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Leite LDP. Atividade antifúngica da associação entre plasma frio em pressão 

atmosférica e antifúngicos poliênicos convencionais sobre biofilmes de Candida 
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RESUMO 

 

 

A crescente incidência da resistência às drogas antifúngicas tornou-se um grande 

desafio para áreas médica e odontológica, fazendo com que a busca por métodos 

de tratamento alternativos ou em combinação com as já utilizadas sejam 

urgentemente necessárias. O objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos da 

associação entre o plasma frio em pressão atmosférica e antifúngicos poliênicos 

convencionais utilizados no tratamento tópico da candidose bucal. Para tanto, 

foram realizados: a) Determinação das concentrações inibitórias dos antifúngicos 

poliênicos nistatina e anfotericina B e do plasma frio em pressão atmosférica 

sobre biofilmes de C. albicans;  b) Avaliação do efeito dos tratamentos isolados 

e associados em condições/concentrações sub-inibitórias para fins de comparação 

e c) Avaliação dos diferentes protocolos de aplicação dos tratamentos, visando a 

obtenção da condição experimental mais eficaz para o controle do biofilme 

fúngico. Os dados de unidades formadoras de colônia foram comparados 

estatisticamente entre os grupos por One-way ANOVA e post hoc Tukey, com 

nível de significância de 5%. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que 

o jato de plasma apresentou efeito antifúngico similar quando aplicado 

isoladamente ou em associação com nistatina e anfotericina B. Ainda, foi possível 

concluir que o jato de plasma frio apresenta efeito antifúngico mais eficaz do que 

os tratamentos dos biofilmes utilizando nistatina e anfotericina B no tempo de 5 

minutos.  

 

 

Palavras-chave:  Candida albicans. Candidose. Antifúngicos. Plasma frio. 
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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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A incidência das infecções fúngicas tem aumentado significativamente 

nas últimas décadas e atualmente tem sido considerada uma importante causa de 

mortalidade em todo o mundo (Mount et al., 2018). Grande parte das infecções é 

causada por espécies do gênero 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 compõem o gênero Candida, apenas 20 estão associadas com 

doenças em humanos (Akpan, Morgan, 2002; Williams et al., 2013). 

 Na presença de fatores predisponentes, esses fungos podem causar 

infecções que podem variar desde doenças muco-cutâneas superficiais até 

processos invasivos sistêmicos (Pappas et al., 2009). Os fatores predisponentes 

sistêmicos mais comuns relatados são: uso de antibióticos de amplo espectro ou 

agentes imunossupressores, transplantes, uso prolongado de cateteres e condições 

como diabetes, desnutrição severa em crianças e Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) (Lalla et al., 2013; Patil et al., 2015). No caso da candidose 

bucal, os fatores de risco estão relacionados as causas endógenas (extremos de 

idade, gravidez, pacientes imunocomprometidos, diabetes mellitus, xerostomia e 

deficiências vitamínicas) e causas exógenas (desnutrição, tabagismo, uso de 

próteses orais inadequadas, radioterapia localizada e quimioterapia) (Ferreira et 

al., 2017).  

As infecções fúngicas 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 infecções bucais 

são extremamente comuns em pacientes imunocomprometidos (por exemplo, 
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pacientes HIV positivos). Em contraste, infecções vaginais podem ocorrer em 

indivíduos sem qualquer evidência de imunocomprometimento (Kaplan et al., 

2009). As infecções sistêmicas afetam principalmente pacientes hospitalizados e, 

em muitas vezes, com risco de óbito (Perlroth et al., 2007; Jacobsen et al., 2012). 

O gênero Candida tem sido relatado como o quarto grupo de micro-organismos 

mais comumente isolados em casos de infecções sistêmicas (Pfaller, Diekema, 

2010). 

Taxonomicamente, o gênero Candida pertence à classe Blastomycetes, 

ordem Saccharomycetales e a família Saccharomycetaceae (Gow, Yadav, 2017; 

Wilson, 2019). Uma característica das espécies desse gênero é o polimorfismo, 

ou seja, pode se apresentar na forma de leveduras (blastoconídios) ou filamentos 

(hifas verdadeiras e pseudo-hifas). Como consequência, as espécies do gênero 

Candida podem diferir significativamente em termos de bioquímica, morfologia, 

composição genética e, principalmente, sua capacidade de causar infecções em 

humanos (Williams et al., 2013). 

Candida albicans expressa vários fatores de virulência que são 

responsáveis pela sua patogenicidade. Esses fatores incluem presença de 

biomoléculas de reconhecimento (adesinas), morfogênese (transição entre 

morfologia leveduriforme e hifal) e secreção de proteases e fosfolipases 

(Calderone, Fonzi, 2001). 

