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RESUMO
Na candidiase vulvovaginal, observa-se comumente prurido, placas esbranquicadas,
leucorreia, eritema e edema na vulva e vagina. Para o tratamento comum da
candidiase utiliza-se antifingicos em forma de comprimidos ou pomadas aplicadas
diretamente na area da infec¢do. Antimicoticos apresentam alto custo e podem gerar
efeitos colaterais indesejaveis. Uma proposta de baixo custo, simples, de facil acesso
e com poucos efeitos colaterais para o tratamento, pode ser embasada no uso do
ozbnio de forma medicinal. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
ozonioterapia medicinal em C. albicans por meio de ensaios in vitro e in vivo atraves
do modelo experimental murino de vulvovaginite. O experimento foi conduzido in vitro
pelo cultivo de cepas de Candida albicans por 24 h a 37 °C. Nas placas utilizadas para
controle, foram semeados 10 puL da suspensédo celular de C. albicans, com alca
calibrada, em placas de Petri de 10 mm, contendo meio sélido Agar Sabourand
Dextrose. Essas placas ndo foram submetidas a exposicao de 0zdnio. No experimento
in vivo utilizou-se camundongos C57/BL6, fémeas, com 45 dias de vida. diluidos em
0.2 ml de 4gua destilada na dose de 2mg/kg/dia durante 7 dias. ApGs a supressao da
atividade ovariana, foi inoculada, em dose Unica e sob anestesia, 20 UL de suspenséao
de Candida albicans em PBS estéril, na concentragdo de 10°UFC/ml células
leveduriforme. A distribuicdo se dera em 4 grupos de animais: Grupo Controle
Absoluto: Nao submetidos a infeccdo pelo patdégeno; Grupo Controle: Submetidos
a infeccdo por C. albicans, porém nao tratados; Grupo Ozonioterapia: Submetidos a
infeccdo agente patolégico e tratados com ozonioterapia de uso medicinal; Grupo
Lavagem: Submetidos a infeccdo e posteriormente tratados através de lavagem
vaginal. Sinalizado um grupo controle. Para o Grupo Ozonioterapia foi realizado o
procedimento de lavagem vulvovaginal uma vez ao dia durante trés dias. Prontamente
antes do sacrificio dos roedores, fora realizado o procedimento de coleta do lavado
vaginal. Instilou-se 50 pL de PBS estéril na vagina de cada animal, com o0 uso de um
micropipetador e ponteira de 100 pL, aspirando-se imediatamente em seguida. Os
dados obtidos das UFC foram analisados através de estatistica descritiva e analitica
através do teste ANOVA, utilizando o teste de Tukey como post hoc, com alfa fixado
em p>0,05. Verificou-se que a placa controle apresentou maior quantidade de UFC

guando comparada as placas expostas ao 0zénio pelo ar.
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Quanto a quantidade de UFC, a exposicdo por 600s demonstrou capaz de reduzir
98,89% o numero de UFC quando comparado com as placas controle. As suspensfes
ozonizadas durante 60s e 150s ndo demonstraram crescimento celular, obtendo-se
uma diferenca de 100% quando comparada com a placa controle. Conclui-se com o
estudo que o gas ozbnio apresentou grande eficacia sobre a proliferacdo de C.
albicans in vitro. Os melhores resultados observados foram com aplicagdo em meio
liguido. A ozonioterapia foi capaz de reduzir significativamente a infeccdo no modelo
experimental utilizado. Nos experimentos conduzidos in vivo, o0 nimero de UFC/ml

encontrado foi menor no grupo tratado com ozénio.

