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RESUMO

Neste estudo avaliamos o efeito in vitro do ultrassom associado a diferentes
concentracdes de C. lechleri sobre a inibicdo de C. albicans. Para a realizagdo do
experimento foi utilizada a cepa padréo de C. albicans (AATCC®10231TM). Suspensdes
planctonicas de C. albicans foram expostas a tratamento com ultrassom na frequéncia de
1 MHz, com intensidade de 1 W/cm?2 por 5 minutos. O experimento contou com dois
ensaios laboratoriais em dias distintos, com a mesma metodologia. Foram utilizados os
tratamentos: Fluconazol (controle positivo), ultrassom sozinho (UST), ultrassom
associado ao Fluconazol (UST+FLU), C. lechleri nas concentracdes de 100 pL (CI1100)
e 150 pL e (CI150) e ultrassom associado ao C. lechleri (UST+CI100) e (UST+CI150).
A associacdo do UST+CI100 obteve o resultado mais significativo, com médias de
224+43,6 UFC (Unidade Formadora de Colénia) e 1,97% de area percentual ocupada em
placa, bem como, o indice de inibicdo relativa de 80,53% e 95,34% relacionados a UFC
e area percentual respectivamente. O programa ImageJ representou uma poderosa
ferramenta para a contagem automatizada de UFC, visto que sua analise amplia a
interpretacdo da inibicdo de C. albicans consoante a area percentual, tamanho médio e
area total. De acordo com os resultados experimentais obtidos, a associacdo do ultrassom
ao C. lechleri tem grande potencial para aplicacdo na medicina, podendo ser considerada

uma estratégia promissora para o tratamento das infecdes causadas por C. albicans.

Palavras-chave: C. albicans; C. lechleri e Ultrassom.



ABSTRACT

In this study we evaluated the effect in vitro of ultrasound associated with different
concentrations of C. lechleri for inhibition of C. albicans. To carry out the experiment,
the standard strain of C. albicans (AATCC®10231TM) was used. Planktonic suspensions
of C. albicans were exposed to ultrasound treatment at 1 MHz frequency, and intensity
of 1 W/cm? for 5 minutes. Two experiments were conducted on different days with the
same methodology. The following treatments were used: Fluconazole (positive control),
ultrasound alone (UST), ultrasound associated with Fluconazole (UST+FLU), C. lechleri
at concentrations of 100 pL (CI1100) and 150 pL and (CI150) and ultrasound associated
with C. lechleri (UST+CI100) and (UST+CI150). The association of UST+CI100
obtained the most significant result, with averages of 224 + 43,6 UFC and 1,97% of
percentage area occupied on the plate, as well as a relative inhibition index of 80,53%
and 95,34% related to CFU and percentage area respectively. The ImageJ program
represented a powerful tool for automated CFU counting, as its analysis broadens the
interpretation of C. albicans inhibition depending on percentage area, average size and
total area. According to the experimental results obtained, the association of ultrasound
with C. lechleri has great potential for application in medicine, and can be considered a

promising strategy for the treatment of infections caused by C. albicans.

Keywords: C. albicans; C. lechleri and Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

A Candida albicans é uma espécie de fungo comensal e oportunista que coloniza
de forma assintomaética varios nichos do corpo, incluindo o trato gastrointestinal, trato
urogenital, mucosa do trato respiratério e pele de seres humanos, desde o nascimento
como um componente da microbiota. A C. albicans é o agente causador de infeccOes
mucosas e sistémicas mais comuns, sendo responsavel por 70% das infec¢des fungicas

em todo o mundo (1,2,3).

Nos ultimos anos, a infeccdo e mortalidade por C. albicans apresenta crescimento
rapido e consideravel, desencadeando agravamentos de salde e complicac@es clinicas,
representando 50% das infeccBes fungicas iatrogénicas principalmente em pacientes
imunocomprometidos, bem como, representa a principal causa de infec¢des invasivas
com risco de morte nas Ultimas décadas e, apesar do tratamento, a taxa de mortalidade é

préxima de 40% principalmente em condicdes hospitalares (1,4).

Quando ocorre uma ruptura do equilibrio biol6gico devido a fatores predisponentes
de causas patoldgicas: neutropenia, doencas autoimunes (sindrome de Sjogren),
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, processos infecciosos, tumores e sua terapia,
doengas do aparelho digestivo, diabetes, hipotireoidismo, hipoparatireoidismo;
fisioldgicas: deficiéncias nutricionais de ferro, &cido félico e deficiéncia de vitaminas);
imunoldgicas: imunossupressao de idosos, recém nascidos e gravidas e corticoterapia
sistémica; mecanicas: formacao de biofilme e uso de cateter, além de fatores relacionados
ao cuidado do paciente: antimicrobiano de longa duragdo, hospitalizagéo de longo prazo,
uso de cateter em cirurgias pode haver um aumento na multiplicacédo e invasao dos tecidos

por estes microrganismos, ocasionando infec¢es denominadas candidiases (4,5).

As infecgdes associadas a biofilmes séo de dificil tratamento, pois as estruturas
microbianas apresentam resisténcia, tanto aos antimicrobianos quanto aos mecanismos

de defesa do hospedeiro (1,5).
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A terapia antifungica da classe dos Azolicos, representada pelos Triazélicos e
Imidazolicos é a mais utilizada. No tratamento da candidiase invasiva destacam-se 0s
Triazolicos como o Fluconazol, as Equinocandinas e derivados Poliénicos, como a
Anfotericina B. Tal medicamento apresenta reac6es adversas significativas em razao de
suas caracteristicas hepatotoxicas, nefrotoxicas e cardiotoxicas (3,6).

As infeccOes causadas por C. albicans séo frequentemente tratadas com drogas
Azolicas que inibem a biossintese do Ergosterol. Como um Azol antiflngico
representativo, o Fluconazol tem as caracteristicas Uteis de um amplo espectro
antifungico, baixos efeitos toxicos e alta biodisponibilidade. E amplamente utilizado no
tratamento clinico de infec¢fes por C. albicans. No entanto, o Fluconazol é uma droga
fungistatica que inibe o crescimento, mas ndo mata o fungo patogénico, proporcionando,

assim, a oportunidade para a selecdo de cepas de maior resisténcia ao Fluconazol (7,8).

Croton lechleri é uma espécie da familia Euphorbiaceae encontrada no noroeste
da bacia amazonica, especialmente, na Amazodnia brasileira-Acre, Equador e Peru. Seus
metabolitos secundarios caracteristicos sdo as proantocianidinas, que representam até

90% da seiva seca, juntamente com outros polifendis como as catequinas (10).

Esta arvore, conhecida por suas potenciais propriedades terapéuticas, produz um
latex vermelho escuro conhecido como “sangue de dragdo”. Este latex ¢ usado para
cicatrizacdo de feridas, dor nas costas, estancar sangramentos, tratar doengas intestinas,
bem como possui propriedades antifingicas, bactericidas, antidiarreicas e analgésicas ja

comprovadas (10,11).

O ultrassom terapéutico, um equipamento largamente utilizado em fisioterapia
apresenta propriedades que geram “efeitos biologicos", dentre elas, a cavitagdo acustica
(13). A cavitacdo acUstica provoca a geracao e o colapso de microbolhas em meio liquido,
0 que produz ondas de choque, facilitando a captacdo de antifungicos devido ao aumento

da permeabilidade da parede celular (14).

O uso do ultrassom de baixa frequéncia e intensidade associado a AmB lipossomal
in vitro foi utilizado por Yang et al. (2018) como terapia adjuvante em infec¢des fungicas,
demonstrando um aumento significativo da inibi¢do de C. albicans (15).

Em razdo do grande potencial resistente desta espécie fungica, bem como, o

aumento indiscriminado do uso de drogas antifungicas, busca-se encontrar alternativas
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terapéuticas eficazes que possam minimizar complicacGes clinicas relacionadas a esta

infeccdo tdo emergente nos dias atuais (3,11).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro do ultrassom

associado a diferentes concentragdes do C. lechleri sobre a inibigdo de C. albicans.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candida albicans

O género Candida compreende leveduras redondas ou ovaladas que acarretam uma
diversidade de infecgBes que recebem o nome de candidiase. O curso dessas infec¢des
depende muito do sistema imunolégico do individuo, pois, a lesdo pode se apresentar de

diferentes formas, com sintomas distintos e cronicidade variada (16).

Candida possui aproximadamente 200 espécies diferentes de leveduras, destas
somente 20 tem capacidade de causar algum tipo de infeccdo no homem, das quais a C.
albicans se destaca sendo a principal espécie envolvida em infec¢des. Estudos indicam

que esta espécie € responsavel por 60% dos isolados de amostras clinicas (17).

A espécie de Candida mais comumente encontrada é C. albicans, um residente do
trato intestinal humano e da superficie da mucosa genital que pode se transformar em um
patdgeno oportunista quando os sinais ambientais externos sao alterados: ph, temperatura,

umidade, imunocompeténcia, etc. (18).

Os patdgenos que causam infecgdes flngicas, como Candida albicans, sdo
disseminados e podem afetar a pele e a superficie mucosa, podendo causar infec¢cdo
sisttmica. Espécies de Candida estdo presentes em até 400.000 doencas flngicas

sistémicas (19).

A levedura Candida é um patdgeno oportunista presente na microbiota normal, que
pode crescer demais em individuos imunocomprometidos e causar infeccdes
disseminadas (4). As infecgdes relacionadas a Candida estdo se tornando uma ameaca
universal a saude humana, quando associados aos grupos de risco: imunocomprometidos,

idosos, gestantes, neonatos, portadores de HIV ou outros virus imunossupressores,
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transplantados, pacientes portadores de neoplasias, em uso de dispositivos invasivos e

submetidos a intervencdo médica agressiva (2).