O diagnóstico de candidose bucal inclui a identificação de sinais e 

sintomas clínicos, presença de leveduras do gênero Candida ao exame direto da 

lesão ou biópsia, mostrando hifas penetrando o epitélio, cultura microbiológica 

positiva e testes sorológicos (Ellepola, Morrison, 2005; Patil et al., 2015). 

A escolha da terapia antifúngica depende da natureza da lesão e do estado 

imunológico do paciente. Existem três alvos principais de ação das drogas 

antifúngicas frente a C. albicans: a membrana celular, a parede celular e os ácidos 

nucléicos (Cannon et al., 2007; Patil et al., 2015). Em relação à via de 
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administração, os medicamentos podem ser de uso tópico, aplicados diretamente 

na área da lesão, por via oral ou intravenosa, levando à ação sistêmica (Cuesta et 

al., 2014).  

 O tratamento antifúngico da candidose oral pode ser realizado 

topicamente ou sistemicamente, sendo que as formulações tópicas orais são as 

mais utilizadas. Os medicamentos de uso tópico são aplicados na lesão e tratam 

infecções superficiais já os medicamentos sistêmicos são prescritos quando a 

infecção é disseminada, não sendo suficiente o uso da terapia tópica. Os 

antifúngicos tópicos têm poucos efeitos adversos, porque sua absorção é muito 

limitada, não interagindo de forma significativa com outros medicamentos que o 

paciente possa estar recebendo (Quindós et al., 2018). No entanto, o sabor 

desagradável dos medicamentos e duração prolongada do tratamento são 

limitantes à aderência do paciente ao protocolo terapêutico. A crescente de 

resistência aos antifúngicos 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 fármacos de escolha para o tratamento da candidose bucal têm sido a 

nistatina em doses de 100.000 UI/ml, administrada por via tópica e a anfotericina 

B a 50 mg administrada por via sistêmica (Garcia-Cuesta et al., 2016). A nistatina 

foi o primeiro agente antifúngico relatado e está disponível em cremes tópicos e 

enxaguatórios bucais para tratamento de candidose cutânea e mucocutânea 

(Onyewu, Heitman, 2007; Rodrigues, 2014).  

Por sua vez, a anfotericina B exibe atividade antifúngica de amplo 

espectro contra uma variedade de fungos patogênicos (Onyewu, Heitman, 2007; 

Rodrigues, 2014). Atualmente, a formulação tópica de anfotericina B está 

disponível em alguns países (Quindós et al., 2019). A Infectious Diseases Society 

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

2016). 

 A eficácia do tratamento antifúngico tópico depende da penetração dos 

medicamentos administrados na pele. A baixa solubilidade da anfotericina B é 

uma das limitações mais importantes para o desenvolvimento de novas 

formulações principalmente para uso tópico (Torrado et al., 2008; López et al., 

2018). Estudos que buscam o desenvolvimento de novas formulações de 

anfotericina B para aplicação tópica, tem como foco principalmente a 

incorporação de substancias que possam causar o aprisionamento de 

medicamentos pouco solúveis em água, 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 incorporação de y-

ciclodextrina em formulações tópicas semi-sólidas, mostrou-se um excipiente útil 

para melhorar a solubilidade, permeabilidade, incluindo a atividade antifúngica 

da anfotericina B.  

A evolução da resistência às drogas antifúngicas é preocupante, devido ao 

número limitado de drogas antifúngicas atualmente disponíveis (Mount et al., 

2018). Nos últimos anos, o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos foi 

limitado, principalmente em comparação ao número de agentes disponíveis para 

infecções bacterianas (Butts , Krysan, 2012), existindo relatos de casos refratários 

aos tratamentos convencionais (Wang et al., 2015; Lyu et al., 2016; Shan et al., 

2017). Considerando as limitações da terapia com antifúngicos convencionais em 

casos de candidoses locais ou superficiais, a busca por métodos de tratamento 

alternativos ou em combinação com as já utilizadas são urgentemente necessárias.  

Neste contexto, surge o plasma frio em pressão 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 estão associados a raios, estrelas e ao sol. Em contraste, as formas de 



14 

 

   
 

plasma menos densas e de baixa temperatura estão 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 são difíceis de manipular, mas 

atualmente, plasmas frios têm sido produzidos in vitro e podem ser manipulados 

em temperatura ambiente e sob pressão atmosférica (Mc Combs, Darby, 2010).  

