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Rovetta SM. Efeitos do jato de plasma frio sob pressdo atmosférica sobre Candida
albicans [dissertacéo]. S&o Jose dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

As infecgOes causadas por Candida albicans sdo consideradas um desafio
importante na area médica. Além dos antifungicos convencionais apresentarem
elevada toxicidade, casos de resisténcia de C. albicans a estes medicamentos tém
sido descritos com frequéncia. Devido a estas limitacdes do uso de antifingicos,
a busca por terapias alternativas € 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 antifungico
é associado a presenca de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio liberadas,
assim como de ions e fétons. Todavia até o presente momento, 0 exato mecanismo
de acdo néo 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 as tecnicas microbioldgicas classicas, a
espectroscopia no Infra-vermelho (FT-IR) e a microscopia de forca atdmica
(AFM). Suspens@es padronizadas da cepa C. albicans SC 5314 e 1 cepa clinica
foram expostas ao jato de plasma. A seguir, foram analisadas por espectroscopia
no infra-vermelho (FT-IR) e microscopia de forga atomica (AFM) para identificar
os efeitos do plasma sobre a parede celular de C. albicans. Controle negativo (sem
exposicdo) e positivo (caspofungina) também foram analisados. Os ensaios foram
realizados em triplicata em trés experimentos independentes e a anélise estatistica
foi realizada ao nivel de significancia de 5 %. As alteracdes morfoldgicas e
topogréaficas nas células tratadas com plasma foram similares as do grupo tratado
com caspofungina. O perfil bioguimico das células apés 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 fingica, mais
especificamente sobre os polissacarideos, com provavel influencia na reducéo de
glucanos e aumento de mananas e quitinas. Esse remodelamento da parede celular
pode ter correlacdo com as alteragdes morfolégicas observadas, tais como
mudanca no tamanho da célula e aumento da rugosidade superficial.

Palavras-chave: Candida albicans. Jato de plasma. Microscopia de forga atdmica.
Espectroscopia no infra-vermelho.



Rovetta SM. Cell effects of atmospheric pressure low temperature plasma jet on
Candida albicans [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo 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.




1 INTRODUCAO

Leveduras do género Candida podem causar desde lesdes superficiais até
infeccBes sistémicas, sendo que as Ultimas sdo relacionadas a altas taxas de
mortalidade (Ahmad et al., 2016; Hasim et al., 2017).

Por ser um fungo oportunista, a ocorréncia dessas infeccdes 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
etal., 2016; Prasad et al., 2019), idosos (Varade, Burkemper, 2013) portadores de
doencas crbnicas, como o diabetes (Machado et al., 2016; de la Rosa-Garcia et al.,
2013), récem-nascidos (Rodrigues et al., 2019), pacientes em tratamento com
antibioticos e corticosteroides (Beyer et al., 2019; Cordeiro et al., 2019;
Havlickova et al., 2008) e pacientes hospitalizados séo frequentemente
acometidos por infec¢des causadas por C. albicans (Franco et al., 2017; Hasim et
al., 2017; Kosalec et al., 2017). C. albicans esta no ranking dos micro- organismos
mais frequentemente envolvidos em infeccdes hospitalares (Ahmad et al., 2016).

O numero de opcdes terapéuticas disponiveis é reduzido, ja que 0s
antifingicos convencionais apresentam toxicidade elevada (Chudzik, Koselski,
2015). Além disso, é crescente o relato de cepas resistentes aos antifingicos
convencionais (Beyer et al., 2019; Cordeiro et al., 2019), como frente aos azdis
(Franco et al., 2017; Machado et al., 2016) e a anfotericina B (Ahmad et al., 2016;
Chudzik, 2015). Tendo em vista as limitagdes dos tratamentos convencionais
disponiveis atualmente, a busca por novas terapias € alvo crescente de pesquisas
(Ahmad et al., 2016).

O jato de plasma frio sob presséo atmosférica tem mostrado efeito
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promissor no controle micro-organismos de relevancia 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 inibitério do plasma sobre a aderéncia e
filamentacdo 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 oxigénio
quanto de nitrogénio, assim como ions e radiagdo, componentes que Sao
responsaveis pelos danos nas estruturas e componentes celulares como parede
celular, membrana, proteinas e DNA (Doria, 2015; Kostov et al., 2015; Nishime
et al., 2017). Todavia, 0 mecanismo de acdo do jato de plasma com a célula
microbiana ainda ndo esta elucidado. O entendimento do mecanismo de agéo €
essencial para o aprimoramento dos protocolos de aplicacdo clinica da nova
terapia.

