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RESUMO 

 

 

As infecções causadas por Candida albicans são consideradas um desafio 

importante na área médica. Além dos antifúngicos convencionais apresentarem 

elevada toxicidade, casos de resistência de C. albicans a estes medicamentos 

têm sido descritos com frequência. Devido a estas limitações do uso de 

antifúngicos, a busca por terapias alternativas é alvo crescente de estudos. 

Dentre as novas terapias, o jato de plasma frio destaca-se a como agente eficaz 

frente a cepas de C. albicans, sendo considerada uma alternativa promissora. 

Seu efeito antifúngico é associado à presença de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio liberadas, assim como de íons e fótons. Todavia até o presente 

momento, o exato mecanismo de ação não foi elucidado. Portanto, o objetivo 

deste estudo é prospectar os efeitos do jato de plasma frio sobre C. albicans. 

Perseguindo este objetivo, foram utilizadas duas técnicas complementares às 

técnicas microbiológicas clássicas, a espectroscopia no Infra-vermelho (FT-IR) 

e a microscopia de força atômica (AFM). Suspensões padronizadas da cepa C. 

albicans SC 5314 e 1 cepa clínica foram expostas ao jato de plasma. A seguir, 

foram analisadas por espectroscopia no infra-vermelho (FT-IR) e microscopia 

de força atômica (AFM) para identificar os efeitos do plasma sobre a parede 

celular de C. albicans. Controle negativo (sem exposição) e positivo 

(caspofungina) também foram analisados. Os ensaios foram realizados em 

triplicata em três experimentos independentes e a análise estatística foi realizada 

ao nível de significância de 5 %. As alterações morfológicas e topográficas nas 

células tratadas com plasma foram similares às do grupo tratado com 

caspofungina. O perfil bioquímico das células após tratamento com o plasma foi 

também similar ao das células tratadas com caspofungina. Conclui-se que o 

plasma agiu diretamente sobre as estruturas da parede celular fúngica, mais 

especificamente sobre os polissacarídeos, com provável influencia na redução de 

glucanos e aumento de mananas e quitinas. Esse remodelamento da parede 

celular pode ter correlação com as alterações morfológicas observadas, tais 

como mudança no tamanho da célula e aumento da rugosidade superficial. 

 

 

Palavras-chave: Candida albicans. Jato de plasma. Microscopia de força 

atômica. Espectroscopia no infra-vermelho. 



 

 

Rovetta SM. Cell effects of atmospheric pressure low temperature plasma jet on 

Candida albicans [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State 

University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Infections caused by Candida albicans are considered important challenges in 

the medical area. Besides the high toxicity of conventional antifungals, cases of 

C. albicans resistance have been reported with increasing frequency. Due to 

these limitations of the antifungals, the search for alternative therapies is 

increasing. Among these therapies, cold plasma showed effectiveness against C. 

albicans isolates and is considered a promising alternative. Its antifungal effect 

is associated to the presence of oxygen and nitrogen reactive species, as well as 

ions. Nonetheless, the exact mechanism of action on C. albicans has not yet been 

elucidated. The aim of this study is to investigate the effects of plasma jet on C. 

albicans cell wall. For this purpose, two techniques complementing to classic 

the microbiological methods were used, the infrared spectroscopy (FT-IR) and 

atomic force microscopy (AFM). Standardized suspensions of C. albicans SC 

5314 and 1 clinical isolate was exposed to plasma jet. Samples were analyzed by 

FT-IR and AFM to identifying the effects of plasma on C. albicans. Negative 

control (no exposition) and positive (caspofungin) were also analyzed. The 

experiments will be done in triplicate in three independent experiments and the 

statistical analyzes were done adopting the level of significance of 5%. The 

morphological and topographic alterations in cells treated with plasma were 

similar to the group treated with caspofungin. The biochemical profile of the 

cells after treatment with the plasma jet was also similar to those treated with 

caspofungin. It could be concluded that plasma acted directly on the structures 

of fungal cell wall, more specifically on polysaccharides, influencing the 

reduction of glucans and increased of mannans and chitins. This remodeling of 

cell wall can be correlated with the detected morphological alterations, such as 

changes in cell size and increase in superficial roughness. 

 

 

Keywords: Candida albicans. Plasma jet. Atomic force microscopy. Infrared 

spectroscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Leveduras do gênero Candida podem causar desde lesões superficiais até 

infecções sistêmicas, sendo que as últimas são relacionadas a altas taxas de 

mortalidade (Ahmad et al., 2016; Hasim et al., 2017).  

Por ser um fungo oportunista, a ocorrência dessas infecções é frequente 

em pacientes imunocomprometidos (Ahmad et al., 2016; Hasim et al., 2017). 

Pacientes HIV-positivos (Franco et al., 2017; Jayatilake and Samaranayake, 

2010; Ramos-e-Silva et al., 2012), pacientes transplantados (Kim et al., 2019; 

Machado et al., 2016; Prasad et al., 2019), idosos (Varade, Burkemper, 2013) 

portadores de doenças crônicas, como o diabetes (Machado et al., 2016; de la 

Rosa-García et al., 2013), récem-nascidos (Rodrigues et al., 2019), pacientes em 

tratamento com antibióticos e corticosteroides (Beyer et al., 2019; Cordeiro et 

al., 2019; Havlickova et al., 2008) e pacientes hospitalizados são frequentemente 

acometidos por infecções causadas por C. albicans (Franco et al., 2017; Hasim 

et al., 2017; Kosalec et al., 2017). C. albicans está no ranking dos micro-

organismos mais frequentemente envolvidos em infecções hospitalares (Ahmad 

et al., 2016). 

O número de opções terapêuticas disponíveis é reduzido, já que os 

antifúngicos convencionais apresentam toxicidade elevada (Chudzik, Koselski, 

2015). Além disso, é crescente o relato de cepas resistentes aos antifúngicos 

convencionais (Beyer et al., 2019; Cordeiro et al., 2019), como frente aos azóis 

(Franco et al., 2017; Machado et al., 2016) e à anfotericina B (Ahmad et al., 

2016; Chudzik, 2015). Tendo em vista as limitações dos tratamentos 

convencionais disponíveis atualmente, a busca por novas terapias é alvo 

crescente de pesquisas (Ahmad et al., 2016). 

O jato de plasma frio sob pressão atmosférica tem mostrado efeito 
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promissor no controle micro-organismos de relevância médica (Heaselgrave et 

al., 2016; Mohd Nasir et al., 2016; Nishime et al., 2017; Takeda et al., 2017), 

apresentando efetividade sobre C. albicans ; (Delben et al., 2016; Doria, 2013; 

Handorf et al., 2018, 2019; Nishime et al., 2017; Kostov et al., 2015). 

Recentemente, foi relatado o efeito inibitório do plasma sobre a aderência e 

filamentação de C. albicans (Chiodi Borges et al., 2017). Efeito positivo no 

tratamento de candidose bucal induzida em modelo murino também foi 

recentemente descrito (Borges et al., 2018). 

Sabe-se que o jato de plasma libera espécies reativas tanto de oxigênio 

quanto de nitrogênio, assim como íons e radiação, componentes que são 

responsáveis pelos danos nas estruturas e componentes celulares como parede 

celular, membrana, proteínas e DNA (Doria, 2015; Kostov et al., 2015; Nishime 

et al., 2017). Todavia, o mecanismo de ação do jato de plasma com a célula 

microbiana ainda não está elucidado. O entendimento do mecanismo de ação é 

essencial para o aprimoramento dos protocolos de aplicação clínica da nova 

terapia.  