Os estudos que utilizam o plasma frio, gerado à temperatura próxima à 

ambiente, abrangem uma diversidade imensa de aplicações potenciais, como por 

exemplo, o controle de micro-organismos patogênicos (bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas e fungos), eliminação de biofilmes microbianos e esporos 

bacterianos, descontaminação de superfícies 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; Klämpfl 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 biológicos promissores, associados aos relatos de baixa 

toxicidade ao hospedeiro (Daeschlein et al., 2012; Borges et al., 2017), têm 

baseado várias aplicações na área médica nos campos da dermatologia, incluindo 

a reparo de feridas, tratamento de doenças infecciosas e controle de neoplasias 

malignas (von Woedtke et al., 2013). 

Estudos anteriores apontam para uma aplicação extremamente promissora 

do plasma frio em pressão atmosférica no tratamento de infecções superficiais 

causadas por leveduras do gênero Candida. A ação antifúngica frente a C. 

albicans e o efeito modulatório sobre fatores de virulência como adesão e 

filamentação também foi relatado (Yamazaki et al., 2011; Borges, 2017). Efeito 

inibitório frente a células planctônicas de C. albicans após exposição de apenas 

150 segundos foi também relatada (Borges et al., 2017). Em estudo anterior, Sun 

et al. (2012) relataram diminuição significativa das concentrações inibitórias 

mínimas de anfotericina B, fluconazol e caspofungina frente a espécies de 

Candida após exposição a plasma em pressão atmosférica He/O2 (2%). Em estudo 
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in vivo, a ação inibitória e anti-inflamatória também foi observada (Borges et al., 

2018). 

No entanto, até o momento, pouco se conhece o efeito da associação entre 

o plasma frio em pressão atmosférica com antifúngicos convencionais utilizados 

no tratamento da candidose bucal. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos da associação entre o plasma 

frio em pressão atmosférica e antifúngicos poliênicos convencionais utilizados no 

tratamento tópico da candidose bucal. 

 

 

2.1.1 Objetivos específicos  

 

 

Os objetivos específicos do presente projeto foram:  

 

a) determinar as concentrações inibitórias dos antifúngicos poliênicos 

nistatina e anfotericina B e do plasma frio em pressão atmosférica 

sobre biofilmes de C. albicans;  

b) avaliar o efeito da combinação dos tratamentos em 

condições/concentrações sub-inibitórias, incluindo os tratamentos 

isolados para fins de comparação;  

c) avaliar diferentes protocolos de aplicação dos tratamentos, visando 

obter a condição experimental mais eficaz para o controle do 

biofilme fúngico. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Cepas e condições de crescimento 

 

 

Neste estudo, foi utilizada a cepa padrão de C. albicans SC 5314 (cepa 

referência wild-type), incluindo uma cepa clínica previamente isolada de um 

paciente com candidose bucal (P 29). Essas cepas permaneceram armazenadas em 

caldo Sabouraud com 20% de glicerol a -80oC. Os inóculos utilizados nos testes, 

foram obtidos a partir de uma cultura desses micro-organismos em ágar 

Sabouraud dextrose por 24 horas a 37ºC, em aerobiose. Devido à utilização da 

cepa clínica, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Humanos – CONEP (CAAE 83576218.7.0000.0077) (ANEXO A). 

 

 

3.2 Jato de plasma frio sob pressão atmosférica 

 

 

O equipamento gerador de plasma utilizado neste estudo, foi previamente 

desenvolvido e validado (Kostov et al., 2014). O jato de plasma frio em pressão 

atmosférica foi gerado dentro de uma seringa de vidro (volume de 10 ml) 

contendo um fio fino (0,45 mm) de Ni-Cr, conectado a um gerador de alta tensão 

alternada (Minipuls4 da GBS, Elektronik, Dresden, Germany) com amplitude 

entre 12 kV e frequência de 31 kHz. O equipamento utilizou o gás Hélio (He) com 

vazão entre 2 L/min controlada por um rotâmetro (Figura 1). A potência do jato 

foi de ≈ 0.6 W e a temperatura manteve-se sempre abaixo de 40°C.  
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Figura 1- Esquema do aparato para geração do jato de plasma frio sob pressão 

atmosférica (A) e imagem do jato gerado (B) 

 

(A)  (B)  

Fonte: Borges et al. (2017). 

 

 

3.3 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos fármacos 

nistatina e anfotericina B 

           

 

A determinação da CIM foi feita pela técnica da microdiluição em caldo 

(CLSI, 2008). As soluções estoques dos fármacos nistatina e anfotericina B, foram 

diluídas 50x em meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0; tamponado com MOPS), 

assim, obtendo-se a concentração final de 32 μg/mL para ambos os fármacos. Em 

seguida, adicionou-se 100 μL destas suspensões na primeira coluna da placa de 

96 poços. 

Para as diluições, 100 μl das substâncias na concentração inicial foram 

pipetadas nas colunas subsequentes, contendo 100 μl de RPMI. Em seguida, 100 

μl da suspensão celular padronizada (~103 células/ml), foi adicionada nos poços. 

