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Leite LDP. Atividade antifungica da associagdo entre plasma frio em presséo
atmosferica e antifungicos poliénicos convencionais sobre biofilmes de Candida
albicans. Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

A crescente incidéncia da resisténcia as drogas antifangicas tornou-se um grande
desafio para areas médica e odontoldgica, fazendo com que a busca por métodos
de tratamento alternativos ou em combinacdo com as ja utilizadas sejam
urgentemente necessarias. O objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos da
associacdo entre o plasma frio em pressao atmosférica e antifungicos poliénicos
convencionais utilizados no tratamento topico da candidose bucal. Para tanto,
foram realizados: a) Determinacao das concentracdes inibitdrias dos antifingicos
poliénicos nistatina e anfotericina B e do plasma frio em pressao atmosférica
sobre biofilmes de C. albicans; b) Avaliacdo do efeito dos tratamentos isolados
e associados em condic¢des/concentracdes sub-inibitdrias para fins de comparagéo
e ¢) Avaliacdo dos diferentes protocolos de aplicacdo dos tratamentos, visando a
obtencdo da condicdo experimental mais eficaz para o controle do biofilme
fangico. Os dados de unidades formadoras de colonia foram comparados
estatisticamente entre os grupos por One-way ANOVA e post hoc Tukey, com
nivel de significancia de 5%. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que
0 jato de plasma apresentou efeito antifungico similar quando aplicado
isoladamente ou em associa¢do com nistatina e anfotericina B. Ainda, foi possivel
concluir que o jato de plasma frio apresenta efeito antifingico mais eficaz do que
os tratamentos dos biofilmes utilizando nistatina e anfotericina B no tempo de 5
minutos.

Palavras-chave: Candida albicans. Candidose. Antifungicos. Plasma frio.



Leite LDP. Antifungal activity of the association between atmospheric pressure
cold plasma and conventional polyene antifungals on biofilms of Candida
albicans. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2020.

ABSTRACT

The increasing incidence of antifungal resistance represents a great challenge in
the medical areas and Dentistry. For this reason, the search for alternative
methods or combination with the conventional ones is urgently necessary. The
aim of this project is to evaluate, the effects of association between atmospheric
pressure cold plasma and conventional polyene antifungals used for the treatment
of oral candidiasis will be studied. With this purpose, the following methodologies
were be used: a) To determine the inhibitory concentrations of the polyene
antifungals nystatin and amphotericin B and cold plasma on C. albicans biofilms,
b) To evaluate the combination of treatments in subinhibitory conditions,
including isolated treatments for comparison purposes and c) To evaluate
different protocols of treatment application, aiming to obtain the most effective
protocol against fungal biofilm. Data was compared by One-way ANOVA and
post hoc Tukey, with a significance level of 5%. Considering the results, it could
be concluded that cold plasma showed similar effects when applied alone or in
association to nystatin and amphotericin B. Cold plasma showed more effective
antifungal effect on biofilms when compared to nystatin and amphotericin B, after
5 min exposure.

Keywords: Candida albicans. Candidosis. Antifungal. Cold plasma.




1 INTRODUCAO

A incidéncia das infec¢des fungicas tem aumentado significativamente
nas Ultimas décadas e atualmente tem sido considerada uma importante causa de
mortalidade em todo o mundo (Mount et al., 2018). Grande parte das infeccdes é
causada por espécies do género Candida, principalmente Candida albicans. Esses
fungos existem como micro-organismos comensais na microbiota da cavidade
bucal, na pele, assim como no trato gastrointestinal e urogenital de animais de
sangue quente e na maioria dos seres humanos (Thomas et al., 2017). Do total de
200 espécies que compdem o género Candida, apenas 20 estdo associadas com
doencgas em humanos (Akpan, Morgan, 2002; Williams et al., 2013).

Na presenca de fatores predisponentes, esses fungos podem causar
infeccdes que podem variar desde doencas muco-cutaneas superficiais até
processos invasivos sistémicos (Pappas et al., 2009). Os fatores predisponentes
sistémicos mais comuns relatados sdo: uso de antibidticos de amplo espectro ou
agentes imunossupressores, transplantes, uso prolongado de cateteres e condicdes
como diabetes, desnutricdo severa em criangas e Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (Lalla et al., 2013; Patil et al., 2015). No caso da candidose
bucal, os fatores de risco estdo relacionados as causas endogenas (extremos de
idade, gravidez, pacientes imunocomprometidos, diabetes mellitus, xerostomia e
deficiéncias vitaminicas) e causas exdgenas (desnutri¢do, tabagismo, uso de
préteses orais inadequadas, radioterapia localizada e quimioterapia) (Ferreira et
al., 2017).