Palavras-chave: Candida Albicans. Oz6nio. Candidiase vaginal. Murinos.
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ABSTRACT
In vulvovaginal candidiasis, itching, whitish plaques, leucorrhoea, erythema and
edema in the vulva and vagina are commonly observed or observed. For common
treatment of candidiasis, antifungals are used in the form of pills or ointments applied
directly to the area. Antimycotics can have undesirable side effects and are expensive.
A proposal of low cost, simple, easy to access and with few side effects for the
treatment can be based on the medicinal use of ozone. The aim of the study was to
evaluate the effects of medicinal domestic ozone therapy on C. albicans through in
vitro and in vivo assays using the murine experimental model of vulvovaginitis. The
experiment was conducted in vitro by cultivating Candida albicans strains for 24 h at
37 °C in solid medium Agar Sabouraud Dextrose. In the plates used for control, 10 pL
of the cell suspension of C. albicans were seeded, with a calibrated loop, in 10 mm
Petri dishes, containing solid medium Agar Sabourand Dextrose (Oxoid). These plates
have not been subjected to ozone exposure. The in vivo experiment used 45-day-old
female C57/BL6 mice. Diluted in 0.2 ml of distilled water at a dose of 2mg/kg/day for 7
days. After suppression of ovarian activity, 20 uL of Candida albicans suspension in
sterile PBS, at a concentration of 10° yeast cells, was inoculated in a single dose and
under anesthesia. The distribution took place in 4 groups of animals: Absolute Control
Group: Not submitted to infection by the pathogen. Control Group: Subjected to C.
albicans infection, but not treated. Ozone Therapy Group: Subjected to pathological
agent infection and treated with medicinal ozone therapy. Wash Group: Submitted to
infection and later treated with vaginal washing. Flagged as control group. For the
Ozone Therapy Group, the vulvovaginal lavage procedure was performed once a day
for three days. Promptly before the sacrifice of the rodents, the procedure for collecting
the vaginal lavage was performed. 50 uL of sterile PBS was instilled into the vagina of
each animal, using a micropipettor and 100 pL tip, and aspirated immediately
afterwards. The data obtained from the CFU were analyzed using descriptive and
analytical statistics using the ANOVA test, using the Tukey test as posts hoc, with alpha
set at p>0.05. It was found that the control plate had a higher amount of CFU when
compared to plates exposed to ozone in the air. Exposure for 600 s was able to reduce

98.89% the number of CFU when compared to control plates.
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The suspensions ozonized for 60 s and 150 s did not show cell growth, obtaining a
difference of 100% when compared to the control plate. The amount of UFC counted
in ozonized suspensions. The ozone gas showed great efficacy on the proliferation of
C. albicans in vitro. Best results observed were with application in liquid medium.
Ozone therapy was able to significantly reduce the infection in the experimental model
used. In experiments conducted in vivo, the number of CFU/ml found was lower in the

group treated with ozone.

Keywords: Candida Albicans. Ozone. Candidiasis. Murine.
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1. INTRODUCAO

Candida albicans € uma espécie de fungo encontrado em 80% da populacéo
humana, habitando frequentemente o sistema digestivo (NAGLIK JR et al., 2003).
Apresenta capacidade de alterar sua morfologia sapréfita, unicelular, formando
esporos de hifas de acordo com as condigdes ambientais (BANTING; HILL, 2001).

A C. albicans faz parte da microbiota normal de individuos sadios e nao produz
efeitos prejudiciais a saude, porém, se houver comprometimento do sistema imune do
hospedeiro, o microrganismo tende a apresentar manifestagdes agressivas, podendo
causar Candidiase Vulvovaginal, Intestinal ou Oral (NAGLIK JR et al., 2003). Estima-
se gque pelo menos 55% de todas as mulheres terdo ao menos um episédio de
vulvovaginite causada por C. albicans durante a vida (FOXMAN et. al., 2000). Outras
estimativas apontam que 1 em cada 4 mulheres atendidas em um ano num
ambulatério de ginecologia, apresentaram candidiase vulvovaginal assintomatica e
60% delas apresentavam os sintomas (RIBEIRO et al., 2001).

Alguns fatores como o uso de alguns antibiéticos, contraceptivos hormonais,
corticoides, doencas como diabetes ou 0 uso de roupas intimas sintéticas podem
alterar a flora vaginal normal e os mecanismos de defesa, favorecendo a infeccao pelo
patdgeno. As infeccBes ocorrem também em individuos com sistema imunoldgico
severamente comprometido, como em portadores de HIV, como resultado de terapia
antineoplasica ou imunossupressiva pds transplante de 6rgdos (ALVARES et al.,
2007; COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Dentre as manifestacdes clinicas da
candidiase vulvovaginal, podem-se observar prurido, leucorreia, placas
esbranquicadas, edema e eritema na vulva e vagina (BOATTO et al., 2006).