O controle de crescimento foi composto por 100 μl do meio de cultura e 100 μl 
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da suspensão celular e para o controle de esterilidade do meio, este era composto 

por 200 μl de RPMI.  

A determinação da CIM, foi feita após 24 horas de incubação a 37°C , por 

meio de leitura visual da turvação em comparação ao crescimento do grupo 

controle de acordo com a CLSI, 2008. Para a nistatina, a CIM foi a concentração 

em que se observou 50% de inibição em relação ao controle e para anfotericina a 

concentração que houve 100% de inibição em comparação ao controle. Os ensaios 

foram realizados em triplicata em 3 ocasiões diferentes. 

 

 

3.4 Formação dos biofilmes e determinação da concentração/condição anti-

biofilme efetiva 

          

 

Inicialmente, determinou-se as concentrações anti-biofilme efetivas de 

nistatina e anfotericina B frente a biofilmes de C. albicans com 24 e 48 horas. 

Para formação dos biofilmes, 200 µl de caldo RPMI (acrescido de 2 % de glicose) 

e 10 µl de inóculo contendo 106 células ml-1 foram adicionados a placas de 

microtitulação de 96 poços. A seguir, as placas foram incubadas a 37ºC por 90 

minutos (fase de pré adesão) em um agitador rotatório orbital a 80 rpm. Após este 

período, o meio de cultura foi retirado e os poços foram lavados com solução 

fisiológica estéril para retirada das células não aderidas ao fundo dos poços. 

Posteriormente, meio de cultura novo foi adicionado e os biofilmes foram 

cultivados em estufa a 37°C durante 24 e 48 horas.  

Após esta etapa, o meio de cultura foi retirado, os biofilmes foram lavados 

com solução fisiológica estéril e tratados com nistatina e anfotericina B nas 

concentrações de 10 vezes CIM por 5 minutos. Para confirmação das condições 

anti-biofilme efetivas do plasma frio em pressão atmosférica, o jato de plasma foi 
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aplicado nos biofilmes por 5 minutos, a uma distância de 1,5 cm entre a saída do 

jato e a superfície do poço da placa. Este tempo e distância foi padronizado 

anteriormente por Borges et al. (2016). Após a diluição em série, inoculação em 

ágar Sabouraud dextrose e incubação (37°C, 24 horas), a viabilidade dos 

biofilmes foi determinada através de contagem de UFC/mL e os valores foram 

comparados com os biofilmes não expostos aos tratamentos mencionados 

anteriormente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata em três ocasiões 

diferentes (n=9).   

 

 

3.5 Associação das condições sub-inibitórias e determinação da 

concentração/condição anti-biofilme efetiva 

 

 

Para os ensaios de associação, adotou-se 50% do tempo de exposição em 

relação ao tempo com atividade anti-biofilme efetiva, observado por Borges et al. 

(2016). Assim, estabeleceu-se o tempo de 2,5 minutos para exposição do biofilme 

ao jato de plasma, mantendo-se a mesma distância de 1,5 cm entre a saída do jato 

e a superfície do poço da placa.  

No que se refere ao tratamento com os antifúngicos nistatina e anfotericina 

B, reduções de 75% de 10 x CIM (60 µg/mL para nistatina e 3,75 µg/mL para 

anfotericina B), 50% de 10 x CIM (40 µg/mL para nistatina e 2,5 µg/mL para 

anfotericina B) foram adotadas.  

As associações foram feitas conforme os seguintes grupos experimentais: 

a) Tratamento do biofilme com antifúngico poliênico seguido por exposição ao 

plasma; b) Tratamento do biofilme com plasma seguido por exposição ao 

antifúngico poliênico. Também foram feitos tratamentos isolados com aplicação 

do jato de plasma e os antifúngicos nas mesmas condições mencionadas 
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anteriormente, para fins de comparação. Os testes de associação foram realizados 

com biofilmes de 24 horas até o momento.  

 

 

3.6 Análise dos dados 

 

 

Após a análise de distribuição dos dados pelo teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk, os dados obtidos nas contagens de colônias, expressos em valores 

de média ± desvio padrão, foram comparados estatisticamente utilizando software 

GraphPad Prism® 7.0 (GraphPad Software Inc.), pelo teste One-way ANOVA e 

post hoc teste de Tukey. O nível de significância foi estabelecido em 5%.  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos fármacos 

nistatina e anfotericina B 

 

 

Os valores de CIM encontrados para os fármacos nistatina e anfotericina 

B, relacionado às cepas utilizadas no presente estudo foram de 8 µg/mL para 

nistatina e 0,5 µg/mL para anfotericina B respectivamente. As concentrações de 

10 vezes a CIM para ambos os fármacos, foram adotadas para tratamento dos 

biofilmes na determinação das condições anti-biofilme.   