Condicbes de saude imunocomprometidas, disbiose da microbiota ou alteracdes
ambientais podem levar ao crescimento excessivo de C. albicans, causando infecg¢bes que
variam desde infeccOes superficiais da mucosa até infecgdes graves disseminadas por via

hematogénica (20).

A capacidade da C. albicans infectar o hospedeiro é consequéncia de diversos
fatores de viruléncia e microbianos, exemplificados pelo polimorfismo, secrecdo de
enzimas hidroliticas e pela formacao de biofilmes. Esses fatores resultam coletivamente

em adesdo, invasao e danos celulares (20,21).

Candida albicans aparece em diversas formas morfoldgicas (blastdsporos,
pseudohifas e hifas). Os blastosporos se dividem assexuadamente por brotamento.
Durante esse processo, novo material celular € formado na superficie do blastésporo. O
novo botéao cresce a partir de um pequeno blastosporo selecionado e, na maioria das vezes,
esta localizado distalmente ao local de uma cicatriz causada pelo nascimento, apos a qual
comeca a fase de crescimento. Apos o término da fase de crescimento, as células se

dividem, onde a filha se separa da célula mée criando uma particéo (22).

O polimorfismo implica a transi¢do de C. albicans de uma forma comensal para
uma forma patoldgica, que depende de mudancas no ambiente em que esta localizado. E
caracterizada pela transicdo morfoldgica dos blastosporos em hifas, e a forma de transicéo
entre as pseudohifas (23).

A secrecdo de enzimas hidroliticas esta presente em Candida albicans. As
enzimas hidroliticas facilitam as caracteristicas comensais e patogénicas, como a ligacao
ao tecido hospedeiro, causando a ruptura da membrana da célula hospedeira. Por causa
destas enzimas, é possivel a invasao das superficies das membranas mucosas e dos vasos
sanguineos, e elas também participam no impedimento da resposta imunolégica do
hospedeiro. As trés principais enzimas produzidas por C. albicans sdo SAP (aspartil
protease secretada), fosfolipase e hemolisina (24).

A comunicagdo da célula com o ambiente externo ocorre atraves da membrana

celular. Os esterois na membrana celular sdo extremamente importantes, conferindo a
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célula estabilidade, rigidez e resisténcia a estressores fisicos. O Ergosterol é o esterol mais
representado e é caracteristico da membrana celular dos fungos (25).

O Ergosterol é um esterol que faz parte da composicdo da membrana celular
fangica, ndo encontrado em células humanas ou animais, tornando-se um alvo

farmacoldgico de grande importancia para a maioria dos antifingicos (26).

A formacéo de biofilme é uma propriedade da patogénese da C. albicans. A maioria
das infecgBes causadas por C. albicans esté relacionada a criacdo de um biofilme na
superficie do hospedeiro ou em superficies abidticas (implantes), o que leva a alta
morbidade e mortalidade. Como C. albicans pode fazer a transicdo morfologicamente de
levedura para hifas, seu biofilme é uma estrutura complexa de diferentes formas

morfolodgicas. O biofilme se desenvolve através de varias fases consecutivas (27).

Assim sendo, a levedura C. albicans pode aderir a superficie de dispositivos, como
o cateter e formar biofilmes, facilitando as infeccdes pela corrente sanguinea, além de ser

um importante fator de resisténcia a terapéutica convencional (28).

Dentre os fatores do hospedeiro relacionados as infec¢bes fungicas por C. albicans
evidenciam-se 0 uso de antibiéticos de largo espectro, tempo prolongado de internacéo
hospitalar, neutropenia, nutricdo parental, sonda vesical, ventilagdo mecanica, cateter

venoso central e colonizacao de sitios anatdmicos por leveduras (8).

Supde-se que as taxas de incidéncia relativamente altas de C. albicans e nédo
C.albicans estejam intimamente relacionadas com sua resisténcia recalcitrante a agentes
antifangicos convencionais, incluindo, por exemplo, Azdlicos, Poliénicos e
Equinocandinas (29). Uma preocupacdo crescente é a frequéncia de isolados
multirresistentes de C. albicans e ndo albicans, que exibem resisténcia cruzada a Azélicos

em pacientes especialmente de alto risco que recebem profilaxia antifungica (3).

2.2 Terapia antifungica

As infeccOes por Candida albicans fazem parte da microbiota normal em cerca de
50% dos individuos. Variam desde infeccBes superficiais debilitantes até infecgdes

sistémicas, invasivas e potencialmente fatais (30).
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A formacdo de biofilmes é outro fator que aumenta a resisténcia dos
microrganismos aos medicamentos. As células do biofilme mostram diferencas na

morfologia, fisiologia e expressao génica em comparacdo com a forma planctonica (31).

Os biofilmes sdo notdrios por crescerem em dispositivos médicos implantados,
como cateteres, marca-passos, dentaduras e articulagbes protéticas, que fornecem uma
superficie para o crescimento do biofilme. Além dessas superficies abioticas, os biofilmes
também podem crescer em superficies bidticas, como os revestimentos epiteliais das

mucosas (32).

C. albicans € naturalmente sensivel aos antifangicos sistémicos, eventualmente séo
resistentes a Anfotericina B (Poliénicos) e, sdo poucos os relatos de resisténcia as
Equinocandinas. A resisténcia aos Azdlicos estd geralmente associada a exposicdo
prolongada a estes farmacos. Infecgdes fangicas causadas por leveduras do género
Candida sdo frequentemente tratadas com antifungicos Azélicos, principalmente, o
Fluconazol. A resisténcia a agentes antifungicos, como a que acontece com o Fluconazol,

pode ter diferentes origens (33).

O Fluconazol representa uma das principais linhas de profilaxia e terapia
direcionada para candidiase. A infec¢do por C. albicans tem alta taxa de mortalidade,
apesar da presenca de tratamento antifungico. No entanto, a aquisicao de resisténcia ndo
explica todas as falhas de tratamento. A tolerancia aos antimicrobianos pode ser definida
como a capacidade dos organismos de suportar a presenca do agente antimicrobiano,
sobreviver e resistir a morte em concentragdo superior a concentracdo inibitéria minima
identificada (CIM). A tolerancia aos Azdlicos é amplamente descrita em C. albicans
(22,23).

As Equinocandinas (Caspofungina, Micafungina ou Anidulafungina) sdo as drogas
de escolha para a maioria dos casos de candidemia e candidiase invasiva, bem como, o
esquema terapéutico para pacientes criticos ou gravemente enfermos por candidiase
sistémica (36). Fluconazol € indicado para pacientes clinicamente estaveis; e,
alternativamente, VVoriconazol ou Anfotericina B, caso haja intolerancia, disponibilidade
limitada ou resisténcia a outros antifingicos. Além disso, em pacientes com candidiase
invasiva, condigdes predisponentes, como neutropenia, imunossupressao, uso de

antibacterianos de amplo espectro e cateteres intravenosos, devem ser revertidas ou, se
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possivel, controladas. O tratamento da candidemia é mantido por 14 dias ap6s a Ultima

hemocultura negativa (37).

A estratégia de tratamento da candidiase cutanea depende da localizacdo da
infeccdo, da sua extensdo e do estado imunoldgico do paciente. A maioria geralmente
responde a agentes antifungicos topicos, mas se 0 paciente estiver imunocomprometido,
com areas extensas afetadas ou ndo responder a terapia tdpica é necessario tratamento
sistémico (37). Geralmente, a candidiase mucocutanea responde bem aos Azolicos
topicos (Miconazol, Clotrimazol e Econazol). Dos Poliénicos topicos, a Nistatina é a mais
utilizada, especialmente para candidiase oral e vulvovaginal (4). Se for necessario
tratamento sistémico, o Fluconazol é geralmente o medicamento de escolha (37). As
escolhas alternativas sdo o Itraconazol ou um dos Triazélicos de segunda geragdo
disponiveis. Se o paciente ndo responder ao tratamento com Azolicos, entdo a terapia com

Anfotericina B deve ser tentada.

Os membros da classe de medicamentos antifungicos Equinocandina
(Micafungina, Anidulafungina, Caspofungina) também mostraram eficacia em infecgdes
por Candida. O amplo espectro de atividade fungicida contra as espécies de Candida, os
menores efeitos colaterais e perfil de interacdo favoravel faz da Caspofungina a terapia

de primeira linha para as diversas manifestacdes clinicas da candidiase (38).

Até recentemente, o Cetoconazol também era comumente usado, mas a EMA
(European Medicines Agency) e a FAD (Federal drug Administration) retiraram-no
devido ao potencial hepatotdxico e hoje seu uso esta restrito apenas a infec¢des fungicas

complicadas e ndo responsivas (4).

Ao contrario da diversidade de classes de antibioticos disponiveis para uso contra
patdgenos bacterianos, a terapéutica de infecgBes fungicas invasivas é limitada, pois ha
apenas trés classes de farmacos convencionais utilizados. Dentre os antiflngicos
utilizados na terapéutica de candidiases invasivas destacam-se 0s Azolicos, como
Fluconazol, derivados Poliénicos, como Anfotericina B, e do grupo das Equinocandinas,
a Caspofungina (39). O fenbmeno da resisténcia a esses medicamentos se deve
principalmente a prescrigéo indiscriminada e irracional: aumento de doses terapéuticas e

uso prolongado, abandono de tratamento e falta de rigor na comercializagéo (4).
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A eficécia limitada ndo € o Unico desafio terapéutico. Hoje, ha uma resisténcia
crescente dos patdgenos aos agentes antifungicos, e as espécies de Candida estdo entre
elas (40).