Portanto, a utilização de técnicas complementares às de microbiologia e 

microscopia clássicas, podem ser uma ferramenta poderosa na elucidação do 

mecanismo de ação do jato de plasma. As técnicas de espectroscopia 

vibracional, tanto a absorção no infravermelho, quanto a Raman, têm sido 

aplicadas na caracterização de micro-organismos, pois são rápidas, de custo 

baixo, fornecem dados quali e quantitativos e geram impressões digitais 

espectroscópicas específicas (região química específica) (Aguiar et al., 2015; 

Taha et al., 2013; Silva, 2010). A espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR), também permite comparar as diferenças 

morfológicas que uma mesma espécie pode apresentar, como o caso do 

dimorfismo em C. albicans (Adt et al., 2006). 

As técnicas microscópicas convencionais, como microscopia óptica e 
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MEV podem apontar alterações morfológicas, porém não é possível saber 

especificamente qual estrutura celular foi a responsável pela mudança 

morfológica. Já a técnica espectroscópica revela em quais regiões químicas da 

estrutura houve alterações, o que agrega informações relevantes na elucidação 

de mecanismos de ação (Silva, 2010). A microscopia de fluorescência também 

se mostra promissora na elucidação de mecanismos de ação, contudo é uma 

técnica ainda de custo muito elevado, devido à utilização de anticorpos 

monoclonais (Hasim et al., 2017). 

Entre as técnicas microscópicas, a microscopia de força atômica (AFM – 

“Atomic Force Microscopy”), destaca-se devido à possibilidade de mensurar 

quantitativamente as alterações morfológicas e topográficas que os micro-

organismos sofrem em relação à exposição aos diferentes tratamentos (Hasim et 

al., 2017; Orasmo et al., 2013). A AFM é uma técnica baseada na força de 

interação entre a amostra e uma ponta fina, com raio nominal na escala de 

nanômetros que fica na extremidade de uma haste (cantilever). A varredura da 

amostra é realizada mantendo um parâmetro constante. Os sinais capturados e 

regulados por um piezoelétrico através dos movimentos de deflexão da haste são 

detectados por um sensor de óptico e convertidos em micrografias, que revelam 

dados quali e quantitativos da topografia analisada, além de imagens em terceira 

dimensão (Francois et al., 2013).  

A utilização da AFM tem sido sugerida para a detecção de alterações 

celulares após o tratamento com antifúngicos. Esta técnica foi importante para 

elucidar o processo de desmascaramento do β-(1,3)-glucano e sua correlação 

com a interação com o sistema imune e geração de resposta (Hasim et al., 2017). 

Ainda, ao utilizar o antifúngico caspofungina, os mesmos autores relataram a 

exposição da camada do monossacarídeo manose que encobre o β-(1,3)-glucano 

(Hasim et al., 2017), levando à superfície da parede celular com maior 

rugosidade em relação ao controle.  



14 

 

A associação entre o AFM e ATR-FTIR foi utilizada com sucesso para a 

avaliação do efeito de concentrações altas e baixas de caspofungina sobre C. 

albicans, fornecendo informações sobre a morfologia, mecânica e composição 

das paredes celulares (Quiles et al., 2017).  

Sabendo-se que células de C. albicans expostas ao jato de plasma 

apresentam alterações estruturais observadas pela microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) (Nishime et al., 2017), os usos da associação entre o FT-IR e 

AFM pode auxiliar na compreensão desse efeito e apontar as principais 

moléculas-alvo na superfície celular fúngica. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo geral do estudo foi prospectar os possíveis mecanismos de 

ação do jato de plasma frio, sob pressão atmosférica sobre cepas (Clínica e 

referência) de C. albicans, analisando seus efeitos sobre a parede celular 

fúngica. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Utilizar as microscopias de força atômica (AFM) e eletrônica de 

varredura (MEV) para avaliar alterações estruturais na parede celular 

fúngica após exposição ao jato de plasma, nos parâmetros efetivos 

previamente determinados; 

b) Utilizar FT-IR para identificar mudanças na composição química da 

parede celular responsáveis por alterações estruturais em células de 

C. albicans expostas ao jato de plasma; 

c) Avaliar, utilizando a associação entre MEV, AFM e FT-IR, os efeitos 

do plasma sobre a parede da célula fúngica em comparação a um 

antifúngico convencional com mecanismo de ação sobre parede 

celular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Jato de Plasma Frio sob Pressão Atmosférica 

 

 

O jato de plasma frio em pressão atmosférica foi gerado dentro de um 

cilindro de quartzo contendo um fio fino (0,45 mm) de Ni-Cr, o qual estava 

conectado a um gerador de alta tensão alternada (Minipuls4 da GBS, Elektronik, 

Dresden, Germany), capaz de gerar sinais com tensões de até 40 kV p-p, com 

frequência de operação entre 5 e 40 kHz. Neste estudo, utilizou-se o gás hélio 

(He) 99,5 % de pureza, com a vazão de 2 l/minuto que foi controlada por um 

controlador de fluxo de massa. A potência utilizada foi a de 1,8 W em modo de 

tensão pulsada (MP), com a frequência de 31 kHz. Nessas condições, o jato de 

plasma possuiu um comprimento de aproximadamente 2,5 cm (Kostov et al., 

2015) e temperatura inferior a 40 °C. 

A distância entre a saída do jato de plasma e a superfície a ser tratada foi 

a de 1,5 cm. O tempo de tratamento foi de 120 segundos. A Figura 1 mostra a 

representação esquemática do tratamento das lâminas de vidro com jato de 

plasma. 
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Figura 1 - Representação esquemática do equipamento gerador do jato de 

plasma frio sob pressão atmosférica 

 

 

Fonte: Adaptado de Kostov et al., 2015. 

 

 

3.2 Cepas e Condições de Crescimento  

 

 

Neste estudo, foi utilizada a cepa de referência de Candida albicans SC 

5314, e a cepa clínica P29, ambas permaneceram armazenadas em caldo 

Sabouraud, com 20% de glicerol, a - 80 oC. 

A utilização da cepa clínica, previamente isolada em estudo anterior 

(Chiodi Borges et al., 2017), foi aprovada pelo Comitê de ética em Pesquisa 

(CAAE: 31787814.1.0000.0077). A cepa foi isolada a partir de paciente com 

candidose bucal sob prótese total.  

Os inóculos utilizados para avaliar os efeitos do jato de plasma sobre 

células leveduriformes foram obtidos a partir de culturas, cultivadas em ágar 
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Sabouraud dextrose (SD), a 37ºC por 24 horas. Essas células foram suspensas 

em solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%). Cada técnica, devido às 

características, experimentais ou do equipamento, necessitou de uma 

concentração celular diferente, como mostra a Tabela 1. 