O tratamento da candidiase consiste em antifungicos em forma de comprimidos
ou pomadas aplicadas diretamente na &rea afetada (FERRAZZA et al., 2005). Embora
apresentem grande eficicia, os antibiéticos podem ter alto custo e efeitos colaterais
indesejaveis, como disturbios gastrintestinais, febre, calafrios, tromboflebite,
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, reacfes alérgicas e / ou parada cardiaca (durante
a infusdo rapida da droga) (CASTRO et al., 2006).
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2. 0ZzONIO

Figura 1 — Molécula de ozoénio:

Fonte: Do autor

Em 1834, o oz6nio (O3) foi constatado pelo quimico aleméo Cristian Friedrick
Schoénbein e atualmente, ap6s 125 anos de investigacdes e aplicacdes, seu uso como
agente terapéutico é reconhecido mundialmente. No Brasil, a terapia com 0z6nio
comecgou a ser utilizada por volta de 1970 pelo médico Heinz Konrad. O Oz promove
a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que influenciam no metabolismo
celular, proporcionando beneficios para a reparacdo tecidual, além de efeitos
antimicrobiano, bactericida e fungicida (OLIVEIRA, 2011).

Quando entra em contato com o tecido lesado, 0 0zénio promove a geragao de
ERO como o peroxido de hidrogénio, aumentando a glicélise, formando adenosina
trifosfato (ATP) e acelerando o transporte de oxigénio para os tecidos. Assim, favorece
a resposta do sistema imune, pois ativa os leucocitos e aumenta a producdo de
interleucinas e citocinas. A reparagdo tecidual ocorre de fato com o aumento da
atividade plaquetéria e o aumento da liberacdo de fatores de crescimento. Ocorre a
formacéo de tecido de granulacdo e neoangiogénese, 0 que acelera a cicatrizacéo
tecidual (TRAINA, 2008; MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012).
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Uma proposta simples, de baixo custo relativo, com acesso cada vez mais facil
e com poucos efeitos colaterais para o tratamento contra protozoarios, bactérias, virus
e incluindo fungos, é baseada no uso do oz6nio medicinal, que é a utilizacdo do gas
oxigénio estéril hospitalar a 100%, j& ozonizadores domésticos utilizam os gases
atmosféricos, onde o gas oxigénio esta a 21% submetido a um gerador (eletrodo
dielétrico ceramico, quartzo) ou lampada UV, associado a uma bomba de presséao.
S&o adquiridos facilmente pelo comércio eletrdnico ou comércio local. (FERREIRA et
al., 2013; TALUKDAR et al., 2015).

Figura 2 - Esquema eletrodo dielétrico producao de ozonio:
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Fonte: New Ozone

Figura 3 - Formacéo e degradacao do Oz6nio na natureza:

Formacao Destruicao

UV 100 - 240 nm UV 240 - 315 nm

@
\

. /
| ® o\
e @ 4

Fonte: New Ozone

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - S3o Paulo - SP - Cep: 01014-020

(11) 3111-8725




Xiii

A ozonioterapia € uma técnica que utiliza o Oz como um agente terapéutico e
tem sido aplicada em situacBes de osteomielites, abscessos, Ulceras de decubito, pé
diabético, queimaduras, doencas isquémicas, doencas pulmonares, entre outras.
Dentre os efeitos da ozonioterapia incluem-se a formagéo de tecido de granulacéo e
neoangiogénese devido as suas propriedades sépticas, estimulacdo da circulacao
sanguinea, revitalizacédo das funcfes organicas e ativacao do sistema imunoldgico do
organismo (BEARZATTO et al., 2003; BOCCI, 2005).