 

 

4.2 Determinação das condições anti-biofilme dos antifúngicos 

convencionais e do jato de plasma 

 

 

Redução significativa das contagens de UFC/mL foi observada quando 

biofilmes de 24 horas da cepa de C. albicans SC 5314 foram expostos ao jato de 

plasma por 5 minutos em relação ao controle não tratado (p < 0,0001) e aos 

tratamentos com nistatina (p < 0,0001) e anfotericina B (p = 0,0005), na 

concentração de 10 vezes a CIM por 5 minutos  (Figura 2). Observou-se também 

uma redução estaticamente significante do tratamento com anfotericina B, quando 

comparado ao controle (p= 0,0005). 

Para os biofilmes de 48 horas, os resultados apresentaram significativa 

redução de UFC/mL nos biofilmes expostos ao jato de plasma por 5 minutos, 

quando comparado ao controle não tratado e aos tratamentos com nistatina e 
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anfotericina B (p < 0,0001, p = 0,0021 e p = 0,0115 respectivamente). Redução 

estatisticamente significativa de UFC/mL também foi observada para o 

tratamento com anfotericina B, em relação ao controle não tratado (p= 0,0149). 

 

 

Figura 2- Viabilidade dos biofilmes de 24 e 48 horas de C. albicans SC 5314, 

expressa em valores de unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL, 

média e desvio padrão) expostos ao jato de plasma por 5 minutos; nistatina 5 

minutos; anfotericina B por 5 minutos e grupo controle negativo não tratado 
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Os resultados referentes aos biofilmes da cepa P29 (Figura 3), mostram 

que os tratamentos com nistatina e anfotericina B apresentaram redução 

significativa em relação ao controle (p= 0,0433 e p= 0,0018 respectivamente), no 

entanto, a aplicação do jato de plasma nos biofilmes de 24 horas por 5 minutos, 

foi mais efetivo na redução na contagem de UFC/mL, em comparação ao controle 

sem tratamento (p < 0,0001),  nistatina (p < 0,0001) e anfotericina B (p < 0,0001).  
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Já em relação ao biofilme de 48 horas, os tratamentos com nistatina e 

anfotericina B apresentaram redução significativa de sua viabilidade em relação 

ao controle (p= 0,0407 e p= 0,0002 respectivamente). Redução na viabilidade dos 

biofilmes também foi observada após exposição ao jato de plasma por 5 minutos, 

apresentando significativa redução de UFC/mL, quando comparado ao controle 

sem tratamento (p < 0,0001), nistatina (p < 0,0001) e ao tratamento com 

anfotericina B (p = 0,0002).  

 

 

Figura 3- Viabilidade dos biofilmes de 24 e 48 horas da cepa clínica P29, expressa 

em valores de unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL, média e 

desvio padrão) expostos ao jato de plasma por 5 minutos; nistatina 5 minutos; 

anfotericina B por 5 minutos e grupo controle negativo não tratado 
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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4.3 Associação das condições sub-inibitórias e determinação da 

concentração/condição anti-biofilme efetiva 

 

 

4.3.1. Nistatina e plasma 

 

 

Observa-se na figura 4, que houve redução significativa na viabilidade dos 

biofilmes de 24 horas de C. albicans SC 5314 quando tratados com nistatina (40 

µg/ml) em relação ao grupo controle não tratado (p < 0,0001), observando-se 

também uma redução significativa nas associações nistatina/plasma (p < 0,0001) 

e plasma/nistatina (p < 0,0001) em comparação ao controle. Observou-se também 

significativa redução após exposição ao plasma por 2,5 minutos, quando 

comparado ao controle (p < 0,0001), ao tratamento com nistatina (p < 0,0001) e 

as associações nistatina/plasma (p = 0,0107) e plasma/nistatina (p= 0,0002). 

Para os biofilmes tratados com nistatina 60 µg/mL, observou-se diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p < 0,0001) e também 

com relação às associações nistatina/plasma (p < 0,0001) e plasma/nistatina (p < 

0,0001) em relação ao controle. Redução significativa com relação a aplicação de 

plasma por 2,5 minutos foi observada, quando comparada ao controle (p < 0,0001) 

e ao tratamento com nistatina (p= 0,0492). 
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Figura 4- Viabilidade dos biofilmes de 24 horas de C. albicans SC 5314, expressa 

em valores de unidades formadoras de colônia por mililitro  (UFC/mL, média e 

desvio padrão), tratados com plasma (2,5 min), nistatina (40 µg/mL  e 60 µg/mL), 

plasma seguido de nistatina (plasma/nistatina), nistatina seguida de plasma 

(nistatina/plasma) e grupo controle negativo não tratado  
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Não houve redução significativa da viabilidade dos biofilmes de 24 horas 

formados pela cepa clínica (figura 5) quando expostos à nistatina (40 µg/mL). No 

entanto, observou-se redução significativa nos biofilmes expostos ao plasma por 

2,5 minutos (p= 0,0014) e na associação nistatina (40 µg/mL) seguida pelo plasma 

(p= 0,0046). Os biofilmes tratados com a associação plasma seguido de nistatina 

(40 µg/mL) não apresentaram diferença significante em relação ao controle não 

tratado.  