Os inóculos foram padronizados com o auxílio de um espectrofotômetro 

(λ: 550 nm), com diferentes densidades ópticas (DO) (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1 – Concentrações celulares utilizadas nas diferentes técnicas (λ: 550 

nm) 

 

Técnicas Concentração Densidade Óptica (DO) 

AFM 107 células/ml 0,564 

FTIR/MEV 108 células/ml 1,754 

Plasma/MIC 106 células/ml 0,380 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

3.3 Determinação da concentração inibitória mínima de caspofungina 

frente a C. albicans 

 

 

O ensaio foi realizado em conformidade com a norma (CLSI M-27 A3 

(2008). Os inóculos da cepa referência SC 5314 e da cepa clínica, na 

concentração de 106 UFC/ml foram preparados, segundo descrito no item 3.2. 

Em seguida, foram diluídos em caldo RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute broth 1640) (pH 7,0), obtendo-se uma concentração final de 103 

UFC/ml. 
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A caspofungina foi diluída em RPMI a uma concentração igual a 

32 g/ml, para iniciar a microdiluição com o antifúngico na concentração de 

16 g/ml. Em uma placa de 96 poço foi adicionado aos 12 poços da primeira 

fileira, 100 l caldo RPMI, e subsequentemente, adicionou-se ao primeiro poço 

100 l do fármaco. A partir deste, realizou-se a microdiluição em série até o 10º 

poço (16 g/ml a 0,301 g/ml). Por último, adicionou-se, a todos os poços, 

10 l/ml do inóculo.  

As microplacas foram incubadas, por 24 horas, a 37ºC. A primeira 

leitura foi realizada após 24 horas e a segunda após 48 horas de incubação. Os 

experimentos foram realizados em triplicada em três ocasiões diferentes.  As 

leituras foram realizadas de acordo com o documento M27-A3, considerando 

como concentração inibitória mínima (CIM) onde foi observado 50% de 

inibição de crescimento em relação ao grupo controle. 

Os ensaios foram realizados em triplicata, em três ocasiões diferentes.  

 

 

3.4 Efeito do plasma frio sob pressão atmosférica sobre C. albicans 

 

 

Utilizou-se os inóculos na concentração de 106 UFC/ml das cepas de 

C. albicans anteriormente citadas, e depositou-se sobre as lâminas de vidro, 

gotas 5 l, e após secagem, depositou-se novamente 5 l, até atingir o volume 

de 60°l. Essa deposição foi realizada gradualmente para que, o volume se 

concentrasse em um ponto específico, formando um botão. Subsequentemente 

as lâminas foram transferidas para tubos estéreis contendo 2 ml de caldo RPMI. 

Este grupo foi denominado como controle (apenas o inóculo de C. albicans sem 

tratamento). Ao grupo com tratamento a plasma, utilizou-se o mesmo método de 

deposição do inóculo sobre as lâminas e na sequencia foi realizado, o tratamento 
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com plasma por 120 segundos, sob os parâmetros supracitados no item 3.1 (Jato 

de Plasma Frio sob Pressão Atmosférica). Estas células também foram 

transferidas para os tubos com meio de cultura, e foram incubados por 24 horas. 

Em seguida, realizou-se diluição em série (10-1 até 10-6), e 3 l das diluições de 

10-3 a 10-6 foram plaqueadas pela técnica de Miles e Misra (1931), em ágar 

Saboraud. Para determinação do valor mínimo inibitório de crescimento 

microbiano, realizou-se a contagem de UFC ml-1, após o crescimento por 24 

horas. 

 

 

3.5 Preparo das amostras para as análises microscópicas e espectroscópica 

 

 

Os grupos experimentais foram: I) Teste (exposto ao plasma), II) 

Controle negativo (não exposto ao plasma) e III) Controle positivo 

(caspofungina). 

Após padronização, definiu-se diferentes volumes de inóculos para cada 

uma das técnicas analíticas (Tabela 2), esses inóculos foram depositados sobre 

lâminas de vidro estéreis (1x1 cm), e então expostas ao jato de plasma por 120 

segundos. 

 

 

Tabela 2 – Volume de inóculo utilizado nas diferentes técnicas 

 

Técnicas Volume (l) 

AFM 10 l 

FTIR 60 l 

MEV 20 l 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Para análise bioquímica no FTIR, no modo ATR, para haver uma 

densidade celular adequada de acordo com a capacidade de detecção do 

equipamento sem interferência, foi necessário depositar gotas de 5 em 5 l sobre 

as lâminas de vidro até atingir o volume de 60 l. A cada gota depositada, foi 

necessário esperar que a mesma secasse (5-7 min), para que o líquido não 

escorresse pela lâmina e se concentrasse em um ponto específico, formando um 

botão, como mostrado na Figura 2. 

 

 

Figura 2 - Esquema de preparo das lâminas para análises espectroscópicas 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Para as demais técnicas analíticas, o volume total foi depositado sobre as 

lâminas de uma única vez. 

Para a preparação do grupo controle positivo com o antifúngico 

caspofungina, utilizou-se o 100 l do fármaco na concentração inibitória mínima 

(CIM: 0,0625 g/ml), em contato com 100 l dos inóculos em diferentes 

concentrações, de acordo com a Tabela 1, por 24 horas. Após esse período, 

realizou-se o procedimento de deposição das gotas sobre as lâminas supracitado. 
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em três 

experimentos independentes. 

 

 

3.6 Análise morfológica e topográfica das células de Candida albicans por 

microscopia de força atômica (AFM) 

 

 

As lâminas contendo as suspensões controle e expostas aos tratamentos 

(jato de plasma por 120 segundos e a caspofungina por 24 horas) secaram por 48 

horas, a temperatura de 28°C, dentro do fluxo laminar.  

As análises de morfologia e topografia foram realizadas no microscópio 

de força atômica (Shimadzu, 64 spm9600-j3) do laboratório de caracterização de 

materiais da Faculdade de Engenharia de Guaratinguetá, Universidade Estadual 

Paulista. As micrografias foram obtidas em modo de contato intermitente com 

0,5 Hz de taxa de escaneamento, e com ponta de silício (k = 50 N/m).  

Foram calculados parâmetros de rugosidade aritmética (Ra) e rugosidade 

da média das alturas máximas (Rz) (Figura 3), em uma área de 2,81 x 2,81 µm², 

em 25 células isoladas de cada grupo. Este valor é representativo em relação ao 

comprimento da célula em ambos os eixos, quanto longitudinal quanto 

transversal. 
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Figura 3 -  Cálculo de rugosidade em uma área definida da célula 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Utilizando as linhas de perfil, foram calculada as alturas, comprimento e 

largura de 25 células, e então calculou-se a média e desvio padrão. Dividiu-se a 

célula em dois planos, como demonstrado na Figura 4A, transversal (1) e 

longitudinal (2). 

 

Figura 4 - (A) representação dos planos de divisão da célula e (B) linha de perfil 

do eixo transversal 

 

  
A B 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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3.7 Análise morfológica de Candida albicans por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) 

 

 

As lâminas contendo suspensões controle e expostas aos tratamentos 

(jato de plasma e caspofungina) foram mantidas em uma solução de 

glutaraldeído a 2% por duas horas para fixação das células. Subsequentemente, 

as lâminas foram lavadas em solução salina e expostas a diferentes 

concentrações de solução de etanol (70% e 95%) por 10 minutos em cada uma. 

Por último, as lâminas ficam imersas por 20 minutos na solução de etanol 100%. 

Após estas etapas de desidratação, as lâminas secaram por 24 horas em 

temperatura de 28°C dentro do fluxo laminar.  