A utilizag&o do 0z6nio medicinal no tratamento de feridas tem apresentado bons
resultados, tanto na cicatrizagéo total de feridas quanto na estimulacdo e melhora do
processo cicatricial, melhorando o aspecto e o odor. Ensaios discorreram que, devido
a melhora no processo de cicatrizacdo da ferida, a necessidade de amputacdo em
diversos casos foi dispensada (OLIVEIRA, 2007; WAINSTEIN et al., 2011).

Figura 4 - Mecanismo de acdo do oz6nio em feridas:

S Tecido lesado - w S
; H202

Ativacao de leucdcitos e T producao de interleucinas e citocinas;

+

1Plaquetas e fatores de crescimento;

$

Tecido de granulagdo + neoangiogénese = CICATRIZACAO

(TRAINA, 2008; MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012)
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3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da ozonioterapia doméstica em C. albicans por meio de
ensaios in vitro e in vivo através do modelo experimental murino de vulvovaginite. Para
isso, serdo avaliadas as alteragBes histopatolégicas vulvovaginais causadas pelo
fungo C. albicans na candidiase vulvovaginal em camundongos C57/BL6 através da
contagem das Unidades Formadoras de Colbnia antes e apds a coleta do lavado
vaginal. Por fim, seréo discutidos os efeitos obtidos com a aplicacdo da ozonioterapia

com relag&o ao grupo controle.

4. CANDIDA ALBICANS

Descrita pela primeira vez ha aproximadamente 150 anos a C. albicans, € uma
levedura diploide heterozigotica, ou seja, fungos unicelulares. Pertencem ao
género C. albicans e sdo fungos oportunistas, isto €, que habitam a flora normal do
corpo humano, principalmente trato gastrointestinal, boca, pele, aparelho reprodutor
feminino, ndo causam doenca em pelo menos 70% de individuos adultos saudaveis
(TODD et al., 2019; NOBLE; GIANETTI; WITCHLEY, 2016).

Ao existir uma quebra do equilibrio biolégico do organismo humano,
comumente resultante de aspectos patolégicos e funcédo imunoldgica reduzida (que
podem ser por meio de estresse e/ou por meio de outras doencas), pode ocorrer a
invasdo e multiplicacdo destes fungos nos tecidos, gerando infeccbes (MOYES et al.,
2016). Sendo assim, a C. albicans é considerada um patdgeno fungico humano,
causando milhGes de infecgbes sistémicas da pele, das mucosas (boca, vagina,
intestino) e aumentando o risco de vida (NAGLIK; GAFFEN; HUBE, 2019).
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Esse fungo em hospitais, representa 15% dos casos de sepse adquiridos, além
disso a espécie albicans é a mais comumente identificada em contextos clinicos sendo
uma das principais causas de infec¢cdes hospitalares (NOBILE; JOHNSON, 2015).
Nos dias atuais, o numero de individuos vulneraveis a infec¢cdo por C. albicans
aumentou pela disponibilidade de tratamentos medicamentosos contemporaneos,
como antibidticos, quimioterapia e transplante de 6rgaos soélidos, e as espécies de C.
albicans agora é classificada como a terceira ou quarta causa mais comum de
infeccdo invasiva, ou seja, infeccdes da corrente sanguinea nos hospitais dos Estados
Unidos (NOBLE; GIANETTI; WITCHLEY, 2016).

Disturbios no pH, alteracdes nutricionais, diferencas nos niveis de oxigénio,
doencas ou terapia imunossupressora além dos antibidticos, podem promover a
proliferacéo excessiva de Candida albicans e, muitas vezes, levar a graves sintomas
(LOHSE et al., 2017).

Infecgbes por C. albicans podem variar de infec¢gdes superficiais da mucosa e
dérmica a infec¢des espalhada pela corrente sanguinea com taxas de mortalidade até
acima de 40% (LOHSE et al., 2017). Tais infecgbes particularmente graves em
individuos imunocomprometidos, como pacientes com AIDS, pacientes submetidos a
guimioterapia e individuos recebendo terapias imunossupressoras. Além disso,
individuos com implantes de dispositivos médicos também s&o suscetiveis (NOBILE;
JOHNSON, 2015).

