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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito in vitro do ultrassom associado a diferentes concentragdes de
C. lechleri sobre a inibi¢do do crescimento de C. albicans. Foi utilizada a cepa padrdo de C. albicans
(AATCC®10231TM). Suspensdes planctonicas de C. albicans foram expostas a tratamento com ultrassom
na frequéncia de 1 MHz e intensidade de 1 W/cm? por 5 minutos. Foram utilizados os tratamentos:
Fluconazol (CONT), ultrassom sozinho (UST), ultrassom associado ao Fluconazol (UST+FLU), C. lechleri
nas concentragdes de 100 puL (C1100) e 150 pL e (C1150) e ultrassom associado ao C. lechleri (UST+CI1100)
e (UST+CI150). A associagdo do UST+CI1100 obteve o resultado mais significativo, com médias de UFC
(Unidade Formadora de Colonia) de 224,0+43,6 em comparagdo com o grupo controle (CONT) que foi de
1.153+248. Para Area Percentual das Coldonias o grupo UST+CI100 apresentou uma média de
1,97%=+0,65%, bem como, o indice de inibi¢do relativa de 95,34%. O software ImageJ possibilitou a
quantificagdo dos resultados, através da contagem automatizada de coldnias fingicas, visto que seus
recursos ampliam a interpretagdo da inibi¢do de C. albicans consoante a UFC, area percentual e tamanho
médio. A associagdo do ultrassom ao C. lechleri tem grande potencial para aplicagdo na medicina, podendo
ser considerada uma estratégia promissora para o tratamento das infegdes causadas por C. albicans.
Palavras-chave: Candida albicans. Croton lechleri. Ultrassom.

Effect of the association of ultrasound with Croton lechleri on
the inhibition of Candida albicans in vitro

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the in vitro effect of ultrasound associated with different concentrations of
Crotom lechleri on the inhibition of Candida albicans. The suspensions of a standard strain of C. albicans
(AATCC®10231TM) were used. The ultrasound parameters used on treatment group was 1 MHz of
frequency, | W/em? of intensity for 5 minutes. The following treatments were used: Fluconazole (CONT),
ultrasound alone (UST), ultrasound associated with Fluconazole (UST+FLU), C. lechleri at concentrations
of 100 pL (C1100) and 150 pL and (C1150) and ultrasound associated with C. lechleri (UST+C1100) and
(UST+C1150). The association of UST+CI100 obtained the most significant result, with averages of 224.0
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+ 43.6 CFU (Colony Forming Unit) and 1.97 + 0.65 percentage area on the plate, as well as the relative
inhibition index of 95.34%, related to CFU and percentage area respectively. The Imagel open software
was used for automated CFU counting, percentage area and average size. The association of ultrasound
with C. lechleri has great potential for application in medicine and could be considered a promising strategy
for treat infections caused by C. albicans.

Keywords: Candida albicans. Croton lechleri. Ultrasound.

INTRODUCAO

A Candida albicans ¢ uma espécie de fungo comensal e oportunista que coloniza
de forma assintomadtica varios nichos do corpo: trato gastrointestinal, trato urogenital,
mucosa do trato respiratorio e a pele de seres humanos (PEREIRA et al., 2021). As
infeccoes por C. albicans fazem parte da microbiota normal em cerca de 50% dos
individuos. Variam desde infecg¢des superficiais debilitantes até infecgdes sistémicas,
invasivas e potencialmente fatais. A C. albicans ¢ o agente causador de infec¢des mucosas
e sistémicas mais comuns, sendo responsavel por 70% das infec¢des fingicas em todo o
mundo (PIERCE et al., 2017).

Nos ultimos anos, a infeccdo e mortalidade por C. albicans tem apresentado um
crescimento consideravel, desencadeando agravamentos de satde e complicacdes
clinicas, além de ser a principal causa de infec¢des invasivas com risco de morte. Apesar
do tratamento, a taxa de mortalidade ¢ proxima de 40% principalmente em condigdes
hospitalares (LEE et al., 2021; PEREIRA et al., 2021).