Posteriormente, as lâminas foram metalizadas com filme fino de ouro, 

por 40 segundos, em 40mA (Quorum, Q15OR ES) (Nishime et al., 2017). As 

análises morfológicas das células de C. albicans foram obtidas através de 

microscopia eletrônica de varredura em 5kV, em diferentes ampliações 1.000x, 

5.000x, 1.0000x, 25.0000x, 50.000x (MIRA 3, TESCAN).  

 

 

3.8 Análise celular bioquímica por espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR) 

 

 

As lâminas de vidro contendo as suspensões tratadas com plasma e 

caspofungina (controle positivo) e as não tratadas (controle negativo), após a 

deposição em lâmina, permaneceram em repouso dentro do fluxo laminar por 24 

horas, para eliminação de água residual, que poderia interferir nas análises. 

Coletaram-se os dados utilizando o espectrômetro Frontier Perkin Elmer 
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400, do laboratório do Instituto Tecnológico de Aeronáutica (ITA) no modo 

reflexão total atenuada (ATR). 

A varredura foi realizada de 400 a 4000 cm-1, na resolução 6 cm-1. Foram 

realizadas 64 varreduras por ponto amostral, sob essas condições, segundo Adt 

et al. (2006), levando-se 100 segundos para obter um espectro de FT-IR. Os 

espectros foram pré-processados, inicialmente corrigiu-se a linha de base pelo 

software do próprio equipamento (Opus 4.2, Bruker optics), em seguida, no 

software Origin Lab 8.0, normalizou-se vetorialmente os espectros.  

Para reduzir a presença de ruídos sem significância espectroscópica, 

utilizou-se o filtro de suavização de Savitzky-Golay, que é amplamente 

empregada em espectroscopia (Lima, 2015), utilizou-se polinômio de segunda 

ordem com uma janela de 11 pontos espectrais. 

Posteriormente, realizou-se o cálculo de segunda derivada, esta 

ferramenta matemática maximiza pontos onde exista uma 

inclinação/concavidade da função estudada (Lima, 2015), o que permitiu 

analisar isoladamente, e com um nível detalhamento maior, os picos de um 

determinado grupo funcional. 

Pode-se, ainda, efetuar uma análise semiquantitativa dos grupos 

funcionais (polissacarídeos, proteínas e lipídeos), através do ajuste de curva 

(fitting-curve), utilizando o valor calculado da área sob a curva. 

Por fim, realizou-se a média dos 9 espectros obtidos para realização das 

análises qualitativas e cálculo de áreas. 

 

 

3.9 Análise dos Dados 

 

 

Foram analisados estatisticamente os dados obtidos utilizando o software 
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Origin Lab 8.0. Realizaram-se os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e 

Análise de Variância – ANOVA One Way (post hoc Tukey’s Test) com nível de 

significância de 5%.  
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Determinação da concentração inibitória mínima de caspofungina 

frente a C. albicans  

 

 

Após 24 horas de incubação da microplaca, realizou-se uma leitura 

qualitativa (visual) e determinou-se a CIM no poço 9, o qual equivalia à 

concentração do fármaco de 0,0625 g/ml.  Este valor de concentração 

inibitória mínima foi igual para ambas as cepas (referência e clínica). A leitura 

com 48 horas mostrou o mesmo resultado. 

 

 

4.2 Exposição de C. albicans SC 5314 e Cepa Clínica ao Plasma Frio 

 

 

Após contagem do número de colônias (UFC/ml) da cepa referência, 

notou-se que houve uma redução estatística significante no grupo tratado com 

plasma em relação ao grupo controle de 35,5%, o mesmo comportamento foi 

observado na cepa clínica, onde a redução foi de 33,7% (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

Figura 5 - Comparação da redução de UFC/ml de Candida albicans (SC 5314 e 

cepa clínica) após tratamento com plasma  
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Legenda: Gráficos com comparação entre grupo controle e plasma, (*) diferença estatística (p<0,05), 

(**) não houve diferença estatística (p>0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3 Análise morfológica e topográfica das células de Candida albicans por 

microscopia de força atômica (AFM) da cepa referência SC5314 

 

 

A Figura 6 (A-D) mostra micrografias representativas do grupo controle, 

com a presença de células normais e desintumescidas, morfologia circular, e 

algumas das quais apresentam estruturas características de C. albicans como a 

presença de cicatrizes de brotamento, indicada pelas setas vermelhas. 
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Figura 6 - Micrografias de força atômica do grupo controle: A e C) mapa de 

topografia e; B e D) deflexão em 3d nas imagens 

 

 

 
A B 

 

 
C D 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A análise das micrografias de diferentes células do grupo controle 

(Figura 6A a 6D), revelaram que, a maioria das células estavam hígidas, 

confirmaram que as elas são esféricas a ovaladas, e não sugeriram alterações 

morfológicas significativas no seu tamanho quando comparada ao grupos com 

tratamento (plasma e caspofungina) (Figura 7).  

Comparando o grupo controle ao tratado com plasma, observou-se o 

comprimento da célula no eixo longitudinal sem alterações significativas, mas 
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no eixo transversal notou-se uma diminuição de 12%, Esse fenômeno foi ainda 

mais expressivo no grupo tratado com caspofungina, onde a redução foi de 35%. 

O tratamento com caspofungina, afetou também o comprimento no eixo 

longitudinal, onde houve uma redução de 11% comparado ao grupo controle. 

Em relação à altura, utilizando o recurso de análise de perfil (Figura 4B), 

calculou-se uma altura estimada para as células, subtraiu-se os valores entre o 

ponto mais alto e o mais baixo das células, e a Figura 8 mostra que não há 

diferença nas alturas das células comparando intra-grupos os dois eixos, o que 

valida as medições realizadas. 

O grupo controle apresentou-se células mais altas (entumecidas), 

quando comparada aos grupos com tratamentos. Após o tratamento com o 

plasma houve redução estatística significante de 39,3% e 33,1%, nos eixos 

longitudinal e transversal respectivamente. Essas medidas corroboram a 

quantidade significativa de células desintumescidas observadas na Figura 13 (A-

D). O grupo tratado com caspofungina também apresentou redução na altura das 

células em relação ao grupo controle de 37% e 36% nos eixos longitudinal e 

transversal. O interessante, entretanto, é que não houve variação significativa 

nas alturas do grupo exposto ao plasma, quando comparado, ao grupo tratado 

com caspofungina. 
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Figura 7 - Gráfico comparativo dos comprimentos das células de Candida 

albicans nos dois eixos, nos grupos tratados (plasma e caspofungina), em 

relação ao controle 
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Legenda: Gráficos com comparação entre os comprimentos entre os grupos, (*) diferença estatística 

(p<0,05), (**) não houve diferença estatística (p>0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 8 - Gráfico comparativo das alturas das células de Candida albicans nos 

eixos, nos grupos tratados (plasma e caspofungina), em relação ao controle 
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Legenda: Gráficos com comparação intra e entre grupo das alturas nos diferentes eixos, (*) diferença 

estatística (p<0,05), (**) não houve diferença estatística (p>0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Ao avaliar isoladamente algumas células do grupo controle, observou-se 

superfícies pouco irregulares (Figura 9A), com leves ondulações, incluindo uma 

célula desintumescida (Figura 9B). Todavia, após o tratamento com o plasma, as 

superfícies das células apresentaram perceptivelmente irregularidades, com 

aspecto de ondas. 
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Figura 9 - Micrografias em 3d do grupo controle de células isoladas, com 

diferentes morfologias 

 

 
A 

 
B 

Legenda: (A) Célula normal e (B) Célula desintumescida. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Outro achado, que não foi observado no grupo controle, foi a presença 

de pequenos grânulos (Figura 10A), que puderam ser melhor visualizados ao 

utilizar o mapa de deflexão (Figura 10B-D), modo, que permite visualizar 

estruturas de baixo relevo, como pequenos grânulos sobre as superfícies 

celulares.  