Entretanto, todas as classes possuem inconvenientes, como duragdo extensa do
tratamento, toxicidade e alto custo, tornando-se obstaculos na adesdo do paciente ao
tratamento. Adicionalmente, observa-se um aumento na incidéncia de cepas
multirresistentes, ou seja, caracterizadas pela resisténcia de pelo menos 3 classes de

antifungicos (41).

Infelizmente, essas opgdes de tratamento tornaram-se insatisfatorias devido ao
aumento do desenvolvimento de resisténcia, a pressdo seletiva, a indisponibilidade de
antifingicos convencionais para administracdo sistémica e aos efeitos adversos em

concentracdes mais elevadas do medicamento (36).

As infeccbes fangicas por C. albicans invasivas ou persistentes tem sido
particularmente um problema no ambiente hospitalar, particularmente em pacientes
imunocomprometidos. Principalmente devido ao pequeno arsenal terapéutico
antifangico, além do alto custo total do tratamento, efeitos adversos dos farmacos e
aparecimento de cepas resistentes. Isso impulsiona a busca de alternativas a este cenario
(42).

Além de conhecer os fatores de viruléncia e mecanismos de patogenicidade de C.
albicans, também é necessario o conhecimento dos fatores predisponentes essenciais para
o desenvolvimento da candidiase. Desta forma, aumenta-se a possibilidade de prevenir a
ocorréncia de infecgbes causadas por C. albicans, e criam-se oportunidades para

desenvolver novas possibilidades diagnosticas e terapéuticas (24).

O uso indevido de medicamentos antimicrobianos intensificou-se
dramaticamente, gerando uma enorme preocupacao nos sistemas de salde devido ao
surgimento de patdgenos multirresistentes, afetando cerca de cinco milhdes de pessoas
em todo o mundo (43). Tais condicdes levaram a humanidade a uma era conhecida como

pos-antibidtica, tornando as infecgdes mais fortes e os antibioticos indteis (44).
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2.3 Croton lechleri

O uso de produtos naturais, sejam ele de origem animal, vegetal ou até mesmo
mineral para se tratar doengas humanas € uma pratica muito antiga e considerada como
pioneira na agdo medicinal. A grande maioria das drogas existentes se originaram de
produtos naturais ou de compostos derivados de produtos naturais. Até o final do século
XIX, os unicos medicamentos disponiveis para tratamento de doencas animais e humanas
eram 0s extratos brutos e semi-puros de plantas, microorganismos, animais e minerais.
Atualmente, nos paises industrializados, cerca de 50% dos medicamentos prescritos s&o

derivados ou sintetizados de produtos naturais (11).

Em relacdo a C. albicans, os produtos naturais derivados de plantas possuem
diversos mecanismos de acdo microbicida, baixo custo comercial e uma ampla variedade
potencial a ser explorada para o combate a essa espécie de fungo e as novas formas

resistentes, que a cada vez mais requerem tratamentos alternativos (45).

Diante deste cenario, estratégias de uso racional dos antifungicos e busca de novas
alternativas terapéuticas se fazem necessarias. Os produtos naturais e seus derivados sdo
reconhecidamente importantes na pesquisa farmacoldgica. Devido a sua abundancia, facil
manuseio e boa capacidade biossintética, estes sdo uma importante fonte para o
desenvolvimento de novas moléculas, de maior eficacia e seguranca. Nos Gltimos anos
esses produtos e seus derivados tém sido ber¢o para esses estudos, resultando em novas

opg¢des promissoras de tratamento, incluindo antifangicos (46).

Evidéncias crescentes mostram o enorme potencial antifingico de quantidades de
drogas de plantas medicinais que sdo facilmente acessiveis e menos toxicas para humanos
com atividades antifungicas decentes e precos razoaveis (47). Outro potencial dos
produtos naturais extremamente relevante para o futuro da medicina se encontra na
capacidade de resolver, a curto prazo, os problemas relativos a resisténcia bacteriana. A
grande variedade dos produtos naturais, aliada aos métodos de engenharia genética se
mostraram eficazes no combate as bactérias que se mostram resistentes aos antibioticos

mais prescritos e consolidados no mercado (48).

Devido a crescente evidéncia de resisténcia a antimicrobianos e antiflngicos,
varios estudos tém sido desenvolvidos visando a identificacdo e avaliagdo de alternativas

terapéuticas eficientes. Os produtos naturais, em particular os derivados de plantas, tém
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sido explorados com esse proposito; o potencial terapéutico dos fitoquimicos, os efeitos
sinérgicos entre eles e os mecanismos de acdo relacionados foram extensivamente
estudados. No entanto, muitos extratos e ou compostos de origem vegetal permanecem
desconhecidos e podem constituir um tratamento alternativo ou complementar para a
candidiase (49).

No Brasil, 0 uso de plantas na medicina popular para prevencdo e tratamento de
diversos distarbios de satde € uma pratica comum. Entre as plantas populares utilizadas
para esse fim estd o Sangue de Dragdo. Também é usado entre outras formas de
tratamentos para doengas como anemia, bronquite e asma (50).

Estudos de diversos autores demonstraram que espécies do género Croton
possuem atividade antimicrobiana contra diversas espécies de bactérias e fungos, além de

atividade moduladora de drogas antibacterianas e antifngicas (51).

O possivel efeito medicinal dessa planta vem da sua utilizagao por tribos indigenas
para o tratamento de feridas infectadas, no entanto, nos Gltimos anos, ela passou a ser
aplicada em diversas situacdes (52). A sangra d”agua é empregada tradicionalmente para
varios fins, como antibiotico, analgésico, anti-inflamatério, cicatrizantes, dentre outros
(53).

Durante séculos, os residentes indigenas da América do Sul usaram plantas
botanicas amazonicas para a cicatrizacdo de feridas e cura de enfermidades. Sangue de
Dragdo, também conhecido como sangre de grado e sangre de drago, é derivado de C.
lechleri da familia Euphorbiaceae (54). Quando cortada, sangra uma seiva vermelha,
fornecendo o homo6nimo "Sangue de Dragao"”. Os amazonenses usam Sangue de Dragao,
fresco ou como po seco, em remédios para dor de garganta, urticaria, cancer, antisséptico

vaginal, picadas de insetos, hemostasia, cicatrizacao de feridas e diarreia (37,38).

Entre os membros da familia Euphorbiaceae, Croton destaca-se como o segundo
maior género, com mais de 1.300 espécies de arvores, arbustos e ervas, principalmente

de areas tropicais e subtropicais do mundo (56).

C. lechleri pertence a Familia Euphorbiaceae, apresentando distribuigdo
geografica pantropical, abrangendo as Américas, Africa continental, Madagascar e
Antilhas; no Brasil € encontrada em varios estados, sendo que a disseminacao da espécie

ocorre principalmente nos estados do Acre e Ronddnia, ao longo das margens do rio

24



Madeira. A espécie vegetal é encontrada em florestas com planicie de inundac&o,
geralmente proximos aos rios, assim como em locais alterados antropomorfizados, como

em fragmentos florestais e especialmente em campos de cultivos abandonados (57).

C. lechleri cresce nos territérios da Venezuela, Coldmbia, Equador, Peru, México
e Brasil, bem como, na Europa. Apresenta porte arb6reo médio a grande, podendo
alcancar até 20 m de altura; seu tronco é geralmente fino no méximo 30 cm de diametro,
sendo coberto por casca lisa; suas folhas e flores apresentam grande tamanho, sendo
levemente aromaticas (58). E utilizada como planta fitoterapica no tratamento de
canceres, apresentando também acéo citotdxica, cicatrizante, adstringente, mutagénica e
antimutagénica, antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e no tratamento de

desordens gastricas (58).

Sua casca produz um latex viscoso cor de sangue, por este motivo a planta é
conhecida como sangue de dragdo (59). O latex apresenta compostos fenolicos, incluindo
protoantocianidinas, catequinas, epicatequina, galocatequina e epigalocatequinas,

alcaléide como taspina e a lignana 3,4-O-dimetilcedrusina (60).

O latex de C. lechleri é extraido com pequenos cortes feitos no tronco da arvore.
Em algumas regi6es do Brasil e do Peru, a &rvore vem sendo derrubada como forma de
extrativismo predatorio. No estimulo de protecdo da espécie, no estado do Acre, Brasil,
foi criado um manual de colheita do latex sem prejudicar a evolugdo do vegetal,

minimizando os efeitos de estresse (61).

Neste sentido, a seiva obtida da casca das arvores C. lechleri é bastante conhecida
pelos seus beneficios a salde e, como tal, € amplamente utilizada na medicina popular
devido as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e
cicatrizantes, principalmente devido aos seus principais constituintes quimicos, como
proantocianidinas (mais de 90% do peso seco da resina), taspina, catequina,

epigalocatequina e epicatequina (62).

2.4 Ultrassom

A primeira aplicagdo do ultrassom terapéutico ocorreu na década de 50, desde

entdo vem evoluindo rapidamente e sendo utilizado em diversas pesquisas, dentre elas,
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as que buscam comprovar sua eficacia frente a bactérias e fungos. As ondas ultrassénicas
sdo capazes de gerar resultados terapéuticos, seja por seu efeito térmico ou acdo mecanica
(63).

O uso terapéutico do ultrassom visa tratar inimeras doengas, principalmente as de
carater reumatologico e traumato-ortopédico, bem como a consolidacdo de tecido 6sseo
e cicatrizacdo de feridas (64). Tal efeito biologico € causado pela energia mecanica

gerada pelo equipamento de ultrassom (65).