As infecgOes fungicas locais geralmente envolvem a pele, boca ou vagina
e podem ocorrer em hospedeiros controle ou que apresentem alguns dos fatores
de riscos anteriormente citados. No que se refere a C. albicans, as infec¢Ges bucais

sdo extremamente comuns em pacientes imunocomprometidos (por exemplo,
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pacientes HIV positivos). Em contraste, infecgOes vaginais podem ocorrer em
individuos sem qualquer evidéncia de imunocomprometimento (Kaplan et al.,
2009). As infecges sistémicas afetam principalmente pacientes hospitalizados e,
em muitas vezes, com risco de 6bito (Perlroth et al., 2007; Jacobsen et al., 2012).
O género Candida tem sido relatado como o quarto grupo de micro-organismos
mais comumente isolados em casos de infeccdes sistémicas (Pfaller, Diekema,
2010).

Taxonomicamente, o género Candida pertence a classe Blastomycetes,
ordem Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae (Gow, Yadav, 2017,
Wilson, 2019). Uma caracteristica das espécies desse género € o polimorfismo,
ou seja, pode se apresentar na forma de leveduras (blastoconidios) ou filamentos
(hifas verdadeiras e pseudo-hifas). Como consequéncia, as especies do género
Candida podem diferir significativamente em termos de bioguimica, morfologia,
composicao genetica e, principalmente, sua capacidade de causar infecgdes em
humanos (Williams et al., 2013).

Candida albicans expressa varios fatores de viruléncia que s&o
responsaveis pela sua patogenicidade. Esses fatores incluem presenca de
biomoléculas de reconhecimento (adesinas), morfogénese (transicdo entre
morfologia leveduriforme e hifal) e secrecdo de proteases e fosfolipases
(Calderone, Fonzi, 2001).

O diagndstico de candidose bucal inclui a identificacdo de sinais e
sintomas clinicos, presenca de leveduras do género Candida ao exame direto da
lesdo ou biopsia, mostrando hifas penetrando o epitélio, cultura microbiologica
positiva e testes soroldgicos (Ellepola, Morrison, 2005; Patil et al., 2015).

A escolha da terapia antifingica depende da natureza da lesdo e do estado
imunoldgico do paciente. Existem trés alvos principais de acdo das drogas
antifungicas frente a C. albicans: a membrana celular, a parede celular e os acidos

nucléicos (Cannon et al., 2007; Patil et al., 2015). Em relacdo a via de



administracdo, os medicamentos podem ser de uso topico, aplicados diretamente
na area da lesdo, por via oral ou intravenosa, levando a acao sistémica (Cuesta et
al., 2014).

O tratamento antifungico da candidose oral pode ser realizado
topicamente ou sistemicamente, sendo que as formulagbes topicas orais sdo as
mais utilizadas. Os medicamentos de uso tépico sdo aplicados na leséo e tratam
infeccdes superficiais ja os medicamentos sistémicos sdo prescritos quando a
infeccdo € disseminada, ndo sendo suficiente o uso da terapia topica. Os
antifangicos tépicos tém poucos efeitos adversos, porque sua absorcdo é muito
limitada, néo interagindo de forma significativa com outros medicamentos que o
paciente possa estar recebendo (Quindds et al., 2018). No entanto, o sabor
desagradavel dos medicamentos e duracdo prolongada do tratamento s&o
limitantes a aderéncia do paciente ao protocolo terapéutico. A crescente de
resisténcia aos antifungicos convencionais também é considerada um grande
desafio (Goins et al., 2002; Kolb et al., 2008; Mohr et al., 2008; Pappas et al.,
2009; Verki et al., 2016; Perlin et al., 2017).

Os farmacos de escolha para o tratamento da candidose bucal tém sido a
nistatina em doses de 100.000 Ul/ml, administrada por via tépica e a anfotericina
B a 50 mg administrada por via sisttmica (Garcia-Cuesta et al., 2016). A nistatina
foi o primeiro agente antifungico relatado e esta disponivel em cremes topicos e
enxaguatorios bucais para tratamento de candidose cutanea e mucocutanea
(Onyewu, Heitman, 2007; Rodrigues, 2014).

Por sua vez, a anfotericina B exibe atividade antifingica de amplo
espectro contra uma variedade de fungos patogénicos (Onyewu, Heitman, 2007;
Rodrigues, 2014). Atualmente, a formulacdo tdépica de anfotericina B esta
disponivel em alguns paises (Quindos et al., 2019). A Infectious Diseases Society

of America- IDSA, recomendou a suspensao oral de desoxicolato de anfotericina
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B como alternativa para candidose bucal refrataria ao fluconazol (Pappas et al.,
2016).