Mensurou-se, na análise topográfica, os parâmetros de rugosidade das 

superfícies celulares, e notou-se (Figura 11), que a rugosidade aritmética do 

grupo controle foi menor (99 nm) em relação ao dos demais grupos, assim 

como, a rugosidade Rz (Figura 12), que também se manteve com os valores 

reduzidos em relação aos demais grupos com tratamento (plasma e 

caspofungina). Estes valores corroboram com a análise visual, que demonstrou 

uma superfície mais suavizada em relação aos grupos com tratamento.  
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Figura 10 - Micrografias do grupo tratado por plasma 

 

 
 

A B 

  

C D 

  
E F 

Legenda: A) mapa de topografia; B) deflexão em 3d; C e E) mapa de deflexão e D e F) topografia em 

3d de uma célula isolada. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

De fato, observaram-se irregularidades sobre as superfícies das células 

tratadas com plasma (Figura 13A-D) e com caspofungina (Figura 14B-E). 
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Essas alterações visuais, foram reflexo dos parâmetros de rugosidade 

que aumentaram, o Ra era 99 nm e passou a 138 nm nas células expostas ao 

plasma (Figura 11), e atingiu uma variação 28,2% em relação ao controle. Não 

houve, contudo, diferença estatística do grupo tratado com caspofungina. A 

rugosidade Rz saltou de 255 nm para 303 nm (Figura 12), e apresentou um 

aumento de 15,8% de regiões mais profundas sobre a superfície celular, todavia 

não houve diferença em relação ao grupo tratado com caspofungina. 

 

 

Figura 11 - Comparação da rugosidade aritmética entre os grupos plasma, 

caspofungina e controle 
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Legenda: Gráficos com comparação das rugosidades aritméticas entre os grupos, onde (*) houve 

diferença estatística (p<0,05) e (**) não houve diferença estatística (p>0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 12 - Comparação da rugosidade Rz entre os grupos plasma, caspofungina 

e controle 
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Legenda: Gráficos com comparação das rugosidades Rz entre os grupos, onde (*) houve diferença 

estatística e (**) não houve diferença estatística (p<0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Embora a sobreposição de células no grupo tratado com caspofungina 

seja bem maior do que nos demais grupos, Figura 14A a visualização das 

modificações de superfície, puderam ser observadas com o mapa de deflexão e 

em terceira dimensão (Figura 14B e 14C). As irregularidades na superfície das 

células tratadas com o antifúngico também apresentaram aspecto enrugado, bem 

semelhantes as observadas nas células tratadas com plasma. 
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Figura 13 - Micrografias do grupo tratado por plasma  
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Legenda: A e C) mapa de topografia; B e D) topografia em 3d. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 14 - Micrografias do grupo tratado por caspofungina 
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Legenda: A) mapa topográfico; B) mapa de deflexão; C) topografia em 3d; D e E ampliação em 3d de 

células isoladas. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.4 Análise morfológica de Candida albicans por microscopia de eletrônica 

de varredura (MEV) 

 

 

As micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura (Figura 

15A e 15D) revelaram que as células dos grupos controles (referência e clínica), 

são sutilmente alongadas e após a exposição ao jato de plasma (Figura 15 B e 

15E) e tratamento com caspofungina (Figura 15C e 15F) sofreram alterações 

morfológicas perceptíveis, como o desentumecimento, indicado pelas setas 

vermelhas. 

Observou-se também, sobre a superfície das células da cepa clínica, a 

presença de pequenos grânulos, indicados pelas setas brancas (Figura 15E e 

Figura 16E).  
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Figura 15 - Micrografias obtidas por microscópio eletrônico de varredura, com 

ampliação de 25.000x, da cepa referência e clínica 
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Legenda: A e D) sem tratamento; B e E) plasma e; C e F) caspofungina. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Nas micrografias dos grupos expostos ao plasma (Figura 16B e 16E) e 

tratados com caspofungina (Figura 16C e 16F), observaram-se modificações, 

sobre a superfície das células, como o aparecimento de pequenas ondulações 

circuladas por elipses brancas tracejadas. 
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Figura 16 - Micrografias obtidas por microscópio eletrônico de varredura, com 

ampliação de 50.000x, da cepa referência e clínica 
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Legenda: A e D) sem tratamento; B e E) plasma e; C e F) caspofungina. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.5 Análise celular bioquímica por espectroscopia no infravermelho por 

transformada de Fourier (FT-IR) 

 

 

A análise espectroscópica (Figura 17) revelou uma composição 

bioquímica da parede celular, representada por polissacarídeos na região de 960 

a 1110 cm-1 (retângulo azul), seguida de proteínas na região de 1500 a 1750 cm-1 

(retângulo rosa), precedida pelos lipídeos entre 3280 a 387330 cm-1 (retângulo 

amarelo). A região destacada no retângulo roxo, entre 1200 e 1500 cm-1 é uma 

região denominada como mista, pois diferentes compostos absorvem nesta 

região, como lipídeos, polissacarídeos e proteínas. 

 

 

Figura 17 - Espectro de Candida albicans SC 5314 e cepa clínica na região de 

800 a 3100 cm-1
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Fonte: Elaborado pela autora. 
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Para analisar as diferenças e semelhanças entre os grupos e as cepas, 

ampliou-se a região dos polissacarídeos, e pode-se observar, na Figura 18 que o 

grupo controle (preto) em ambas as cepas apresentou a maior intensidade, na 

banda centralizada em 1043 cm-1, esta está relacionada ao glicogênio e as 

mananas (Adt et al., 2006), todavia observou-se que a intensidade das bandas 

decai proporcionalmente em relação ao controle, nos grupos expostos ao plasma 

(25,6% e 30,5%) e tratados com caspofungina (64,2% e 70,4%), para a cepa 

referência e clínica respectivamente. Independente desta redução, este grupo 

funcional continua como constituinte majoritário das células, como mostra a 

Figura 20 (A e B). As bandas centralizadas em 1186 cm-1 (ésteres) e 1284 cm-1 

(amida III) não apresentaram diferença entre o grupo controle e o plasma. 

 

 

Figura 18 - Espectro de Candida albicans SC 5314 e cepa clínica na região de 

com ampliação da região de absorção dos polissacarídeos (970 a 1170 cm-1) 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Analisou-se também, o espectro de segunda derivada desta região, e 
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observou-se na Figura 19, a presença de seis bandas, relacionadas aos 

polissacarídeos constituintes da parede celular.  

As bandas centralizadas em 1001 cm-1 referente ao ((1→6)glucano) 

(Adt et al., 2006), 1022 cm-1 ((-4)glucano) (Shi et al., 2018) e sofreram uma 

leve redução em suas intensidades em ambas as cepas nos grupos plasma e 

caspofungina. Houve um aumento da intensidade das bandas referentes as 

mananas centralizadas em 978 cm-1 e 1045cm-1 (Adt et al., 2006; Shi et al., 

2018) para os grupos tratados com caspofungina e plasma em relação ao 

controle em ambas as cepas. 