Os efeitos térmicos sao reducéo de dor, aumento da perfusao, diminuicdo da rigidez
articular, aumento da excitabilidade do colageno e cicatrizacao tecidual, tendo-se em vista
que o metabolismo aumenta com a elevacdo da temperatura. O aquecimento de 2° C a 3°
C diminui a dor e o0 espasmo muscular e a rigidez entre as articulaces reduz com o
aumento de 4° C (66).

Dentre os efeitos ndo térmicos destacam-se a estimulagdo e regeneracao de tecidos
moles e 6sseo, aumento do fluxo sanguineo, vasodilatacdo e mudancas no metabolismo
causados pelas ondas mecanicas (67). Existem dois modos de aplicacdo das ondas

ultrassdnicas em terapia, conhecidos como continuo e pulsado (68).

Quanto maior a frequéncia, mais superficial seré a penetracao e, por fim, a duracéo
do tratamento (15), que ndo pode exceder trinta minutos, para que ndo provoque
gueimaduras no paciente e danos ao aparelho. O efeito térmico é produzido pelo
ultrassom continuo, devido a vibracdo mecénica constante dos tecidos irradiados, ao
contrario do modo pulsado, em que a quantidade de calor produzida é pouca, pois a

emissdo é intermitente prevalecendo assim o efeito puramente mecéanico (14).

O ultrassom causa uma série de “efeitos biologicos", dentre eles a cavitagao
acustica, em que o crescimento e o colapso de microbolhas em meio liquido gera forcas
mecanicas como ondas de choque, sendo este um dos mecanismos do efeito
antimicrobiano do ultrassom, pois, ao gerar forgas de cisalhamento aumenta a captagéo
de antibidticos e antifungicos, em razdo do aumento da permeabilidade da parede celular
fangica, danificando os microrganismos (13,49).

A ultrassonicagdo é diferente porque os efeitos quimicos ocorrem a partir da
cavitacdo acustica. A imploséao das bolhas na solugcéo causa um pulso de pressao imediato

e alta temperatura na solugdo. Como resultado desta cavitagao acustica, consegue-se uma
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intensa micro-mistura local. As vantagens da sintese sonoquimica podem ser atribuidas a
taxa da reagdo quimica ultrassonica, que é alta devido ao alto nimero de colisbes entre as

moléculas dos reagentes (70).

Supbe-se que cavitacdo estavel, cavitagdo inercial e processos relacionados ao
ultrassom, como microstreaming acustico e cisalhamento hidrodindmico, podem causar
danos ao citoesqueleto e as membranas celulares. Esses fendmenos também podem
aumentar a entrada do sensibilizador aumentando a permeabilizacao dos tecidos e células-
alvo (71).

A medida que a frequéncia do ultrassom aumenta, os raios oscilatdrios das bolhas
sob condigdes de cavitagdo tornam-se menores; portanto, a frequéncia ultrassonica pode
ditar a dindmica das bolhas e, consequentemente, os resultados sonodinamicos. Foi
demonstrado que a maioria dos sonossensibilizadores responde ao ultrassom com
frequéncia variando de 0,2 a 3 MHz (53, 54).

Assim, o uso do ultrassom em baixa frequéncia e baixa intensidade in vitro
associados a farmacos antifungicos tem-se demonstrado promissor, aumentando

significativamente a mortalidade celular da C. albicans (15).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito in vitro do ultrassom associado ao C. lechleri sobre a inibicdo de

C. albicans.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar o impacto da utilizagdo do ultrassom na inibi¢cdo do crescimento de

celulas fungicas.

e Analisar a atividade antifingica do ultrassom na frequéncia de 1 MHz em modo

continuo associado a diferentes concentra¢des de C. lechleri sobre C. albicans.
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4 METODO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Doencas Infecciosas dos Animais
do Curso de Medicina Veterinaria (LADIA) e Laboratério de Quimica, da Universidade
Federal do Acre (UFAC). O experimento necessitou a distribuicdo seletiva e criteriosa de
atividades por meio de dois ensaios laboratoriais (A e B) realizados em periodos distintos
a partir da adaptacdo da técnica utilizada por Yang et al. (2018), para se verificar a
reprodutibilidade. Posteriormente os dados foram agrupados para analise em conjunto

para se obter maior nimero amostral.

Foi previamente selecionada uma cepa padrdo de C. albicans
(AATCC®10231TM). Foram organizados e esterilizados todos os instrumentos e
vidrarias, bem como, selecionado todo o material e insumos necessarios para a realizagdo
do experimento. Nos ensaios laboratoriais foram utilizados meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (ASD), caldo Sabouraud Dextrose, Fluconazol 150 mg do (®
LUPIN/MEDQUIMICA), seiva do Sangue de Dragéo (C. lechleri) da empresa Encantos
da Floresta, Centrifuga SL-700/SOLAB e o aparelho de ultrassom fisioterapéutico
modelo Sonomed I11 da Ibramed, na frequéncia de 1 MHz e intensidade de 1 W/cm2, por

5 minutos, associados ou ndo ao C. lechleri em diferentes concentragdes.

Para a preparacdo do meio de cultura e caldo foram utilizadas as propor¢oes de 65
g e 30 g respectivamente diluido em 1.000 ml de 4gua destilada. Logo ap6s, o clorafenicol
foi adicionado ao meio e caldo na proporgdo de 200mg/L, a fim de evitar proliferacéo
bacteriana.

De acordo com o estudo laboratorial, a seiva do Sangue de Dragéo (C. lechleri) da
empresa Encantos da Floresta utilizada nos ensaios laboratoriais apresentou-se com 86,84
% de umidade, 6,86 mg de matéria seca e 14 g/ml de densidade.

Um recipiente plastico foi adaptado e confeccionado utilizando-se um galdo de 5 L
a fim de possibilitar o uso do transdutor de ultrassom submerso em &gua, de acordo com

a Figura 1, evitando-se, dessa forma, o aquecimento do ultrassom.
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Figura 1: Recipiente plastico adaptado e confeccionado utilizando-se um
galdo de cinco litros para uso do transdutor de ultrassom submerso em
agua.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Os dados foram tabulados em planilhas eletronicas Excel-2021 (Microsoft®) e o
tratamento estatistico realizado com a utilizacdo do software livre Jamovi versao 2.3.21.
Na sequéncia, promoveu-se os célculos dos pardmetros de tendéncia central: média,
desvio padrdo e coeficiente de variacdo, bem como, do valor P de Shapiro-Wilk, indice
de inibicdo relativa, indice de confiabilidade e consisténcia interna: coeficiente de
Pearson, a de Cronbach, ® de McDonald. O indice de inibicéo relativa de C. albicans foi

calculado como uma porcentagem da atividade do grupo controle definida como 100%.

Os parametros de tendéncia central foram expressos por meio de tabelas e
diagramas de caixa, de acordo com 0s oito grupos distintos: controle negativo, controle
positivo (Fluconazol), tratamento apenas com ultrassom (UST), tratamento apenas com
C. lechleri 100 pL (CI100) e com C. lechleri 150 pL (CI150), tratamento com ultrassom
associado ao Fluconazol (UST+FLU) e tratamento com ultrassom associado a
concentrages de 100 pL e 150 pL de C. lechleri, (UST+CI100) e (UST+CI150),

respectivamente.

Em todos os grupos de trabalho foram realizadas triplicatas com os resultados das
médias da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), bem como, da area
percentual ocupada, do tamanho médio e area total. Na sequéncia, foi realizado o
processamento digital e analise das imagens por meio do software livre ImageJ.
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4.1 Técnica de semeadura por esgotamento

Utilizou-se a cepa padrdo de C. albicans previamente selecionada para a realizacédo
do cultivo, através da técnica de semeadura por esgotamento em meio de cultura ASD.

Com o auxilio da alga bacterioldgica de platina, foram estriadas cepas em duas placas de

Petri e incubadas por 24 h a 37° C, de acordo com a Figura 2.

Figura 2: A- Técnica de semeadura por esgotamento. B- Crescimento fngico ap6s incubagdo por 24 h
a37°C.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.2 Inoculagdo em meio liquido
ApoOs a observacdo do crescimento fungico, com o auxilio da alca bacteriologica

descartavel, foram inoculadas duas col6nias de C. albicans em 100 ml de Caldo

Sabouraud Dextrose e incubadas por 24 h a 37° C, de acordo com a Figura 3.
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Figura 3: Inoculagdo de duas
colénias em 100 ml de caldo
Sabouraud Dextrose por 24 h a
37°C.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.3 Centrifugacao das suspensdes fungicas

Foram preparadas suspensdes fungicas padronizadas na escala 0,5 Mc Farland
equivalente a 1,5 x 108 células/mL distribuidas em tubos de ensaio de 15 ml, de acordo

com a Figura 4.

Escala McFarland

]
.,Arllllﬂu

1
i

Figura 4: Preparagdo das suspensfes
fangicas na escala 0,5 Mc Farland.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.



Uma aliquota de 1 ml desta suspensdo foi colocada em 24 tubos falcon de plastico

de 15 ml e centrifugadas a 3.600 rpm por 15 minutos, de acordo com a Figura 5.

Figura 5: Centrifugacdo das suspensdes
fangicas a 3.600 rpm por 15 minutos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Foram preparados quatro caldos distintos de 100 ml, viabilizando desta forma a
préxima etapa do ensaio laboratorial (transferéncia das suspensdes fangicas), de acordo
com a Figura 6. O primeiro caldo apresentou-se puro, sem adi¢cdo nenhuma. O segundo
caldo com a adi¢do de Fluconazol, na proporc¢éo de 0,0012 g para 100 ml. A concentracédo
de Fluconazol utilizada no presente estudo seguiu a concentracdo Inibitéria Minima capaz
de inibir em 50% (CIM50) o crescimento de C. albicans, quando comparada com 0
crescimento sem antifangico que, de acordo com Cunha et al. (2016), é de 12 pg/MI. O
terceiro e o quarto caldos foram preparados com a adigéo de C. lechleri nas concentracoes

de 100 pL e 150 pL respectivamente.