Quando ocorre uma ruptura do equilibrio bioldgico devido a fatores
predisponentes de causas patologicas, fisioldgicas, imunologicas, mecanicas e de cuidado
com o paciente, pode haver um aumento na multiplicag¢@o e invasdo dos tecidos por estes
microrganismos, ocasionando infec¢des denominadas candidiases (BHATTACHARYA;
SAE-TIA; FRIES, 2020; KAUR; NOBILE, 2023).

A capacidade da C. albicans infectar o hospedeiro ¢ consequéncia de fatores de
viruléncia: polimorfismo, secre¢do de enzimas hidroliticas e formacdo de biofilmes
(KAUR; NOBILE, 2023; NICHOLLS et al., 2011).

As infecc¢des causadas por C. albicans sdo frequentemente tratadas com drogas
Azoblicas que inibem a biossintese do Ergosterol. No tratamento da candidiase invasiva
destacam-se os Triazélicos como o Fluconazol, as Equinocandinas e derivados
Poliénicos, como a Anfotericina B. Esse medicamento apresenta reacdes adversas
significativas em razao de suas caracteristicas hepatotoxicas, nefrotoxicas e cardiotoxicas

(PIERCE et al., 2017; SOARES et al., 2018).
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O Fluconazol tem as caracteristicas uteis de um amplo espectro antifingico,
baixos efeitos toxicos e alta biodisponibilidade. E amplamente utilizado no tratamento
clinico de infec¢des por C. albicans. Em contrapartida, ¢ 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 (PRISTOV; GHANNOUM,
2019; VIEIRA; SANTOS, 2017).

Croton lechleri ¢ uma espécie da familia Euphorbiaceae encontrada no noroeste
da bacia amazonica, especialmente, na Amazonia brasileira-Acre, Equador e Peru (PONA
et al., 2019). A seiva obtida da casca das arvores ¢ bastante conhecida pelos seus
beneficios a saude e, como tal, ¢ amplamente utilizada na medicina popular, devido as
suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e cicatrizantes,
devido aos seus principais constituintes quimicos: proantocianidinas, taspina, catequina,
epigalocatequina e epicatequina (PERES et al., 1997).

Esta arvore, conhecida por 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 intestinais,
bem como possui propriedades antifingicas, bactericidas, antidiarreicas e analgésicas
(PONA et al., 2019; RISCO et al., 2003).

Observam-se na literatura, terapias alternativas para infeccdes de origem fungica.
O aparelho de ultrassom ¢ uma dessas possibilidades, pois emite vibragdes mecanicas
continuas ou pulsadas que, por sua agdo mecanica e térmica, apresenta potencial
terapéutico (ROCHA et al., 2024). O uso do ultrassom de baixa frequéncia e intensidade
associadas @ AmB lipossomal in vitro foi utilizado por Yang et al. (2018) como terapia
adjuvante em infecg¢des fungicas, demonstrando um aumento significativo da inibigdo de
C. albicans (YANG et al., 2018).

Em razdo do grande potencial resistente desta espécie fungica, bem como, o
aumento indiscriminado do uso de drogas antifingicas, busca-se encontrar alternativas
terapéuticas eficazes que possam minimizar complicagdes clinicas relacionadas a esta
infeccdo tao emergente (PIERCE et al., 2017; PONA et al., 2019; SPERANDIO et al.,
2024). Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do ultrassom associado

a diferentes concentragoes do C. lechleri sobre a inibicao de C. albicans in vitro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento ocorreu a partir da adaptacao da técnica utilizada por Yang et al.,
(2018). Utilizou-se a cepa padrao de C. albicans (AATCC®10231TM) para a realizagao
do cultivo, através da técnica de semeadura por esgotamento em meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose. Foi realizada a inoculacdo das cepas utilizando a técnica de
semeadora por esgotamento em duas placas e incubadas por 24h a 37°C. Apods a
observagao do crescimento fungico, foram inoculadas duas coldonias de C. albicans em
100 ml de Caldo Sabouraud Dextrose e incubadas por 24 h a 37°C.