A banda em 1108 cm-1 ((1→3)glucano) e 1079 cm-1 (glicogênio) (Adt 

et al., 2006; Quiles et al., 2017; Shi et al., 2018) do grupo tratado com plasma 

não apresentou modificações na intensidade em relação ao controle, todavia a 

caspofungina apresentou uma leve redução na intensidade nestas duas bandas 

em relação ao grupo controle em ambas as cepas. 

 

Figura 19 - Espectro de segunda derivada de Candida albicans SC 5314 e cepa 

clínica na região de com ampliação da região de absorção dos polissacarídeos 

(970 a 1170 cm-1) 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
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Outra região que apresentou modificações, tanto visuais (Figura 21), 

quanto estatísticas foi a região mista (Figura 20), as soma das áreas das bandas 

centralizadas em 1404 cm-1 e 1454 cm-1 revelaram na cepa referência(SC5314) 

um aumento de 28,1% nesta região no grupo exposto ao plasma e de 78,5% ao 

da caspofungina. Para a cepa clínica, o grupo exposto ao plasma teve a média 

sutilmente superior à do controle, todavia não houve diferença estatística 

significante, e estes dois grupos, foram diferentes da caspofungina, que 

apresentou uma redução na intensidade desta banda. 

 

 

Figura 20 - Gráfico comparativo entre as razões das áreas funcionais  
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Figura 21 - Espectro de Candida albicans SC 5314 e cepa clínica na região de 

com ampliação da região de absorção da região mista e proteica (1360 a 1700 

cm-1). 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

O espectro de segunda derivada (Figura 22), da região mista, revelou 

bandas relacionas a quitina (1356 cm-1, 1368 cm-1 e 1380 cm-1) (Quiles et al., 

2017) com intensidades maiores nos grupos de caspofungina e plasma, quando 

comparados ao controle. 

As bandas em 1404cm-1 (δ sym C(CH3)2) está relacionada a proteínas, 

carboidratos e lipídeos, assim como a banda em1455 cm-1 (δ CH2) à lipídeos 

(Shi et al., 2018) e proteínas, estas bandas apresentaram intensidades, no grupo 

tratado como plasma, superiores ao controle e ao da caspofungina. O mesmo 

comportamento foi observado nas bandas 1412 cm-1 (C-O-H), 1443 cm-1 e 1464 

cm-1(asCN) estão relacionadas a modos vibracionais proteicos (Rich et al., 

2016).  
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Figura 22 - Espectro de segunda derivada de Candida albicans SC 5314 e cepa 

clínica na região de com ampliação da região de absorção dos polissacarídeos 

(1340 a 1490 cm-1) 

 

1340 1360 1380 1400 1420 1440 1460 1480

-8,0x10-7

-4,0x10-7

0,0

4,0x10-7


a

s
(C

N
)


a

s
(C

N
)

C-O-H

δ
 C

H
2q

u
it

in
a

δ sym C(CH3)2

q
u

it
in

a

q
u

it
in

a
1
3
5
6

1
3
8
0

1
4
0
4

1
3
6
8

1
4
6
4

1
4
1
2

1
4
4
3

1
4
5
5

in
te

n
s
id

a
d

e
 s

e
g
u

n
d

a
 d

e
ri
v
a

d
a

 (
u

.a
.)

número de onda (cm-1)

 Controle (5314)

 Plasma (5314)

 Caspofungina (5314)

 Controle (P29)

 Plasma (P29)

 Caspofungina (P29)

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Observou-se na Figura 21, que a cepa referência (SC5314), aumentou a 

intensidade da banda centralizada em 1543 cm-1 (amida II) (Adt et al., 2006) em 

23% no grupo plasma em relação ao controle, e isto aplicou-se também à cepa 

clínica, um aumento de 3%, porém, neste último caso não houve diferença 

estatística. O aumento desta intensidade no grupo plasma, está relacionado as 

bandas de absorção de amida II (1543 cm-1) e quitina (1556 cm-1), como mostra 

o espectro de segunda derivada (Figura 24), estas mesmas bandas, foram as 

responsáveis pela redução da área total da banda, em 9% para a cepa referência 

e 27% para a cepa clínica em relação ao grupo controle. 

A área do segundo pico observado na região de absorção de proteínas 

(Figura 21), centralizado em 1642 cm-1 (amida I) (Adt et al., 2006), foi 

comparada entre os grupos, houve uma redução no grupo plasma em relação ao 
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controle, para a cepa referência (8,7%) e a clínica (8,5%), contudo, esta 

diferença não foi estatisticamente significante. Observou-se uma redução 

significativa para o grupo da caspofungina, de 30% e 40,3% para a cepas 

SC5314 e clínica respectivamente (Figura 23). 

Observou-se que esta redução das áreas nos grupos caspofungina e 

plasma, está relacionada a redução da intensidade de absorção dos picos de 

amida II (1637 cm-1 e 1642-1), como mostra a Figura 24. Ainda na Figura 24, 

observou-se um padrão diferente em um único pico, o da quitina (1560 cm-1), 

onde ouve um aumento da intensidade no grupo plasma em ambas as cepas. 

 

 

Figura 23 - Gráfico comparativo entre as áreas das bandas proteicas nos grupos 

tratados com plasma e caspofungina em relação ao controle não tratado 
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Figura 24 - Espectro de segunda derivada de Candida albicans SC 4314 e cepa 

clínica na região de com ampliação da região de absorção das proteínas (1500 a 

1700 cm-1) 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Observou-se na Figura 25, região de absorção de lipídeos, que as bandas 

2853 cm-1 (sCH2 de lipídeos) e 2926 cm-1 (asCH2 de lipídeos) (Adt et al., 2006) 

tiveram uma redução na intensidade de absorção no grupo plasma e 

caspofungina. Para o grupo plasma, a soma da área das duas bandas, apresentou 

uma redução em relação ao controle, em 47,1% e 49,9% para as cepas referência 

e clínica, e, estatisticamente, estes foram iguais aos grupos da caspofungina. 
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Figura 25 - Espectro de Candida albicans SC 5314 e cepa clínica na região de 

com ampliação da região de absorção dos lipídeos (2800 a 3000 cm-1) 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os estudos preliminares de Borges (2016) e Borges et al. (2017), 

observaram que o jato de plasma com os parâmetros utilizados neste estudo 

mostraram ação sobre células leveduriformes de C. albicans, tanto para a cepa 

referência quanto para a cepa clínica. Todavia, o protocolo de exposição ao jato 

de plasma com lâminas e posterior análise de viabilidade celular foi diferente do 

utilizado anteriormente pelos autores citados. O protocolo teve quer ser alterado, 

devido às especificações e sensibilidade das técnicas analíticas utilizadas (AFM 

e FTIR), para isto, foi necessária a adaptação dos ensaios em lâminas, com 

alíquotas de inóculos em volume e concentrações específicas. Após adaptação 

do experimento, a observação da redução significativa das contagens de côlonia 

entre os grupos controle e tratado com plasma, para ambas as cepas (clínica e 

referência) avaliadas, confirmou o efeito do plasma nessas novas condições e 

permitiu o desenvolvimento das análises microscópicas e bioquímicas. 