Figura 6: Preparacdo e acondicionamento de quatro caldos distintos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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4.4 Transferéncia das suspensoes fungicas

Na sequéncia, foi desprezado o sobrenadante dos 24 tubos falcon submetidos a

centrifugacdo e o pellet de células foi ressuspenso em 1 ml de solugdo salina fisioldgica.

As suspensdes fungicas ressuspensas foram transferidas para as placas de acrilico,
de acordo com os grupos do experimento. S&o eles: placas (caldo puro), placas (caldo
com Fluconazol) e placas (caldo com C. lechleri 100 pL) e placas (caldo com C. lechleri
150 pL), de acordo com a Figura 7. As placas de acrilico utilizadas sdo de 60 mm de

didametro por 15 mm de altura.

Figura 7: A- Ressuspensdo fungica em 1 ml de solugdo salina fisioldgica. B e C- Transferéncia das
ressuspensdes fungicas para as placas de acrilico.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.5 Exposic¢do das suspensdes ao Ultrassom

Na sequéncia, as triplicatas de cada grupo foram submetidas ao tratamento com
ultrassom, com excecéo dos grupos controle, Fluconazol, C. lechleri 100 uL e C. lechleri
150 pL. Quatro grupos foram tratados com ultrassom: UST, UST+FLU, UST+C. lechleri
100 pL e UST+C. lechleri 150 pL de acordo com a Figura 8.

O grupo controle foi mantido sem qualquer tratamento: Fluconazol, C. lechleri ou

ultrassom. J& 0s grupos experimentos, os tratamentos ocorreram com a adi¢do de
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Fluconazol ou C. lechleri, bem como, associados ou ndo a exposicdo ultrassénica de 1

W/cm? com frequéncia de 1 MHz, em modo continuo, por 5 minutos.

Figura 8: Exposicéo das suspensdes fungicas dos grupos UST, UST+FLU, UST+C. lechleri 100 pL e
UST+C. lechleri 150 pL ao Ultrassom.
Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.6 Ensaio de viabilidade celular

Logo apds o tratamento com ultrassom, foram retirados 100 pL de cada in6culo das
placas Petri de acrilico e imediatamente semeadas, pela técnica de gotejamento, e
espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigalski, em meio ASD e incubadas por 24 h

a 37° C, a fim de determinar as UFC de acordo com a Figura 9.

Figura 9: A- Semeadura pela técnica de esgotamento e espalhamento com o auxilio de uma alga de
Drigalski em placas com meio ASD. B- Placas de Petri incubadas por 24 h a 37° C.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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4.7 Analise automatizada ImageJ

No ultimo dia do experimento, o registro fotografico das placas de todos 0s grupos
foi realizado por meio de telefone celular, com o objetivo de avaliar a inibicdo do
crescimento de UFC de C. albicans. Na sequéncia, promoveu-se 0 processamento digital
e a analise das imagens por meio do software livre Imagel, através de comandos em
quatro etapas: 1) Pré-processamento, 2) Formatacao, 3) Binarizacéo e 4) Processamento.
As funcdes disponibilizadas no Menu inicial, de acordo com a Figura 10, oportunizaram
0 processamento da contagem automatizada de UFC, bem como, o célculo da area

percentual ocupada, tamanho médio e area total de cada registro fotografico.

¢ ImageJ [:J | E’ﬂ

File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help

B 0/coi<|4+]\AQO2pwfsal /4 (8] 2] [»

Figura 10: Funcdes disponiveis no Menu inicial do software ImageJ.

7

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Segue a descri¢do detalhada dos comandos utilizados ao longo das etapas do

processamento e andlise das imagens automatizadas pelo Image J.

1) Pré-processamento:
a) Clique em FILE ou CTRL+O e selecione um arquivo de imagem no formato JPG

de acordo com a Figura 11.
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Figura 11: A- Menu File/Open (Ctrl+0). B- Sele¢do de um arquivo de imagem no formato JPG
Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

b) Selecione a ferramenta Eliptical para delimitar circularmente a &rea que o programa
deveré reconhecer.

c) Clique em EDIT, cliqgue em CLEAR OUTSIDE para subtrair a imagem externa ao
circulo, limitando a area de analise somente ao circulo. A area externa ao circulo

deverd ficar preta de acordo com a Figura 12.

lhlage Process A}naryze ‘Pluglns Window vHelp
o vz NA|D|ald] o /] a4

Cut Criex [ (alt or long click to switch)

Copy Cri+C
Copy to System
! Paste Cir+V
| Paste Control

Ciri+F

il
i’ﬂ?ﬂ Cir+D

Figura 12: Menu Edit/Clear outside.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
2) Formatacao:

a) Clique em IMAGE, depois em TYPE e 8-Bit, objetivando a configuracdo da imagem
através da conversdo para escala com 256 tons de cinza de acordo com a Figura 13.
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Figura 13: Menu ImageJ/Type/8 bits.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

3) Binarizacao:

a) Clique em IMAGE, depois em ADJUST e THRESHOLD para permitir o ajuste dos
niveis, ou seja, determinar o limite de contraste branco e preto utilizando a barra de

rolagem de acordo com a Figura 14.

Threshold
—i’r
2291 %
Eil 2
R I I ) (I

|Default | [paw ~|
I™ Dark background I~ Stack histogram
I” Dontresetrange
Auto | Apply I Reset I Set I

Figura 14: Menu Image/Adjust/Threshold.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

a) Na janela aberta selecione a opcdo B&W (imagem em preto e branco) e aplique
através do comando Apply.

b) Selecione novamente a ferramenta Eliptical para delimitagdo da area trabalhada.
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¢) Clique em PROCESS, depois BINARY e WATERSHED para promover a
separagdo e numeragdo das UFC que se comunicam entre si de acordo com a
Figura 15.

Figura 15: Menu Process/Binary/Watershed.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4) Processamento:

a) Clique em ANALYSE, depois em ANALYSE PARTICLES. Na janela de dialogo
aberta selecione os comandos abaixo a fim de refinar e disponibilizar os resultados
da analise de particulas: Display results, exclude on edges, size, circularity, show,
outlines e sumary, de acordo com a Figura 16.

Edt Image Process Plugins” Window Help
O /| £ Measure Ctri+M »i, _j_J ﬁ_’ A

Summarize

4 Analyze Particles

Size (pxeir2): | 0-dnninity B
Circutanty: | 0.00-1.00 |

Show. [ENCITrE ~ |
|1 Distribution...

i < Display resuits ¥ Exclude on edges
= Label | ™ Clearresults I~ Include holes
C\ea} Results T Summarize I Record starts
5 b I Acdto Manager I In situ Show
i-. Set Measurements .
2 S —— oK Cancet | Heip
i SetScale:. : : !

Figura 16: Menu Analyse/Analyse particles.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios laboratoriais A e B

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados do efeito antifingico do ultrassom
associado ao C. lechleri por meio da contagem automatizada de UFC e area percentual
dos ensaios A e B, permitindo a andlise dos parametros de tendéncia central: média,

desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

A Tabela 1 apresenta os resultados dos pardmetros de tendéncia central dos

ensaios A e B consoantes a UFC dos grupos.

Tabela 1: Média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) das UFC dos ensaios A e B.

UFC
GRUPOS A B
Média+DP Ccv Média+DP CVv

CONT 1.089+177 16,25% 1.218+332 27,25%
FLU 939+100 10,64% 947+584 61,66%

Cl 100 365+57,5 15,75% 354+170 48,02%

Cl 150 525+78,9 15,02% 790+359 45,44%
UST 454+41,6 9,16% 262+132 50,38%
UST + FLU 494+26,7 5,40% 323+49,8 15,41%
UST + CI 100 251+50,4 20,07% 197+9,45 4,79%
UST + CI 150 476+194 40,75% 549+91,5 16,66%

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 pL (CI100), C. lechleri 150 uL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150).

Comparando-se os ensaios laboratoriais, observa-se 0 aumento da média de UFC
em trés grupos: CONT, CI150 e UST+CI150, com destaque para os grupos CONT (1.089
para 1.218) e CI150 (525 para 790). Em contrapartida, nota-se a reducdo da media nos
grupos: UST, UST+FLU e UST+CI100, com destaque para os grupos UST (454 para 262)
e UST+FLU (494 para 323). Os grupos CI1100 e FLU mantiveram as médias aproximadas

nos ensaios A e B, com valores de (365 para 354) e (939 para 947), respectivamente.

Dentre os resultados mais significativos estdo presentes os grupos: UST+CI100,
CI100, UST, UST+FLU e UST+CI150. O grupo UST+CI100 apresentou os resultados

mais significativo de UFC (251 e 197), respectivamente aos ensaios A e B.

No tocante ao DP, observa-se no ensaio B o0 aumento em seis grupos e reducéao

somente nos grupos UST+CI100 e UST+CI150. A heterogeneidade do ensaio B explica-
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se pela presenca de quatro grupos com CV alto, isto €, acima de 30%. Dentre eles: UST
(50,38%), Cl 100 (48,02%), Cl 150 (45,44%) e FLU (61,66%) que a exemplo apresentou

uma de suas placas com 274 UFC, destoando dos demais resultados (1.243 e 1.324).

O ensaio A apresentou resultados mais homogéneos, ou seja, com menor
dispersdo relativa em relagdo a média, visto que a média sofreu menor influéncia dos

valores extremos.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos parametros de tendéncia central dos

ensaios A e B consoantes a area percentual dos grupos.

Tabela 2: Média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variacdo (CV) das &reas percentuais dos ensaios A
e B.