Foram preparadas suspensoes fungicas padronizadas na escala 0,5 Mc Farland
equivalente a 1,5 x 10% células/mL. Uma aliquota de 1 ml desta suspensdo foi colocada
em 48 tubos falcon e centrifugadas a 3.600 rpm por 15 minutos. Na sequéncia, o
sobrenadante dos tubos falcon submetidos a centrifugacao foi desprezado e o pellet de
células foi ressuspenso em 1 ml de solugdo salina fisioldgica. As suspensoes fungicas
ressuspensas foram transferidas para placas de acrilico, de acordo com os grupos do
experimento.

Quatro caldos distintos foram preparados, viabilizando, desta forma, a etapa
laboratorial de transferéncia das suspensdes fungicas. O primeiro caldo apresentou-se
puro, sem adi¢do nenhuma. O segundo caldo, com a adi¢do de Fluconazol, na propor¢ao
de 0,0012 g para 100 ml. A concentragdo de Fluconazol utilizada no presente estudo
seguiu a concentragdo Inibitdria Minima capaz de inibir em 50% (CIM50) o crescimento
de C. albicans, quando comparado com o crescimento sem antifingico que, de acordo
com Castro et al. (2016), ¢ de 12 pg/mL (CASTRO et al., 2016). O terceiro € o quarto
caldos foram preparados com a adi¢do de C. lechleri nas concentracdes de 100 puL e 150
uL respectivamente.

As sextuplicatas de cada grupo foram submetidas ao tratamento com ultrassom,
com exce¢dao dos grupos controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 puL (CI
100) e C. lechleri 150 pL (CI/ 150). O grupo controle foi mantido sem qualquer
tratamento. Nos grupos experimentos, os tratamentos ocorreram com a adi¢do de
Fluconazol ou C. lechleri, bem como, associados ou ndo a exposi¢do ultrassonica de
intensidade 1 W/cm? e frequéncia de 1 MHz, em modo continuo, por 5 minutos.

Logo apo6s o tratamento com ultrassom, 100 pL de cada inoculo das placas de Petri

de acrilico de cada grupo foram retirados e imediatamente semeados pela técnica de
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gotejamento, e espalhados com o auxilio de uma alga de Drigalski, em meio de cultura
Agar Sabouraud Dextrose e incubados por 24 ha 37 °C.

Ap0s o periodo de incubagao, o registro fotografico das placas de todos os grupos
foi realizado com o objetivo de avaliar a inibigdo do crescimento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) de C. albicans. Na sequéncia, promoveu-se o processamento digital e
a analise das imagens por meio do software livre ImageJ, que permitiu o processamento
da contagem automatizada de UFC ¢ o calculo da Area Percentual (Area %) e Tamanho

Médio (TM) das coldnias nas placas, em pixels (ROMUALDO, 2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Unidades Formadoras de Colonias - UFC

De acordo com a Tabela 1, o grupo UST+C1100 apresentou os resultados mais
significativos (224+43,6) e indice de inibicao relativa de (80,53%), em contrapartida ao

grupo controle (1.153+248).

Tabela 1 - Média, desvio padrao, coeficiente de variagao, valor-p e indice de inibigdo relativa das UFC dos
grupos trabalhados.

UFC Shapiro-Wilk Tukey Inibicao
GRUPOS*

Média+DP Cv Valor-p Valor-p** relativa

CONT 1.153+248 21,50% 0,617
FLU 9434375 39,76% 0,384 0,647 18,21%
UST 358+137 38,26% 0,216 <0,001 68,95%
UST+FLU 408+100 24,50% 0,471 <0,001 64,61%
Cl100 359+114 31,75% 0,793 <0,001 68,86%
Cl 150 6571274 41,70% 0,200 0,004 43,02%
UST+CI 100 224+43,6 19,46% 0,051 <0,001 80,53%
UST+CI 150 513+141 27,48% 0,278 <0,001 55,51%

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (C1100), C. lechleri 150 uL (C1150), UST (UST), UST+FLUCONAZOL
(UST+FLU), UST+C. lechleri 100 pL (UST+CI100), UST-+C. lechleri 150 pL (UST+CI150). **Valor-p do teste post-hoc de Tukey
em relagdo ao grupo controle.