Estudos preliminares de diferentes autores (Chiodi Borges et al., 2017; 

Delben et al., 2016; Handorf et al., 2018b; Paw et al., 2017) observaram a ação 

do jato de plasma sobre a viabilidade celular de C. albicans, contudo o 

mecanismo de ação do plasma sobre estas células continua ainda sem 

elucidação. 

Após a exposição ao jato de plasma notou-se, que as células, tiveram 

alterações morfológicas visíveis e mensuráveis, houve uma diminuição no 

comprimento (eixo transversal), assim como nas alturas das células. Handorf et 

al. (2019) também mensuraram o tamanho das células com microscopia de força 

atômica, e visualizaram redução significativa no tamanho das células após, 

tratamento com plasma. 

Handorf et al. (2018a), em um estudo anterior utilizaram AFM, e as 

micrografias demonstraram diferença entre o grupo controle, não tratado em 
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relação ao tratado com plasma, que apresentou células de C. albicans SC 5314 

com danos na integridade da membrana e perda de material intracelular após 

120 s de tratamento, tempo semelhante ao utilizado neste estudo. 

O grupo tratado com caspofungina também teve redução no tamanho 

(eixo longitudinal e transversal) e altura das células. Esta redução do volume 

celular pode estar associada à perda de líquidos, uma vez que, sabe-se que a 

parede celular é responsável pelo controle osmótico da célula, e são os -(1,3)-

glucano, que compõe de 30-60% da parede celular, os responsáveis pela 

manutenção da integridade e força da parede celular (Patil e Majumda, 2017). 

Como o fármaco atua sobre a biossíntese destes, há favorecimento do aumento 

da permeabilidade da parede celular e da ruptura celular devido à pressão 

osmótica (Patil e Majumda, 2017). 

No estudo de Quiles et al. (2017), avaliando a concentração de 

0,06 g/ml-1 de caspofungina, foram observadas alterações morfológicas 

(desintumescimento) e aumento de ondulações sobre a superfície celular. Essas 

alterações foram bem semelhantes as encontradas neste estudo, tanto para o 

grupo tratado com caspofungina quanto para o tratado com plasma. 

A microscopia de força atômica revelou alteração nos parâmetros 

topográficos da superfície celular, onde as células do grupo controle apresentam 

superfícies menos irregulares do que a das células dos grupos com tratamento 

(plasma e caspofungina), onde houve aumento expressivo da rugosidade. 

Segundo El-Kirat-Chatel et al. (2013) a menor rugosidade da superfície celular 

no grupo controle deve-se à presença das manoproteínas na camada externa da 

parede celular fúngica. 

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram observados em estudo 

anterior (Hasim et al., 2017) ao analisar alterações topográficas sobre a 

superfície de células de Candida albicans SC5314 tratadas com caspofungina. 

Após o tratamento com o fármaco, foi observado que a rugosidade quadrática 
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média (RMS) das células tratadas com o antifúngico aumentou 

significativamente em relação às não tratadas. Esses autores atribuíram o 

aumento da rugosidade ao fenômeno de desmascaramento (unmasking) da 

parede celular (Figura 26), que é a remoção ou alteração da camada de 

manoproteínas, expondo a camada de (-(1,3)-glucano), que fica na camada 

interior da parede celular. 

 

 

Figura 26 - Fenômeno de desmascaramento da parede celular 

 

 

Legenda: Representação esquemática da sonda de varredura do microscópio de força atômica sobre a 

superfície da parede celular fúngica: A) parede celular integra e; B) parede celular após o 

desmascaramento, expondo o esqueleto glucano-quitina à detecção da sonda de varredura. 

Fonte: adaptado pela autora de (Hasim et al., 2017). 

 

 

Os resultados deste trabalho são similares aos de Hasim et al. (2017), o 

grupo tratado com caspofungina e plasma apresentaram semelhança estatística, 

houve um aumento da rugosidade em relação ao grupo controle, tanto para o 

parâmetro Ra quanto para o Rz.  

El-Kirat-Chatel et al. (2013) e Formosa et al. (2013) também observaram 

que após a exposição à caspofungina a topografia da célula é afetada com o 

aumento da rugosidade e, assim como, Hasim et al. (2017), eles observaram que 

o aumento da rugosidade é proporcional à perda de elasticidade da célula. 



54 

 

Ainda que as alterações morfológicas e topográficas sofridas pelas 

células tratadas com o plasmas sejam semelhantes às das células tratadas com 

caspofungina, e que, estes dados corroborem os estudos descritos na literatura 

(El-Kirat-Chatel et al., 2013; Formosa et al., 2013; Hasim et al., 2017; Quiles et 

al., 2017), a análise microscópica isolada, não é suficiente para confirmar que o 

alvo celular de ação do plasma é o mesmo que o da caspofungina.  

Diferentes estudos revelaram que após a ação de drogas antifúngicas, há 

modificações morfológicas e topográficas como aumento da rugosidade, em 

células de C. albicans.  

Tøndervik et al. (2014) avaliaram aumento da rugosidade (Ra) após 

tratamento de C. albicans com fluconazol. Kim et al. (2011) observou que após 

a exposição das células fúngicas aos antifúngicos anfotericina e flucitosina, a 

rugosidade das superfícies celulares aumenta ao longo do tempo de exposição ao 

fármaco. A anfotericina apresenta um perfil mais elevado, contudo, após a 

ruptura da membrana celular, a rugosidade é elevada e igual entre os dois 

grupos. Neste estudo as alterações morfológicas encontradas foram diferentes 

entre os fármacos e ajudaram na compreensão do mecanismo de ação destes 

antifúngicos. Masłyk et al. (2019) também observou elevação da rugosidade 

após a ação da anfotericina, estes autores também observaram alterações na 

altura das células utilizando o perfil, para identificar alterações morfológicas, 

assim como foi realizado neste trabalho. 

Estes trabalhos supracitados mostram que, a análise, com o AFM, auxilia 

na compreensão parcial da ação do plasma sobre o fungo. Para determinar um 

alvo celular mais específico, responsável pela ação fungistática observada pelo 

plasma sob 120 segundos de exposição, é necessário a associação com outra 

técnica.  

Sabe que a atua na biossíntese do -(1,3)-glucano (Patil, Majumda, 

2017), e que após a ação do fármaco, a quantidade dos polissacarídeos 
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constituintes da parede celular diminuem (El-Kirat-Chatel et al., 2013; Hasim et 

al., 2017).  

Segundo Formosa et al. (2013), ao utilizar uma concentração de 

caposfungina elevada (3 g/ml), obteve-se uma redução de 50% dos glucanos e 

um aumento de 5 vezes do valor basal de quitina, que é em torno de 1-3% do 

peso seco da parede celular (Ene et al., 2015). Quiles et al. (2017) confirmaram 

a ação do fármaco na redução destes constituintes, assim como o aumento da 

quitina em análise espectroscópica por FTIR. 

Foram investigadas as alterações observadas microscopicamente, ao 

nível bioquímico, com auxílio da técnica espectroscópica de FTIR, e notou-se 

que o plasma alterou o perfil da constituição da parede celular, e apresentou 

alterações bioquímicas similares às apresentadas após à ação da caspofungina.  