AREA (%)
GRUPOS A B
Média+DP cV Média+DP CcV

CONT 39,9+4,45 11,15% 44,7+15,8 35,34%
FLU 34,8+5,53 15,89% 23,4+15,6 66,66%

Cl 100 4,32+0,92 21,29% 2,88+1,78 61,80%

Cl 150 8,0+1,76 22,0% 10,4+3,85 37,01%
UST 3,42+0,26 7,60% 1,8+0,05 2,77%
UST + FLU 3,98+0,66 16,58% 2,01+0,19 9,45%
UST + CI 100 2,53+0,27 10,67% 1,42+0,27 19,01%
UST + Cl 150 4,81+1,44 29,93% 6,09+1,66 27,25%

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 pL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150).

Comparando-se o0s ensaios laboratoriais, observa-se aumento da média de area
percentual em trés grupos: CONT, CI150 e UST+CI150. Tais grupos sao coincidentes

quanto ao aumento de UFC verificado na Tabela 1.

O ensaio B mostra-se mais heterogéneo, com areas variando de 1,42% a 44,7%,
diferentemente do ensaio A com variagOes de 2,53% a 39,9%. Na mesma linha de
raciocinio, observam-se os valores de CV aumentados em cinco grupos do ensaio B. A
maior heterogeneidade do ensaio B explica-se pela presenca de quatro grupos com CV
alto. Dentre eles: ClI 100 (61,80%), Cl 150 (37,01%), CONT (35,34%) e FLU (66,66%)
gue a exemplo apresentou uma de suas placas com 5,47% de area ocupada destoando dos

demais resultados com 34,16% e 30,64%.
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Quanto a analise da dispersao absoluta (DP), observa-se que a média sofreu pouca
influéncia dos valores extremos do grupo UST+CI100 (0,27% nos 2 ensaios), bem como,
dos grupos UST (0,26% no ensaio A e 0,05% no ensaio B) e UST+FLU (0,66% em A e
0,19% em B).

Corroborando com os resultados da Tabela 1, o ensaio A mostrou-se mais
homogéneo. Mais uma vez, o grupo UST+CI100 destacou-se com o melhor resultado:

2,53% e 1,42%, respectivamente aos ensaios A e B.

De acordo com as Figuras 17 e 18, observa-se a dispersdo representada pelos
intervalos interquartis dos ensaios A e B, bem como, evidencia os resultados mais
significativos de UFC e &rea percentual associados aos grupos: UST+CI1100, CI100, UST,
UST+CI150 e UST+FLU.

A figura 17 destaca a média de UFC, bem como, os intervalos de cada grupo,
evidenciando a presenca de valores discrepantes no ensaio A: 895 (CONT), 260
(UST+CI150) e no ensaio B: 274 (FLU), 1.527 e 867 (CONT) e 377 (CI150). Observam-
se 0 maior e menor valor de UFC associados aos grupos CONT (1.527) e UST (153) do

ensaio B.
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Figura 17: Valor médio das UFC de C. albicans submetidas aos tratamentos com C. lechleri associados
ou hdo ao ultrassom nas concentracGes de 100 e 150 pL na frequéncia de 1 MHz e intensidade de 1 W/cm?
por 5 minutos de exposicéo.
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* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 pL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST (UST),
UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100), UST+C. lechleri 150 pL
(UST+CI150).

A figura 18 destaca a média de area percentual e intervalos de cada grupo, bem
como, confirma a maior homogeneidade do ensaio A. Destaca 0s resultados mais
significativos: 2,53% e 1,42%, relacionados ao grupo UST+CI100, respectivamente aos
ensaios A e B, bem como, evidencia a presenca de valores discrepantes no ensaio B: 5,47%
(FLU), 26,70% (CONT) e 6% (CI150). Observamos o maior e menor valor de area
percentual associados aos grupos CONT (55,92%) e UST+CI100 (1,13%) do ensaio B.
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Figura 18: Valor médio da area infectada por C. albicans, submetidas aos tratamentos com C. lechleri
associados ou ndo ao ultrassom nas concentragdes de 100 e 150 pL na frequéncia de 1 MHz e intensidade
de 1 W/cm? por 5 minutos de exposi¢éo.
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Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C.lechleri 100 uL (CI100), C.lechleri 150 pL (CI150), UST (UST),
UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C.lechleri 100 pL (UST+CI100), UST+C.lechleri 150 pL
(UST+CI150).

Diferentemente dos programas de contagem manual de UFC, o software ImageJ,
desenvolvido em linguagem Java, permite o processamento das imagens, melhorando a
qualidade e viabilizando a contagem automatizada de placas com crescimento excessivo,
bem como, permite a andlise da inibicdo de C. albicans consoante ao tamanho médio e

area total de UFC dos ensaios A e B de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3: Tamanho médio e area total das UFC dos ensaios A e B.

ClHLFes TAMANHO MEDIO UFC AREﬁggTAL
A B A B
CONT 71,5 67,02 76.582 83.849
FLU 91,46 52,03 86.075 47.140
ClI 100 18,74 27,41 6.969 13.908
Cl 150 32,27 33,18 16.538 26.207
UST 24,01 25,54 10.922 5.690
UST + FLU 32,23 24,33 15.845 7.612
UST + CI 100 27,03 21,30 6.693 4.248
UST + CI 150 17,48 32,67 6.765 18.122

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (CI100), C. lechleri 150 uyL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 puL (UST+CI100), UST+C. lechleri 150
pL (UST+CI150).
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Quanto ao tamanho médio de UFC, o grupo UST+CI100 obteve resultados
significativos, respectivamente aos ensaios A (27,03) e B (21,30). Quanto a area total, 0
grupo UST+CI100 obteve os resultados mais significativos, 6.693 e 4.248, quando
comparados aos resultados menos significativos, FLU (86.075) e CONT (83.849),
respectivamente aos ensaios A e B.

E nitida a inibicAo do crescimento de C. albicans, traduzido pela diminuig&o do
tamanho médio de UFC e area total dos grupos que receberam tratamento do ultrassom

associados ou ndo ao C. lechleri.

De acordo com as Figuras 19 e 20, € possivel comparar visualmente o efeito
antifungico do ultrassom associado ao C. lechleri comparados ao grupo controle, a partir
da contagem de UFC e célculo de area percentual em duas placas selecionadas dos
grupos: controle, CI1100, UST, UST+FLU, UST+CI100 e UST+CI150.
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Figura 19: Placas com registro de UFC e area percentual ocupada por col6nias formadoras de
C. albicans dos grupos controle, C. lechleri 100 pLe UST.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Figura 20: Placas com registro de UFC e area percentual ocupada por col6nias formadoras de C.

albicans dos grupos UST+FLU, UST+C. lechleri 100 pL e UST+C. lechleri 150 pL.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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A Tabela 4 apresenta os indices de confiabilidade e consisténcia interna através
dos coeficientes de Pearson, o de Cronbach e @ de McDonald, de acordo com a correlagéo

entre as variaveis UFC e area percentual ocupada quando comparados os ensaios A e B.

Tabela 4: Analise da reprodutibilidade. Coeficiente de Pearson, a de Cronbach € ® de McDonald das UFC

e area percentual ocupada.

VARIAVEIS .
DOS ENSAIOS Coeficiente de o de Cronbach o de McDonald
Pearson
AeB
UFC 0,77 0,85 0,87
AREA % 0,89 0,93 0,04

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Os indices da Tabela 4 evidenciam bons pardmetros de reprodutibilidade dos

ensaios A e B, demonstrando grau de correlagdo quanto a concordancia entre as variaveis.

O coeficiente de Pearson possui intervalo que varia de - 1 a + 1. Quando o
coeficiente é igual a 1, considera-se perfeito positivo, entre 0,75 e 0,90 considera-se alta

confiabilidade e acima de 0,90 considera-se a confiabilidade muita alta.

A correlacdo de Pearson apresentou alta confiabilidade, quanto a correlacao de
UFC (0,77) e area percentual (0,89). A confiabilidade relacionada a area percentual

mostra-se 0,12 mais significativa do que em relacdo a UFC.

Em relagdo aos indices de o de Cronbach e ® de McDonald, verificam-se
intervalos de valores entre 0,85 e 0,94. Os resultados relacionados a area percentual, bem

como, os valores de @ McDonald mostram-se mais representativos.

N&o obstante, a mensuracao positiva da consisténcia e concordancia dos ensaios
gera resposta e direcionamento quanto a capacidade e a precisdo do método utilizado,

bem como, permite a analise do experimento geral.
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5.2 Experimento geral

Ap0s a tabulacdo dos dados, a fim de confirmar se os resultados se encaixam em
uma analise de distribuicdo Gaussiana de normalidade, foi realizada uma anélise de
normalidade, com o teste de Shapiro-Wilk, obtendo resultados positivos para o teste de

normalidade para todos 0s grupos do experimento.

As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados dos parametros de tendéncia central:
média, desvio padrdo (DP), coeficiente de variacdo (CV), valor P de Shapiro-Wilk e
indice de inibicdo relativa consoante a UFC e area percentual de col6nias formadoras

de C. albicans consoante ao experimento geral.

Na Tabela 5, as médias de UFC apresentam-se entre 1.153 (CONT) e 224
(UST+CI100), representando os extremos dos resultados. Dentre os resultados mais
significativos estdo os grupos: UST+CI100 (224), UST (358), CI100 (359), UST+FLU
(408) e UST+CI150 (513).

Quanto a dispersdo relativa, observam-se nas Tabelas 5 e 6, o coeficiente de
variacdo de UFC entre 41,70% (CI 150) e 19,46% (UST+CI100) e de area percentual
entre 41,92% (FLU) e 25,29% (CONT), respectivamente.