A Figura 1 apresenta o grafico em boxplot das UFC, bem com os intervalos de

cada grupo. Observa-se maior homogeneidade dos resultados associados aos grupos

tratados com ultrassom.
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Figura 1 —Boxplot das UFC de C. albicans dos grupos trabalhados. * Controle (CONT), Fluconazol (FLU),
C. lechleri 100 uL (CL100), C. lechleri 150 pL (CL150), UST (UST), UST+FLUCONAZOL (UST+FLU),
UST+C. lechleri 100 pL (UST+CL100), UST+C. lechleri 150 pL. (UST+CL150).

L

UFC

UST+FLU  UST+CLI00 UST+CL150

GRUPO

Area Percentual das Colonias

A Tabela 2 apresenta as médias de area percentual ocupada pelas coldnias entre
42,3+£10,7 (CONT) e 1,97+0,65 (UST+CI1100). Esta variagdo de 40,33% representa
expressiva inibi¢do do crescimento de C. albicans dos grupos tratados com ultrassom
associados ao C. lechleri. O grupo UST+CI100 apresentou os resultados mais

significativos (1,97+0,65) e indice de inibicao relativa de (91,48%).

Tabela 2 - Média, desvio padrdo, coeficiente de variag@o, valor-p e indice de inibigdo relativa da area
percentual dos grupos trabalhados.

AREA % Shapiro-Wilk Tukey Inibicio
GRUPOS

Média=DP CcvV Valor-p Valor-p** relativa

CONT 42,3+10,7 25,29% 0,904 | - | -
FLU 29,1 £12,2 41,92% 0,051 0,009 31,22%
UST 2,61+0,90 34,55% 0,067 <0,001 93,82%
UST+FLU 3,0+1,17 39,0% 0,246 <0,001 92,90%
CcI100 3,60+1,49 41,38% 0,793 <0,001 91,48%
Cl 150 9,22+2.99 32,42% 0,223 <0,001 78,20%
UST+CI 100 1,97+0,65 32,99% 0,782 <0,001 95,34%
UST+CI 150 5,45+1,55 28,44% 0,959 <0,001 87,11%

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (C1100), C. lechleri 150 pL (C1150), UST (UST), UST+HFLUCONAZOL
(UST+FLU), UST+C. lechleri 100 nL (UST+C1100), UST+C. lechleri 150 pL (UST+C1150). **Valor-p do teste post-hoc de Tukey
em relagdo ao grupo controle.
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A Figura 2 evidencia os resultados de area percentual mais homogéneos, ou seja,
com menor dispersdo em relagdo a média, principalmente associados aos grupos tratados
com ultrassom.

Figura 2 - Valor médio da area percentual ocupada por C. albicans dos grupos trabalhados. * Controle
(CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (CL100), C. lechleri 150 uL (CL150), UST (UST),

UST+FLUCONAZOL (UST+FLU), UST+C. lechleri 100 uL (UST+CL100), UST+C. lechleri 150 pL
(UST+CL150).

AREA

Tamanho Médio (TM)

De acordo com a Tabela 3, observa-se a redugao expressiva do Tamanho Médio
(TM) dos grupos tratados com ultrassom, quando comparados ao grupo controle e

fluconazol.

Tabela 3 - Tamanho médio das UFC, desvio padrao, coeficiente de variagdo, valor-p e indice de inibigdo
relativa do tamanho médio dos grupos trabalhados.