Os resultados obtidos neste estudo, foram muito semelhantes aos 

descritos por Quiles et al. (2017) e Formosa et al. (2013), ao avaliar o 

comportamento bioquímico das células após o tratamento com o mesmo 

fármaco. Os autores observaram uma redução significativa na biossíntese de 

polissacarídeos, observou-se o mesmo comportamento, após o tratamento com 

plasma, houve uma redução de 25,6% (cepa referência) e de 30,5% (cepa 

clínica) em relação ao grupo controle, e a redução com o uso da caspofungina, 

foi ainda mais expressivo de 64,2% e 70,4% para a cepa referência e clínica 

respectivamente.  

A análise espectral isolada dos polissacáridos, após os tratamentos 

(plasma e fármaco), revelou uma diminuição das bandas relacionadas aos 

glucanos, assim como descrito por Quiles et al. (2017). Contudo, no estudo de 

Quiles et al. (2017), não há citação de modificação relacionada às mananas. Já o 

presente estudo, observou um aumento na intensidade destas bandas para as 

duas cepas de Candida albicans analisadas. 

Todavia, estudos preliminares (Formosa et al., 2013; Francois et al., 
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2013) avaliaram a ação da caspofungina utilizando outros ensaios bioquímicos, 

e observaram um aumento na expressão da biossíntese de mananas e quitinas 

quando C. albicans é exposta ao tratamento com caspofungina, assim como foi 

observado no presente estudo. 

Na região mista, observou-se que o tratamento com plasma assim como 

com a caspofungina, aumentou significativamente a síntese de quitina em ambas 

as cepas (clínicas e referência) em relação às células não tratadas. 

A região proteica foi a única que apresentou um perfil diferente no grupo 

tratado com o plasma, onde houve um aumento na intensidade da banda em 

relação ao tratado com a caspofungina, que teve uma diminuição da intensidade 

das bandas, inclusive inferior a intensidade das bandas do grupo controle. O 

aumento da síntese proteica pode estar relacionado ao aumento da síntese de 

mananas, uma vez que, proteínas ligam-se e este polissacarídeos formando a 

rede de manoproteínas (Hasim et al., 2017). O aumento proteico pode ainda, 

estar associado a um fenômeno chamado de moonlighting, que seria uma 

localização proteica celular diferente da localização de origem, ou seja, 

proteínas citoplasmáticas, que são expressas na parede celular, com um papel de 

proteção contra as defesas do sistema imunológico, assim como, sobre 

condições ambientais adversas (estresse), todavia o mecanismo de secreção 

destas proteínas ainda é indefinido. Estas proteínas estão relacionadas também a 

fatores de virulência (Karkowska-Kuleta et al., 2019). 

Karkowska-Kuleta et al. (2019) e Serrano-Fujarte et al., (2016) 

descreveram que sobre estresse oxidativo há uma elevação na quantidade de 

secreção desta classe de proteínas denominadas de moonlighting. Alguns autores 

(Medrano-Díaz et al., 2018; Ramírez-Quijas et al., 2015; Serrano-Fujarte et al., 

2016) demonstraram, que sobre condições de estresse oxidativo com presença 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), como é  ambiente é gerado pelo plasma, 

com a presença de ROS (Nastuta et al., 2011; Ryan et al., 2017), poderia ser um 
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dos mecanismo de elevação de proteínas observado nos espectros de FTIR.  

Observou-se no espectro de segunda derivada, que o plasma aumenta a 

intensidade dos picos de quitina na região de proteínas em ambas as cepas, este 

fator também poderia ter contribuído para um aumento da intensidade das 

bandas proteicas.  

O aumento da síntese de quitina, de acordo com Quiles et al. (2017) é 

um mecanismo que ocorre para preservar as células contra as falhas mecânicas 

causadas pela redução dos -glucanos na parede celular, que favorecem à ação 

da pressão osmótica. 

Acredita-se que o aumento da síntese de quitina nas células tratadas com 

plasma, esteja relacionado também à redução dos -glucanos, contudo, outro 

fator pode ter influenciado o aumento da biossíntese, o estresse oxidativo gerado 

pelo plasma nas células (Nastuta et al., 2011; Ryan et al., 2017). Segundo 

Pemmaraju et al. (2016), elevados níveis de quitina criam um potencial de 

resistência mecânica ou de tolerância contra os efeitos deletérios do estresse 

oxidativo. Ao aumentar as taxas de quitina, aumentam-se a força e dureza da 

parede celular, mantendo assim a sua integridade. 

Os lipídeos constituem os menores componentes da parede celular 

fúngica (Herrera-Ruiz et al., 2006; Karkowska-Kuleta et al., 2019), estes 

lipídeos estão disposto no meio da matriz polissacarídica, e observou-se que o 

grupo tratado com plasma apresentou comportamento diferente do controle, 

todavia não observou-se diferença do grupo com caspofungina, o que sugere 

ação semelhante sob essas estruturas.  

As análises por MEV mostraram um comportamento semelhante entre as 

cepas, e associando os dados de FTIR, pode-se dizer que o plasma agiu de forma 

equivalente sobre as células da cepa clínica. 

Associando os dados morfológicos, topográficos e bioquímicos, 

acredita-se que a ação biológica do jato de plasma é sobre a parede celular da 
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Candida albicans, agindo sobre a estrutura polissacarídica, mais 

especificamente sobre os -glucanos. Contudo não é possível afirmar que este 

seja o único alvo das espécies reativas formadas pelo plasma 

Uma vez que se observa, que o plasma apresenta ação antifúngica sobre 

as células de C. albicans, a elucidação do mecanismo de ação é importante, 

principalmente, se o desmacaramento observado, acontecer por modulação 

intracelular, facilitaria a detecção destas células pelo sistema imunológico, já 

que, o mecanismo de ação de reconhecimento celular é mediado através da 

molécula de Dectin-1, uma lectina de sinalização do tipo C, que liga-se ao -

(1,3)-glucano da parede celular (Hasim et al., 2017; Okai et al., 2015). 

Os estudos de Okai et al. (2015) evidenciaram que o mascaramento do -

(1,3)-glucano por mananas inibe a maturação do fagossoma do macrófago. De 

acordo com os resultados observados, com a possível ação sobre os glucanos de 

parede celular, e o conhecimento da importância deste no reconhecimento da 

célula fúngica pelo sistema imunológico, novos questionamentos devem ser 

prospectados, como investigar se o remodelamento estrutural foi consequência 

de um dano direto sobre estas estruturas celulares, ou se houve alguma 

modificação a nível molecular e intracelular que influenciou na redução da 

síntese das estruturas celulares dos glucanos. Sabe-se que a exposição de 

fármacos antifúngicos em células de C. albicans lidera mecanismos de 

remodelamento da estrutura parede celular, que influenciam a expressão dos 

genes de quitina, mananas e glucanos, alterando o proteoma da parede celular 

(Ene et al., 2015, Quijas-Ramírez et al., 2015). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Após análise dos dados, pode-se concluir que o plasma age sobre as 

estruturas da parede celular fúngica, mais especificamente sobre os 

polissacarídeos, influenciando na redução de glucanos e aumento de mananas e 

quitinas. Esse remodelamento da parede celular associado a outros fatores a 

serem estudados causaram alterações morfológicas e topográficas nas células de 

Candida albicans.  
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