Portanto, a utilizacdo de técnicas complementares as de microbiologia e
microscopia classicas, podem ser uma ferramenta poderosa na elucidacdo do
mecanismo de ac¢do do jato de plasma. As técnicas de espectroscopia vibracional,
tanto a absorcdo no infravermelho, quanto a Raman, tém sido aplicadas na
caracterizacdo de micro-organismos, pois sdo rapidas, de custo baixo, fornecem
dados quali e quantitativos e geram impressdes digitais espectroscopicas
especificas (regido quimica especifica) (Aguiar et al., 2015; Taha et al., 2013;
Silva, 2010). A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR), também permite comparar as diferencas morfoldgicas que uma mesma
espécie pode apresentar, como o caso do dimorfismo em C. albicans (Adt et al.,
2006).

As técnicas microscopicas convencionais, como microscopia optica e
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MEV podem apontar alteracdes morfoldgicas, porém ndo € possivel saber
especificamente qual estrutura celular foi a responsavel pela mudanca
morfoldgica. J& a técnica espectroscopica revela em quais regifes quimicas da
estrutura houve alteracgdes, o que agrega informacdes relevantes na elucidacdo de
mecanismos de acdo (Silva, 2010). A microscopia de fluorescéncia também se
mostra promissora na elucidacdo de mecanismos de acdo, contudo € uma técnica
ainda de custo muito elevado, devido a utilizacdo de anticorpos monoclonais
(Hasim et al., 2017).

Entre as técnicas microscépicas, a microscopia de forca atbmica (AFM —
“Atomic Force Microscopy”), destaca-se devido a possibilidade de mensurar
guantitativamente as alteracbes morfologicas e topograficas que 0s micro-
organismos sofrem em relacdo a exposicao aos diferentes tratamentos (Hasim et
al., 2017; Orasmo et al., 2013). A AFM € uma técnica baseada na forca de
interacdo entre a amostra e uma ponta fina, com raio nominal na escala de
nandmetros que fica na extremidade de uma haste (cantilever). A varredura da
amostra € realizada mantendo um parametro constante. Os sinais capturados e
regulados por um piezoelétrico através dos movimentos de deflexdo da haste séo
detectados por um sensor de optico e convertidos em micrografias, que revelam
dados quali e quantitativos da topografia analisada, além de imagens em terceira
dimenséo (Francois et al., 2013).

A utilizacdo da AFM tem sido sugerida para a deteccdo de alteracOes
celulares ap6s o tratamento com antifungicos. Esta técnica foi importante para
elucidar o processo de desmascaramento do 3-(1,3)-glucano e sua correlagdo com
a interacdo com o sistema imune e geracéo de resposta (Hasim et al., 2017). Ainda,
ao utilizar o antifungico caspofungina, 0s mesmos autores relataram a exposicao
da camada do monossacarideo manose que encobre o B-(1,3)-glucano (Hasim et
al., 2017), levando a superficie da parede celular com maior rugosidade em

relacdo ao controle.
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A associacdo entre o AFM e ATR-FTIR foi utilizada com sucesso para a
avaliacdo do efeito de concentracdes altas e baixas de caspofungina sobre C.
albicans, fornecendo informacdes sobre a morfologia, mecanica e composicao das
paredes celulares (Quiles et al., 2017).

Sabendo-se que células de C. albicans expostas ao jato de plasma
apresentam alteracOes estruturais observadas pela microscopia eletronica de
varredura (MEV) (Nishime et al., 2017), os usos da associacéo entre o FT-IR e
AFM pode auxiliar na compreensdo desse efeito e apontar as principais

moléculas-alvo na superficie celular fingica.
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2 CONCLUSAO

Apds andlise dos dados, pode-se concluir que o plasma age sobre as
estruturas da parede celular fdngica, mais especificamente sobre o0s
polissacarideos, influenciando na reducdo de glucanos e aumento de mananas e
quitinas. Esse remodelamento da parede celular associado a outros fatores a serem
estudados causaram alteracdes morfologicas e topograficas nas células de

Candida albicans.
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