. TAMANHO MEDIO Shapiro-Wilk **Tukey Inibi¢io
CRUPOS Média+DP CV (%) Valor-p Valor-p relativa
CONT 69.3+20,0 29 0.796 —_— e

FLU 7174235 33 0.710 1,000 -3,6%
UST 24.848.1 33 0.790 <0,001 64,2%
UST+FLU 28.346.9 25 0.169 <0,001 59,2%
Cl100 21,4459 28 0.992 <0,001 69,1%
Cl 150 32,746.1 19 0.998 <0,001 52,8%
UST+CI 100 242463 26 0.635 <0,001 65,1%
UST+CI 150 25.149.7 39 0.775 <0,001 63,8%

* Controle (CONT), Fluconazol (FLU), C. lechleri 100 uL (C1100), C. lechleri 150 pL (C1150), UST (UST), UST+HFLUCONAZOL
(UST+FLU), UST+C. lechleri 100 uL (UST+C1100), UST+C. lechleri 150 L (UST+C1150). **Valor-p do teste posthoc de Tukey
em relagdo ao grupo controle.
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O grupo UST+CI1100 obteve os resultados mais significativos quanto ao tamanho
médio (24,16). Em contrapartida, o grupo controle apresentou tamanho médio (69,3).

De acordo com a Figura 3 pode-se observar o efeito antifingico do ultrassom
associado ao C. lechleri, quando comparado ao grupo controle, a partir da contagem de

UFC e célculo de area percentual dos grupos trabalhados.

Figura 3 - Placas com registro de UFC e area percentual ocupada por colonias formadoras de C. albicans
dos grupos do experimento.

A B

* A- Controle (1.259/55,92%), B- Fluconazol (1.243/30,64%), C- C1100 (335/2,40%), D- C1150 (377/6%), E- UST (408/1,85%),
F- UST+FLU (313/2,22%), G- UST+CI100 (194/1,44%), H- UST+CI150 (469/4,41%).
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Género Croton

Askari et al. (2012) e Poojar et al. (2017), em seus estudos, afirmam que as
propriedades medicinais das plantas tém sido reconhecidas e tém gerado grande interesse
devido ao seu facil acesso, baixa toxicidade, viabilidade economica e formas de preparo
como maceragdes, decocgdes, infusdes, tinturas e oleos essenciais, sendo considerados
candidatos para aperfeicoamento de novos antimicrobianos (ASKARI et al., 2012;
POOJAR etal., 2017). Em contrapartida, Beraud (2021) e Murray et al. (2022) descrevem
que o uso indevido de medicamentos antimicrobianos se intensificou, ocasionando o
surgimento de patdgenos multirresistentes, afetando cerca de cinco milhdes de pessoas
em todo o mundo e gerando alarme no sistema de satide (BERAUD, 2021; MURRAY et
al., 2022).

Observam-se, na literatura cientifica, pesquisas in vitro descrevendo a eficacia 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 (BORJA, 2019; KHAIRAN
et al., 2023; MALVEIRA et al., 2022; TORREJON; HONORES, 2016).

Torrejon et al. (2016) comprovaram o efeito antifingico in vitro do latex de C.
lechleri sobre C. albicans, a partir da redu¢do de UFC tratados com C. lechleri. Em seus
experimentos, os autores utilizaram cinco concentragdes por via etandlica e observaram
que a concentragao minima que apresentou reducao significativa foi de 25% do fungicida,
com valores inferiores a 16 UFC/mL, quando comparados ao grupo controle negativo
(0%), em que desenvolveram-se 109 UFC/mL. Quanto a sensibilidade, foram obtidos
diametros 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 concentragoes de C. lechleri.
O maior efeito antifungico foi encontrado na concentragdo de 100%, com 14,19 mm
(TORREJON; HONORES, 2016).

Nos estudos de Borja (2019), observa-se que a C. albicans foi sensivel ao C.
lechleri, ocasionando a reducdo no crescimento de levedura. Constatou-se que o C.
lechleri teve maior significancia do que o Fluconazol, tornando-o uma alternativa viavel
para inibir a resisténcia deste antifungico (BORJA, 2019).