Redução significativa foi observada biofilmes formados pela cepa clínica 

(figura 5) quando expostos à nistatina (60 µg/mL) (p=0,0079), ao tratamento com 

plasma por 2,5 minutos (p= 0,0001), incluindo as associações nistatina (60 
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µg/mL) seguida pelo plasma (p < 0,0001) e plasma seguido de nistatina (60 

µg/mL) (p= 0,0003), todos em relação ao controle não tratado. 

 

 

Figura 5- Viabilidade dos biofilmes de 24 horas da cepa clínica P29, expressa em 

valores de unidades formadoras de colônia por mililitro  (UFC/mL, média e 

desvio padrão), tratados com plasma (2,5 min), nistatina (40 µg/mL e 60 µg/mL), 

plasma seguido de nistatina (plasma/nistatina), nistatina seguida de plasma 

(nistatina/plasma) e grupo controle negativo não tratado  
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.2. Anfotericina B e plasma 

 

 

No que se refere aos biofilmes tratados com anfotericina, observa-se na 

figura 6, que os biofilmes de 24 horas de C. albicans SC 5314, quando 

comparados ao controle (sem tratamento), apresentaram redução significativa da 

viabilidade quando foram expostos à anfotericina B (2,5 µg/mL) (p=0,0327) e a 
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associação anfotericina B (2,5 µg/mL) seguida pelo plasma (p= 0,0258) . No 

entanto, quando os biofilmes foram expostos ao plasma por 2,5 minutos, houve 

redução significativa da viabilidade (p < 0,0001). Não houve redução significativa 

na associação plasma seguido pela anfotericina (2,5 µg/mL) em comparação ao 

controle. 

Para os biofilmes tratados com anfotericina B na concentração de 3,75 

µg/mL, foi observada diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

controle (p < 0,0001). Observou-se também redução significativa na viabilidade 

do biofilme após exposição ao plasma por 2,5 minutos (p < 0,0001) e nas 

associações plasma/nistatina e nistatina/plasma, quando comparado ao controle 

sem tratamento (p < 0,0001 e p < 0,0001 respectivamente).  
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Figura 6- Viabilidade dos biofilmes de 24 horas da cepa de C. albicans SC 5314, 

expressa em valores de unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL, 

média e desvio padrão), tratados com plasma (2,5 min), anfotericina B (3,75 

µg/ml e 2,5 µg/mL), plasma seguido de anfotericina B (P/A), anfotericina B 

seguida de plasma (A/P) e grupo controle negativo não tratado 
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Não houve redução significativa da viabilidade dos biofilmes de 24 horas 

da cepa clínica (figura 7) quando expostos à anfotericina B (2.5 µg/mL) e as 

associações anfotericina B (2,5 µg/mL) seguida pelo plasma e plasma seguindo 

de  anfotericina B  (2.5 µg/mL), apenas quando expostos ao plasma 2,5 minutos 

(p= 0,0011). Redução significativa foi observada em relação ao controle, quando 

os biofilmes foram tratados com a concentração de 3,75 µg/mL de anfotericina B 

(p= 0,0091), aplicação de plasma por 2,5 minutos (p= 0,0012) e os tratamentos 

associados plasma seguido de anfotericina B (3,75 µg/mL) (p= 0,0262) e 

anfotericina B (3,75 µg/mL) seguida de plasma (p=0,0022). 
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Figura 7- Viabilidade dos biofilmes de 24 horas da cepa clínica P29, expressa em 

valores de unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL, média e desvio 

padrão), tratados com plasma (2,5 min), anfotericina B (3,75 µg/mL  e 2,5 

µg/mL), plasma seguido de anfotericina B (P/A), anfotericina B seguida de 

plasma (A/P) e grupo controle negativo não tratado 
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Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (One-way ANOVA/post hoc 

Tukey). 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Estudos anteriores demonstram a eficácia da aplicação do jato de plasma 

frio para o controle biofilmes de Candida (Borges et al., 2016; Pawlat et al., 2017; 

Doria et al., 2018; Handorf et al., 2018). No entanto, não existem relatos na 

literatura que demonstrem o efeito da associação entre o plasma frio em pressão 

atmosférica e antifúngicos convencionais utilizados no tratamento da candidose 

bucal. Assim, neste estudo, a nistatina foi selecionada para associação com o 

plasma por ser o padrão ouro no tratamento de infecções fúngicas bucais. 