A eficécia do tratamento antifingico topico depende da penetracdo dos
medicamentos administrados na pele. A baixa solubilidade da anfotericina B é
uma das limitagdes mais importantes para o desenvolvimento de novas
formulac6es principalmente para uso topico (Torrado et al., 2008; Lopez et al.,
2018). Estudos que buscam o desenvolvimento de novas formulagbes de
anfotericina B para aplicacdo tdpica, tem como foco principalmente a
incorporacdo de substancias que possam causar 0 aprisionamento de
medicamentos pouco soluveis em agua, atuando como carreadores e melhorando
sua permeabilidade (Butani et al., 2016; Sosa et al., 2017; Bastiani et al., 2019).
Um estudo feito por Castilho et al. (2018), demonstrou que a incorporacgédo de y-
ciclodextrina em formulages tdpicas semi-sélidas, mostrou-se um excipiente Gtil
para melhorar a solubilidade, permeabilidade, incluindo a atividade antifingica
da anfotericina B.

A evolucéo da resisténcia as drogas antifangicas € preocupante, devido ao
nimero limitado de drogas antifingicas atualmente disponiveis (Mount et al.,
2018). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos agentes antifangicos foi
limitado, principalmente em comparacdo ao numero de agentes disponiveis para
infeccOes bacterianas (Butts , Krysan, 2012), existindo relatos de casos refratarios
aos tratamentos convencionais (Wang et al., 2015; Lyu et al., 2016; Shan et al.,
2017). Considerando as limitacGes da terapia com antifingicos convencionais em
casos de candidoses locais ou superficiais, a busca por métodos de tratamento
alternativos ou em combinagdo com as ja utilizadas sdo urgentemente necessarias.

Neste contexto, surge o plasma frio em pressdo atmosférica. O plasma é
conhecido como o quarto estado da matéria e trata-se de uma massa de gases
ionizados em alta temperatura (Chang, 1999). Os plasmas densos e de temperatura

muito alta estdo associados a raios, estrelas e ao sol. Em contraste, as formas de
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plasma menos densas e de baixa temperatura estdo inter-relacionadas com ventos
e auroras solares e estelares, desta forma, o plasma pode ser classificado em dois
tipos, quente e frio. Os plasmas quentes sdo dificeis de manipular, mas
atualmente, plasmas frios tém sido produzidos in vitro e podem ser manipulados
em temperatura ambiente e sob pressao atmosférica (Mc Combs, Darby, 2010).

Os estudos que utilizam o plasma frio, gerado a temperatura proxima a
ambiente, abrangem uma diversidade imensa de aplica¢bes potenciais, como por
exemplo, o controle de micro-organismos patogénicos (bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas e fungos), eliminacdo de biofilmes microbianos e esporos
bacterianos, descontaminacéo de superficies e de alimentos (Laroussi et al., 2003;
Abramzon et al., 2006; Kolb et al., 2008; Josh et al., 2010; Li et al., 2012,
Niemira, 2012; Klampfl et al., 2012; Sarangapani et al., 2018; Liao et al., 2018;
Oliveira et al., 2019; Theinkom et al., 2019; Langner et al., 2019).

Esses efeitos bioldgicos promissores, associados aos relatos de baixa
toxicidade ao hospedeiro (Daeschlein et al., 2012; Borges et al., 2017), tém
baseado vérias aplicagfes na area médica nos campos da dermatologia, incluindo
a reparo de feridas, tratamento de doencas infecciosas e controle de neoplasias
malignas (von Woedtke et al., 2013).

Estudos anteriores apontam para uma aplicacdo extremamente promissora
do plasma frio em pressdo atmosferica no tratamento de infec¢Bes superficiais
causadas por leveduras do género Candida. A acdo antifungica frente a C.
albicans e o efeito modulatério sobre fatores de viruléncia como adeséo e
filamentagdo também foi relatado (YYamazaki et al., 2011; Borges, 2017). Efeito
inibitério frente a células planctdnicas de C. albicans ap0s exposicao de apenas
150 segundos foi também relatada (Borges et al., 2017). Em estudo anterior, Sun
et al. (2012) relataram diminuigdo significativa das concentragdes inibitorias
minimas de anfotericina B, fluconazol e caspofungina frente a espécies de

Candida ap0s exposicdo a plasma em pressao atmosférica He/O, (2%). Em estudo
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in vivo, a acdo inibitoria e anti-inflamatoria tambem foi observada (Borges et al.,

2018).
No entanto, até 0 momento, pouco se conhece o efeito da associacao entre

o plasma frio em pressao atmosférica com antifdngicos convencionais utilizados

no tratamento da candidose bucal.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que nos ensaios de
associacdo, o jato de plasma apresentou efeito antifingico similar quando
aplicado isoladamente ou em associacdo com nistatina e anfotericina B. Ainda,
foi possivel concluir que nos tratamentos isolados, o jato de plasma frio
apresentou efeito antifingico mais eficaz do que os tratamentos dos biofilmes

utilizando nistatina e anfotericina B no tempo de 5 minutos.
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