Tabela 5: Média, desvio padrdo, coeficiente de variacdo, valor P e indice de inibicéo relativa das UFC do

experimento, submetidos a tratamento com C. lechleri associados ou néo ao ultrassom com frequéncia de
1 MHz e intensidade de 1 W/cm2, no tempo de 5 minutos.

A
Média+DP CVv Valor-P
CONT 1.153+248 | 21,50% 0617 |  -----

FLU 943+375 | 39,76% 0,384 18,21%

UsT 358+137 | 38,26% 0,216 68,95%

UST+FLU 408+100 | 24,50% 0,471 64,61%

Croton 100 pL 359+114 | 31,75% 0,793 68,86%

lechleri 150 pL 6574274 | 41,70% 0,200 43,02%

UST UST+CL 100 pL | 224+436 | 19,46% 0,051 80,53%

+

|Cr(r)|t|0n' UST+CL 150 uL | 513+141 | 27,48% 0,278 55,51%

ecnieri

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 pL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100 pL), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150 pL).
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Observa-se na Tabela 6, as médias de area percentual entre 42,30% (CONT) e
1,97% (UST+CI100), representando os extremos dos resultados. Esta variacdo de
40,33% representa expressiva inibicdo do crescimento de C. albicans dos grupos
tratados com ultrassom associados ao C. lechleri, de acordo com os cinco resultados
mais significativos: UST+CI100 (1,97%), UST (2,61%), UST+FLU (3%), Cl 100
(3,60%) e UST+CI150 (5,45%).

As Tabelas 5 e 6 evidenciam o resultado mais significativo do grupo UST+CI100
com médias de UFC (224), area (1,97%) e indice de inibigdo relativa de 80,53% e
95,34%, relacionados a UFC e area respectivamente. O indice de inibi¢do relativa
mostra em seus resultados valores maximo e minimo de 80,53% (UST+CI100) e 18,21%
(FLU) relacionados a UFC e 95,34% (UST+CI100) e 31,22% (FLU) relacionados a area

percentual.

Tabela 6: Média, desvio padrdo, coeficiente de variacdo, valor P e indice de inibigdo relativa da area
percentual de coldnias formadoras de C. albicans do experimento, submetidos a tratamento com C. lechleri
associados ou ndo ao ultrassom com frequéncia de 1 MHz e intensidade de 1 W/cm2, no tempo de 5 minutos.

GRUPOS Area % Sr:/%ﬁ)lllio' Inibicgo
Média+DP CVv Valor-P fefativa

CONT 42,3+10,7 25,29% 0,904 | -
FLU 29,1 +12.2 41,92% 0,051 31,22%
UST 2,61+0,90 34,55% 0,067 93,82%
UST+FLU 3,0+1,17 39,0% 0,246 92,90%
Croton 100 pL 3,60+1,49 41,38% 0,793 91,48%
lechleri 150 pL 9,22+2,99 32,42% 0,223 78,20%
UST |UST+CL 100 puL| 1,97+0,65 32,99% 0,782 95,34%

+
|Cr(r)1t|0n' UST+CL 150 uL|  5,45+1,55 28,44% 0,959 87,11%
ecnieri

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 pL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100 pL), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150 pL).

As Tabelas 5 e 6 evidenciam o resultado mais significativo do grupo UST+CI100
com médias de UFC (224), area (1,97%) e indice de inibigdo relativa de 80,53% e
95,34%, relacionados a UFC e area respectivamente. O indice de inibigdo relativa
mostra em seus resultados valores méximo e minimo de 80,53% (UST+CI100) e 18,21%
(FLU) relacionados a UFC e 95,34% (UST+CI100) e 31,22% (FLU) relacionados a area

percentual.

50



As Figuras 21 e 22 reproduzem os resultados obtidos dos ensaios A e B, bem
como, destacam os valores discrepantes ja mencionados anteriormente. A distribuicéo
dos valores de tendéncia central, bem como, a dispersao representada pelos intervalos

interquartis confirma a confiabilidade e consisténcia interna entre os ensaios.

Figura 21: Valor médio das UFC de C. albicans submetidas aos tratamentos com C. lechleri associados
ou ndo ao ultrassom nas concentraces de 100 e 150 pL na frequéncia de 1 MHz e intensidade de 1 W/
cm2 no tempo de 5 minutos de exposic¢éo.

1200 4

UFC

800 -

400 1 % E -
m @ @ﬁ Az

CONT FLU CL100  CL150 UST  UST+FLU  UST+CL100 UST+CL150
GRUPQ

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 puL (UST+CI100), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150).
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AREA %

A Figura 22 evidencia os resultados de area percentual mais homogéneos, ou seja,

com menor dispersdo em relacdo a média.

Figura 22:Valor médio da area infectada por C. albicans, submetidas aos tratamentos com C. lechleri
associados ou ndo ao ultrassom nas concentracGes de 100 e 150 pL na frequéncia de 1 MHz e
intensidade de 1 W/ cm2 no tempo de 5 minutos de exposicéo.
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* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (CI100), C. lechleri 150 pL (CI150), UST
(UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100), UST+C. lechleri
150 pL (UST+CI150).
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6 DISCUSSAO

6.1 Género Croton

Observa-se na literatura cientifica relatos de pesquisas in vitro descrevendo a
eficacia comprovada de espécies do género Croton frente a inibi¢do de C. albicans, bem

como, a outros agentes microbianos como: S. aureus, E. coli, E. faecalis e S. mutans.

Askari et al. (2012) e Poojar et al. (2017), confirmam em estudos recentes 0 uso
de plantas medicinais no combate a espécies bacterianas e flngicas in vitro, bem como,
relatam que os compostos extraidos de plantas sdo capazes de combater doengas, com 0
minimo de toxicidade para as células hospedeiras, sendo considerados candidatos para

aperfeicoamento de novos antimicrobianos (75,76).

Na mesma linha de raciocinio, Poojar et al. (2017) afirmam que as propriedades
medicinais das plantas tém sido reconhecidas e tém gerado grande interesse devido ao
seu facil acesso, baixa toxicidade, viabilidade econdmica e formas de fécil preparo como
maceracOes, decocgdes, infusdes, tinturas e 6leos essenciais (75).

Em contrapartida, Beraud (2021) e Murray et al. (2022), descrevem que 0 uso
indevido de medicamentos antimicrobianos intensificou, ocasionando o surgimento de
patdgenos multirresistentes, afetando cerca de cinco milhdes de pessoas em todo 0 mundo
e gerando alarme no sistema de satde. Beraud (2021) e Murray et al. (2022), citam outros
fatores relacionados a multirresisténcia: adaptacdo microbiana através de processos
bioguimicos seletivos, automedicacdo na comunidade e a escassez no desenvolvimento
de novas moléculas antimicrobianas que leva a escolhas de medicamentos
antimicrobianos com um espectro e efeitos colaterais inadequadamente amplos, tornando

0 acesso a antimicrobianos essenciais mais caro (44,77).

N&o obstante as propriedades medicinais das plantas descritas por Askari et al.
(2012) e Poojar et al. (2017), Beraud (2021), Murray et al. (2022), Malveira (2022) e
Khairan (2023) citam a atividade antifungica do género Croton, bem como, Torrejon et
al. (2016), Borba (2019) e Silva et al. (2022) confirmam a agdo inibitoria da espécie C.
lechleri sobre C. albicans.
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Silva et al. (2022), destacam o C. lechleri como propenso fitoterdpico de acdo
antimicrobiana, evidenciando a acdo inibitéria do seu extrato para S. aureus, E. coli e E.
faecalis (77). Nao obstante, Khairan (2023), afirma que a resina de sangue de dragao
(Daemonorops draco wild Blume) é uma boa escolha como agente antimicrobiano frente a

bactérias e fungos, exibindo atividades contra S. aureus, E. coli e C. albicans (78).

O estudo de Malveira (2022), relata que o 6leo essencial extraido das folhas de
Croton blanchetianus foi ativo contra espécies de C. albicans, levantando a possibilidade

de sua utilizagdo como alternativa no combate as infeccbes (44).

Os experimentos relatados por Borba (2019) e Torrejon et al. (2016), corroboram e
coincidem com os achados do presente estudo. Torrejon et al. (2016), comprovaram em seu
ensaio laboratorial o efeito antifangico in vitro do latex de C. lechleri sobre C. albicans,
utilizando cinco concentragdes por via etandlica. Confirmou-se a concentracdo minima de
25% do fungicida, com valores inferiores a 16 UFC/mL, quando comparados ao grupo
controle negativo (0%), onde desenvolveu-se 109 UFC/mL. Quanto a sensibilidade, foram
obtidos didmetros de zona de inibi¢do de 6,13 mm para o Fluconazol (controle positivo) e
didmetros superiores a 12 mm, em média, para as diferentes concentracées de C. lechleri. O
maior efeito antifingico foi encontrado na concentracdo de 100%, com 14,19 mm (80,81).
Os resultados de Torrején et al. (2016) constataram a reducdo de UFC e o aumento do
diametro do halo de inibigc&o dos grupos tratados com C. lechleri, de acordo com o0 aumento
da sua concentracéo, coincidindo com os resultados do presente experimento. Constatou-se
que o C. lechleri teve maior significancia do que o Fluconazol, tornando-o uma alternativa

viavel para a resisténcia deste antifungico.

Borba (2019), obteve resultados significativos com o extrato a base de etanol de C.
lechleri na avaliacdo da atividade antifangica. A partir da cepa reativada, foram preparadas
diluicdes 1:100, 1:1000, 1:10000. Observou-se resultados significativos, traduzidos pela
formacéo de halos de inibicdo de 7mm, 8mm e 9mm, nas concentrac¢Ges de 1:100, 1:1000 e
1:10000 (79). Corroborando com os resultados do presente experimento, 0 aumento do
didmetro do halo de inibigdo dos grupos tratados com C. lechleri foram superiores quando

comparados aos grupos controle.

