prevalência na mucosa oral 
3,29,32,33. Apesar das orientações quanto à 
higiene e a recomendação do uso de 
antifúngicos, observa-se frequente 
recorrência dessa infecção34. 

A VG é um tradicional fungicida agente 
utilizado para o tratamento de candidíase 22,35, 
é muito comum o seu uso em crianças e 
idosos, além de pacientes portadores de vírus 
HIV. 

Ao se associar, nesta pesquisa, a VG a 1% 
com o laser vermelho (660nm), foi constatado 
que houve uma redução, nas primeiras horas, 
de colônias formadas, e, no decorrer das 
horas, não foi verificada a presença de UFCs. 
Um estudo36 em célula de adenosarcoma, in 
vitro, utilizou a VG a 1% associada ao laser 
Nd:YAG, com resultado satisfatório. Nesta 
mesma pesquisa36, o pesquisador também 
utilizou o AM a 1% com o laser Nd:YAG, com 
resultados satisfatórios. 

No estudo aqui apresentado, ao se 
utilizar a VG a 1%, sem a TFD, foi observado 
que na 0h houve uma diminuição das UFCs, e 
nas 24h e 48h não houve formação de 
colônias.  

Uma pesquisa testou concentrações 
menores do FS. A VG a 4µg/ml (0,0004%), 
reduziu a massa de biofilmes em pacientes 
com o vírus HIV, porém ele verificou que 
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quanto maior a concentração da VG, melhores 
são os resultados obtidos26.  

Outro estudo25 que também testou em 
pacientes com HIV a concentração da VG que 
fazia diferença no tratamento da CA, com uso 
de concentrações variadas, mostrou que a 
concentração de 0,00165%, a mais baixa 
testada por ele, revelou-se estável, bem 
tolerada, não manchou a mucosa oral e 
possuiu potente ação contra a CA. Apesar de 
esses dois últimos estudos terem um 
resultado bom com concentrações mais 
baixas da VG, visto que buscavam tratar 
pacientes sem trazer o desconforto de corar a 
boca, ainda houve formação de UFCs. 

Ao ser testado o corante AM a 1% com o 
laser, foi analisado que ele, gradativamente, 
com o tempo, diminuiu as UFCs, ou seja, tem 
ação antifúngica. Outra investigação36 utilizou 
concentrações mais baixas do corante AM, e 
quase todas reduziram as UFCs, mas as 
concentrações do AM a 0,045% e 0,05% foram 
as únicas que obtiveram resultados 
semelhantes a este estudo, não havendo 
crescimento de colônias.  

Corroborando esta pesquisa, há um 
consenso de que o AM pode ser utilizado com 
excelentes resultados6,13,38,39. Deve-se ter 
precaução ao se determinar as concentrações 
dos FSs, pois uma concentração mais alta faz-
se necessária para uma eficácia maior da TFD, 
porém, concentrações muito altas tendem a 
não ser absorvidas pelos fungos, dificultando 
a ação da TFD3,14. 

Ao se utilizar o AM a 1% sem o laser, foi 
possível observar um aumento do número de 
CAs. Ainda que tenha ocorrido redução, ela 
não foi significativa, e não é viável o uso do AM 
sem a TFD40. 

No presente estudo, constatou-se que o 
laser sem FS é fatal para o microrganismo. 
Corroborando esses resultados está outra 

pesquisa12 in vivo, que comparou o uso do 
laser de comprimento de onda de 685nm e 
830nm, com o uso de gel oral antifúngico 
(myconazolum), associado a uma solução 
antisséptica para a prótese. 

Tal pesquisa12 mostrou que não há 
condiçoes de concluir se o efeito fungicida foi 
alcançado devido ao efeito da bioestimulçaõ a 
do LBI, ou devido a efeitos fototérmico ou 

fotodinâmico relacionados com cromóforos 
endógenos presentes nos fungos. Indo de 
encontro a esses achados outro estudo40 não 
apresentou redução para a CA e sim para a 
Candida tropicalis ao usar apenas o laser sobre 
esses fungos. 
 
CONCLUSÃO 
Os resultados in vitro indicam que a TFD 
associada à VG a 1% pode ser utilizada no 
tratamento de infecções causadas pela CA, 
mas existe a necessidade de se realizar 
pesquisas em humanos, visto que pode haver 
alteração desses resultados in vivo, para 
comprovar a eficácia desse corante na TFD. 
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