Adicionalmente, também avaliamos a associação com a anfotericina B, fármaco 

que é utilizado em alguns países para o tratamento da candidose bucal refratária 

ao tratamento convencional (Quindós et al., 2019) e tem sido estudado como 

alternativa futura para o tratamento da candidose bucal, associado à 

nanotecnologia de drug delivery (Butani et al., 2016; Sosa et al., 2017; Castilho 

et al., 2018; Bastiani et al., 2019)   

Na prática clínica, o uso tópico de nistatina para o tratamento de lesões 

fúngicas superficiais tem sido recomendada, principalmente em casos de 

candidoses bucais (Skupien et al., 2013). No entanto, algumas limitações são 

relatadas como a resistência ao tratamento em pacientes com diabetes do tipo 2. 

No estudo de Saavedra et al. 2018, foi observado que as características salivares 

dos pacientes, como o pH, podem influenciar na efetividade do tratamento. A 

anfotericina possui alta atividade contra Candida spp. com baixo risco de 

resistência, mas seus efeitos adversos são limitantes a seu uso clínico, 

principalmente com relação a sua baixa solubilidade em água (0,001 mg/mL) 

(Qasim et al., 2014; Serrano et al., 2019).  Essas limitações dos tratamentos 

disponíveis apontam para a necessidade do desenvolvimento de novas terapias 

para uso na prática clínica. 
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A resistência de cepas clínicas de C. albicans às drogas antifúngicas já foi 

relatada em alguns estudos (Pérez et al., 2016; Figueiredo et al., 2017; Salazar et 

al., 2020). Um estudo feito por Alnuaimi et al., 2013, demonstrou que cepas de 

referência laboratoriais de Candida e isolados clínicos formam biofilmes em taxas 

diferentes, dessa forma, a seleção de cepas de referência laboratoriais em estudos 

de biofilme pode ser crítica para a avaliação da virulência. Por esta razão, optou-

se pelo uso de uma cepa clínica e uma cepa de referência.  

No presente estudo, os valores de CIM encontrados foram de 0,5 µg/ml 

para anfotericina B e 8 µg/ml para nistatina respectivamente. Estudos utilizando 

cepas do gênero Candida demonstram que em testes de suscetibilidade in vitro, a 

concentração inibitória mínima (CIM) pode variar de 1 a 8 μg/mL para nistatina, 

podendo apresentar resistência em isolados clínicos (Gøtzsche, Johansen, 2014; 

Quindós et al., 2019; Monteiro et al., 2019). Para anfotericina B as CIMs podem 

variar entre 0.5–1.0 µg/mL (Ellepola et al., 2014; Sherry et al., 2017; Sreedhar et 

al., 2019). Assim, os resultados obtidos corroboram os encontrados na literatura.  

Ensaios para a determinação da CIM utiliza micro-organismos em 

suspensão. Considerando que os biofilmes são mais resistentes às terapias quando 

comparadas às células planctônicas (Mathé, Van Dijck, 2013), no presente estudo, 

estas concentrações foram aumentadas em 10x CIM, para o tratamento dos 

biofilmes. Assim, concentrações iniciais de 80 μg/ml para nistatina e de 5 μg/ml 

para anfotericina B foram utilizadas para determinação das condições anti-

biofilme. 

No que se refere ao tempo de exposição do jato de plasma, já é 

demonstrado na literatura em estudos in vitro, que a aplicação do jato de plasma 

por 5 minutos, mostra-se eficiente no controle de biofilmes fúngicos (Borges et 

al., 2016; Handorf et al., 2018;). Por esta razão, neste estudo utilizou-se do mesmo 

tempo de exposição do jato de plasma, quando determinou-se as condições anti-

biofilme, utilizando-se também o mesmo tempo de exposição para os antifúngicos 
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nistatina e anfotericina, a fim de se verificar a eficiência de inativação dos 

tratamentos no mesmo tempo de exposição e assim padronizar as condições sub-

inibitórias utilizadas nos ensaios de associação. 

Neste estudo, foi possível observar que nos tratamentos isolados no tempo 

de 5 minutos, para determinação das condições sub-inibitórias, a aplicação do jato 

de plasma nos biofilmes de 24 e 48 horas de ambas as cepas, foi mais efetivo em 

comparação aos tratamentos com os fármacos nistatina e anfotericina B. A partir 

dos resultados obtidos nos tratamentos de 5 minutos, considerou-se o tempo 2,5 

minutos como sub-inibitório, sendo utilizado nos ensaios de associação.  