Apesar da utilizacdo de metodologia diversa, as pesquisas de Torrejon et al. (2016)
e Borba (2019), confirmam os resultados do presente experimento. Nos estudos de Torrejon

et al. (2016) e Borba (2019), observa-se que a C. albicans foi suscetivel ao C. lechleri,
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ocasionando a reducgéo no crescimento de levedura, traduzidos pelo aumento dos valores dos
didmetros dos halos de inibicdo formados. Este aumento apresentou-se significativo,
corroborando com os resultados do experimento, no tocante a reducdo de UFC e area
percentual. Supde-se que este fitoterapico apresente em sua composi¢ao alguns principios
que lhe conferem capacidade antiflngica. Desta forma, espera-se que o C. lechleri constitua
base para futuras pesquisas e desenvolvimento de tratamentos mais toleraveis e econémicos

para pacientes que sofrem de candidiase (80,81).

Corroborando com o presente experimento, Malveira (2022), afirma que o efeito
antifungico do Croton contra C. albicans pode ser atribuido as suas propriedades medicinais
encontradas principalmente na casca da arvore, como lignanas e polifendis, que podem
desnaturar as enzimas responsaveis pelo inicio da brotacdo. Acrescenta ainda, que devido ao
seu carater hidrofobico, interagem com os lipidios da membrana citoplasmatica, causando
perda de integridade e de material celular, como ions, ATP e &cidos nucléicos, provocando

a morte do fungo (44).

Diante de evidéncias cientificas e resultados laboratoriais favoraveis e
concordantes, o referido experimento apoiou-se na escolha do C. lechleri como antifingico
de escolha frente & inibicdo de C. albicans. E importante intensificar estudos que visem
pesquisar novos agentes, a partir de extratos vegetais com potencial para o
desenvolvimento de medicamentos para o enfrentamento de infeccBes fungicas por C.
albicans. Assim, espera-se que o C. lechleri constitua base para futuras pesquisas e
desenvolvimento de tratamentos mais toleraveis e econdmicos para pacientes que sofrem
de candidiase, deixando-se aberta a possibilidade de experimentos posteriores com
utilizacdo de metodologia padronizada, a fim de analise comparativa mais ampla com

outras pesquisas.

A busca por alternativas fitoterapicas em detrimento do uso de medicamentos
convencionais ampara-se nas evidéncias cientificas acerca das propriedades do C. lechleri
frente a C. albicans, bem como, justifica-se pela declaracéo recente da OMS (Organizacgéo
Mundial da Saude) que classifica a C. albicans como patégeno critico de ameaca global
com alta incidéncia (81). Vale ressaltar a necessidade de estudos posteriores sobre a
seguranca e eficicia de alternativas terapéuticas isoladas ou em combinacdo com

medicamentos convencionais ou fitoterapicos.
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6.2 Ultrassom

A primeira aplicacdo do ultrassom terapéutico ocorreu na década de 50, desde
entdo vem evoluindo rapidamente e sendo utilizado em diversas pesquisas, dentre elas,
as que buscam comprovar sua eficécia frente a bactérias e fungos. As ondas ultrassénicas
sdo capazes de gerar resultados terapéuticos, seja por seu efeito térmico ou acdo mecénica
(63).

No tocante ao uso do ultrassom associado a um antifungico frente a inibicéo de C.
albicans sdo poucos os relatos cientificos presentes na literatura. Dentre os estudos
correlatos ao uso de ultrassom frente a inibicdo de C. albicans, destaca-se a pesquisa de
Yang et al. (2018) que utilizaram o ultrassom de baixa frequéncia e baixa intensidade
combinado com Anfotericina B (AmB) carregadas com nanoparticulas, confirmando os
resultados do presente estudo, bem como, demonstrando um aumento significativo da

morte celular de C. albicans (15).

Jain et al. (2018), evidenciam o uso do ultrassom de baixa intensidade, como técnica
fisica ndo invasiva, eficiente, direcionavel e controlavel. Retratam o seu uso com sucesso
para aumentar significativamente a permeabilidade da pele e da barreira
hematoencefalica, aumentando a distribuicdo de drogas em tecidos solidos, o que é

conhecido como fenbmeno da sonoforese (82).

Além disso, Rai et al. (2009), reforcam que a alta forca de cisalhamento formada
pelas ondas de choque e microjatos gerados pela vibragdo, compressdo e colapso de
microbolhas no processo de cavitacdo ultrassonica pode ser util para melhorar a
permeabilidade da membrana celular, pois sob alta tensdo de cisalhamento, a viscosidade
do muco reduz &gua, mas em baixas taxas de cisalhamento, o muco se comporta como

um solido elastico (1.000 a 10.000 vezes mais viscoso que a dgua) (83).

Corroborando com os resultados do presente experimento, Qiu et al. (2012), Hou
et al. (2021) e Wu e Nyborg (2008) justificam a associacdo de nanoparticulas ao

ultrassom.

Qiu et al. (2012), evidenciam as propriedades e resultados das nanoparticulas
carregadas de drogas associadas ao ultrassom, justificando que a irradiacdo ultrassonica

promove a ruptura das nanoparticulas, aumentando a cavitacdo ultrassénica, o que
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poderia aumentar ainda mais a permeabilidade da parede celular e melhorar a
sensibilidade dos antibidticos. Relatam também que a associa¢do do ultrassom com as
nanoparticulas sdo interrompidas por irradiacao ultrassénica in vitro, bem como, o estagio
inicial de cavitagdo € um processo limiar que se baseia na presenca de ndcleos ocos dentro
do fluido. As nanoparticulas podem ser consideradas como nucleos com cavitagao
artificial (84).

O estudo de Hou et al. (2021), confirma que a entrega de nanoparticulas mediada
pelo ultrassom de baixa intensidade criou muitos buracos na matriz extracelular dos talos
e biofilmes de C. albicans, proporcionando um ambiente benéfico para a droga entrar no
biofilme (85).

Além disso, Rosenthal (2004), afirma que a morfologia micelial de C. albicans
sofreu os danos mais graves e perda da morfologia microbiana normal ap6s o tratamento
do ultrassom associado a AmB carreadas com nanoparticulas. Os resultados revelam que
0 mecanismo pode estar associado ao efeito de cavitacao e aumento das Espécies Reativas

de Oxigénio intracelular, com consequente apoptose celular (71).

Segundo Wu e Nyborg (2008), apds o tratamento combinado de ultrassom com
nanoparticulas carregadas de drogas, o dano do talo foi mais pronunciado do que com os
outros tratamentos. Isto pode ocorrer pois a ruptura de nanoparticulas melhoraram o efeito
de cavitacdo acustica por algumas dindmicas complexas, como microfluxo acustico ou
microjato, aumentando a permeabilidade da parede celular e promovendo entrada de

droga intracelular (86).

A pesquisa de Yang et al. (2023) sobre administracdo intravaginal de AmB
carreadas de nanoparticulas mediadas por ultrassom de baixa frequéncia frente a inibicéo
de C. albicans in vivo corroborou com os resultados da presente pesquisa. Yang et al.
(2023) demonstraram em seu estudo, o efeito antifingico sinérgico e eficaz, fornecendo
uma nova terapia ndo invasiva e segura para vaginite fingica aguda ou recorrente, além

de melhorar efetivamente o estado imunolégico local (87).

Cai (2017) afirma que a irradiagdo ultrassonica também promoveu a distribuigéo
de medicamentos para a &rea submucosa, proporcionando a possibilidade de remocéo
completa do fungo patogénico submucoso apos a irradiacdo ultrassénica. O mecanismo
de permeabilidade da membrana pode estar associado principalmente ao efeito de

cavitacdo, com os fendbmenos fisicos extremos que o acompanham, como ondas de
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choque, altas forcas de cisalhamento e microjatos, contribuindo para quebrar a barreira
de penetracdo do medicamento (14).
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7 CONCLUSAO

Os resultados do experimento demonstram a redugdo expressiva de unidades
formadoras de colbnias, bem como, da &rea percentual, quando da associa¢do do
ultrassom ao C. lechleri comparadas ao grupo controle. O grupo tratado com ultrassom
associado ao C. lechleri na proporcdo de 100 pL por 5 minutos apresentou o resultado
mais significativo, consoante a unidades formadoras de col6nias, area percentual,
tamanho médio, area total e indice de inibicdo relativa. O software ImageJ mostrou-se
uma ferramenta importante para a contagem automatizada de colénias fungicas, visto que
a sua analise amplia e possibilita a interpretacdo da inibicdo de C. albicans consoante a

area percentual, tamanho médio e &rea total.

Recomenda-se a direcdo de pesquisas futuras, com o aprimoramento da utilizacdo
do ImageJ, objetivando a melhoria dos processos desde o registro fotografico até o estudo
aprofundado da associacdo do ultrassom aos compostos fitoterapicos do C. lechleri, a fim
de se obter investigacdes e resultados in vivo, ampliando os conhecimentos acerca de sua

citotoxicidade, bem como, comprovando a eficacia de terapias alternativas em pacientes.

De acordo com os resultados experimentais obtidos, a associagdo do ultrassom ao
C. lechleri tem grande potencial para aplicacdo na medicina, podendo ser considerada
uma estratégia promissora para o tratamento das infe¢fes causadas por C. albicans. Na
perspectiva de estudos futuros, sugere-se também a investigacdo da associacdo do

ultrassom com nanoparticulas e C. lechleri.
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