Diante dos resultados favoraveis e concordantes, o presente experimento da
suporte ao uso do C. lechleri como antifungico de escolha frente a inibi¢ao de C. albicans.

E importante intensificar estudos que visem pesquisar novos agentes, a partir de extratos
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vegetais com potencial para o desenvolvimento de medicamentos para o enfrentamento
de infecgdes fungicas por C. albicans.

A busca por solugdes fitoterapicas como alternativa ao uso de medicamentos
convencionais ampara-se nas evidéncias cientificas sobre as propriedades do C. lechleri
frente a C. albicans, bem como, justifica-se pela declaracdo recente da OMS
(Organizagdo Mundial da Satude) que classifica a C. albicans como patdgeno critico de
ameaca global com alta incidéncia (WHO, 2022). Vale ressaltar a necessidade de estudos
posteriores sobre a seguranga ¢ eficacia de alternativas terapéuticas isoladas ou em

combinagdo com medicamentos convencionais ou fitoterapicos.

Ultrassom

Jain et al. (2018) evidenciam o uso do ultrassom de baixa intensidade, como
técnica ndo invasiva, eficiente, direcionavel e controlavel. Retratam o seu uso com
sucesso para aumentar significativamente a permeabilidade da pele e da barreira
hematoencefalica, promovendo a distribuicdo de drogas, o que ¢ conhecido como
fenomeno da sonoforese (JAIN et al., 2018).

Sao poucos os relatos cientificos na literatura acerca da associagdo do ultrassom a
um antifiingico para inibir a C. albicans. A pesquisa de Yang et al. (2018) utilizou o
ultrassom de baixa frequéncia e baixa intensidade combinado com Anfotericina B (AmB)
carregada com nanoparticulas, coincidindo com os resultados do presente estudo, bem
como, demonstrando um aumento significativo da morte celular de C. albicans (YANG
et al., 2018).

A pesquisa de Yang et al. (2023) sobre administracdo intravaginal de AmB
carreada de nanoparticulas mediadas por ultrassom de baixa frequéncia frente a inibigao
de C. albicans in vivo corroborou com os resultados da presente pesquisa. Eles
demonstraram o efeito antifungico sinérgico e eficaz, fornecendo uma nova terapia nao
invasiva e segura para vaginite fingica aguda ou recorrente, além de melhorar
efetivamente o estado imunologico local (YANG et al., 2023).

Cai (2017) afirma que a irradiagdo ultrassonica promoveu a distribuicdo de
medicamentos, proporcionando a possibilidade de remocdo completa do fungo
patogénico submucoso, ap6s a irradiacdo ultrassonica. O mecanismo de permeabilidade
da membrana pode estar associado principalmente ao efeito de cavitagdo, com os

fendmenos fisicos extremos que o acompanham, como ondas de choque, altas forcas de
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cisalhamento e microjatos, contribuindo para quebrar a barreira de penetragdo do

medicamento (CAI et al., 2017).

CONCLUSAO

Os resultados dessa pesquisa demonstram a redugdo expressiva de UFC, bem
como, da area percentual, quando se associa o ultrassom ao C. lechleri na proporc¢ao de
100 pL por 5 minutos, quando comparado ao grupo controle. Esta associagdo tem grande
potencial para aplicacao na medicina, podendo ser considerada uma estratégia promissora
para o tratamento das infec¢des causadas por C. albicans. Na perspectiva de estudos
futuros, sugere-se também a investigacao da associa¢ao do ultrassom em diferentes doses
de C. lechleri.

E importante salientar que o software ImageJ mostrou-se uma ferramenta muito
util para quantificar os resultados, através da contagem automatizada de colonias
fingicas. Seus recursos ampliam e possibilitam a interpretacdo da inibi¢ao de C. albicans

em relacdo a UFC, area percentual e tamanho médio da coldnia.
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