A resistência aos antifúngicos é um processo multifatorial (Rkein, 2010). 

Usualmente, um medicamento antifúngico age usando o princípio de bloqueio e 

chave. Isso significa que um agente antifúngico específico deve se encaixar de 

uma certa maneira dentro ou fora de uma célula fúngica para induzir um efeito 

antifúngico (Maisch et al., 2012). Antifúngicos poliênicos, como a nistatina e a 

anfotericina B, têm como principal alvo de ação a membrana celular fúngica, por 

serem compostos por moléculas anfifílicas que permitem a ligação com esteróis, 

principalmente ergosterol, presente na membrana celular dos fungos. Essa ligação 

altera a permeabilidade da membrana, com a liberação de íons monovalentes (K 

+, Na +, H + e Cl−) e pequenas moléculas orgânicas, levando à morte celular (Lewis, 

Wilians, 2017).  

Por outro lado, o plasma atmosférico frio resulta na geração de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, bem como O e N atômicos e peróxido de 

hidrogênio interagindo com o vapor de água. Todas essas espécies são capazes de 

induzir danos oxidativos ao biofilme, durante o tratamento com plasma e nesse 

caso, nenhuma interação específica é necessária para induzir o efeito antifúngico, 

como ocorre no mecanismo de ação das drogas antifúngicas (Wiegand et al., 

2017; Oliveira et al., 2019). A ação direta do jato de plasma frio na parede e na 

membrana celular de C. albicans também já foi relatada (Verki et al., 2016). Em 
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contraste com a terapia convencional, a literatura sugere que um grande benefício 

com uso do plasma frio, é que a resistência antimicrobiana é menos provável de 

ocorrer devido aos seus múltiplos modos de ação e diversidade de agentes ativos 

(Alkawareek et al., 2012; Mai-Prochnow et al., 2014; Delben et al., 2016). 

Outro fator importante relacionado à resistência antifúngica, é a presença 

da matriz extracelular. A resistência antifúngica aumenta à medida em que o 

biofilme se desenvolve, com a matriz extracelular emergindo como um 

mecanismo relevante durante o estágio maduro do crescimento do biofilme. 

(Chandra et al., 2001; Taff et al., 2013). Um estudo feito por Vediyappan et al. 

(2010), demonstrou a importância da matriz extracelular para a proteção dos 

fungos contra anfotericina. O efeito da matriz do biofilme não foi abordado nesse 

estudo e seria um ponto interessante a ser avaliado em estudos futuros.  

Embora a terapia convencional de agentes fortemente carregados ou 

quimicamente reativos falhe em alcançar o biofilme devido à matriz polimérica 

extracelular carregada negativamente, que atua como uma barreira de troca iônica, 

algumas moléculas pequenas presentes nas espécies reativas do jato de plasma 

são capazes de penetrar  no biofilme por canais com diâmetros variados (Traba, 

Liang, 2016). Com base nessas informações, se forem desenvolvidos métodos de 

inibição da matriz, eles podem ser mais úteis em combinação com antifúngicos 

existentes que, por si só, são ineficazes contra biofilmes (Mitchell et al., 2016). 

A associação dos fármacos nistatina e anfotericina B com 75% de redução 

(10x CIM), a aplicação do jato de plasma no tempo de 2,5 minutos levou a 

reduções similares da viabilidade dos biofilmes das cepas de referência e da cepa 

clínica, sendo estes os tratamentos mais efetivos em comparação ao controle sem 

tratamento. No entanto, quando foi feita a redução de 50% (10x CIM) para 

nistatina e anfotericina, os ensaios de associação para ambas as cepas em estudo 

não foram efetivas ao contrário do tratamento com plasma, que mais uma vez 

mostrou-se mais efetivo do que os demais tratamentos isoladamente. Esses 
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resultados diferem dos relatados na literatura, quanto ao efeito do plasma frio 

aumentando a permeabilidade de células microbianas (Szili et al., 2017; Dong et 

al., 2017; Brun et al., 2018).  

Estudos futuros avaliando o mecanismo pelo qual o jato de plasma interfere 

quando associado a drogas antifúngicas são importantes. Além disso, estudos são 

necessários para compreender as reações que podem decorrer dessas associações, 

incluindo seus efeitos citotóxicos.   
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que nos ensaios de 

associação, o jato de plasma apresentou efeito antifúngico similar quando 

aplicado isoladamente ou em associação com nistatina e anfotericina B. Ainda, 

foi possível concluir que nos tratamentos isolados, o jato de plasma frio 

apresentou efeito antifúngico mais eficaz do que os tratamentos dos biofilmes 

utilizando nistatina e anfotericina B no tempo de 5 minutos. 
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