Esse fungo € capaz de invadir praticamente qualquer local do hospedeiro
humano, desde tecidos e oOrgdos profundos até locais superficiais, mais
significativamente, € um fungo adepto de aderir a cateteres e varios implantes
médicos (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016).

As colbnias de C. albicans s&o altamente estruturadas; elas contém células em
forma de levedura, células pseudo-hifais e células hifais sendo envolvidas por uma
matriz extracelular (FOX; NOBILE, 2012). Além de formar biofilmes em dispositivos
médicos implantados (por exemplo, cateteres, marcapassos, valvulas cardiacas,
préteses articulares e dentaduras), os biofilmes de C. albicans também se formam nas
superficies do hospedeiro, incluindo superficies mucosas, revestimento de células
epiteliais e 6rgdos parenquimatosos (RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006).
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Muitos estudos cientificos prévios, que ligaram os tipos celulares de C. albicans
recém-descritos a adaptacdes funcionais especificas de nicho, questionaram como a
colonizagdo comensal € estabelecida pela primeira vez e como a C. albicans persiste
por periodos longos, apesar da imunidade do hospedeiro e da competicdo bacteriana.
Além dessas, 0 que controla a transicdo do comensalismo para a patogénese em
hospedeiros vulneraveis e como a C. albicans consegue a ampla diversidade de
nichos que encontra como comensal e patdgeno, indagagcbes descritas que ainda
consistem em incertezas (XIE et al., 2013; TAO et al., 2014; PANDE; CHEN; NOBLE,
2013).

Atualmente o direcionamento € que morfologicamente, mesmo dentro do reino
fungico diverso, a C. albicans se destaca por sua notavel plasticidade, ndo apenas
alterna entre formas miceliais e leveduras unicelulares, muito semelhantes aos fungos
dimérficos, mas esta espécie continuamente associada ao hospedeiro também alterna
entre pelo menos seis morfotipos distintos do tipo levedura (NOBLE; GIANETTI,
WITCHLEY, 2016).

3.1 Formacéao e desenvolvimento do biofilme da Candida Albicans
A maioria das infec¢des por C. albicans esta associada a sua capacidade de

formar biofilmes. Durante um periodo de 24 a 48 h o desenvolvimento de biofiime,
ocorre em uma seérie de etapas sequenciais. Inicialmente consiste na adesdo de
células de levedura flngica Unica ao substrato, formando base de uma camada celular
de levedura (a aderéncia), seguindo em uma fase de proliferacdo celular pela
superficie e filamento, as células formam projecbes alongadas que continuam a
crescer nas formas filamentosas hifais (etapa de iniciagdo). Hifas formadas é
indicatorio do inicio da formacao de biofilme, logo seguido pelo acimulo de uma matriz
de polissacarideo extracelular conforme o biofiime amadurece (maturacdo) (TSUI,
KONG; JABRA-RIZK, 2016; NOBILE et al., 2012; TOURNU; VAN DIJCK, 2012)

Na ultima etapa, células de levedura ndo aderentes sao liberadas do biofilme
para o ambiente onde podem colonizar outras superficies (etapa de dispersao), sendo
gue a dispersao de células associadas a biofilme possui grande significado clinico,
sinalizando que as células liberadas podem iniciar a formacéo de novos biofilmes ou
espalharem-se nos tecidos que as hospedam e assim, levando a candidemia e a
doenca invasiva disseminada (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016).
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3..2 Biofilmes multiespécies formados entre C. albicans e outras espécies
Muitas infec¢cdes sdo de origem polimicrobiana, incluindo as da cavidade oral

(por exemplo, periodontite) e ouvido (por exemplo, otite média), infec¢cdes de feridas,
infec¢des crénicas no pulméo (por exemplo, fibrose cistica), infec¢des do trato urinario
e infecgcOes por cateter, geralmente resultante de biofilmes polimicrobianos nos quais
varias espécies de microbios formam uma comunidade complexa e recalcitrante de
células em interacdo (PELEG; HOGAN; MYLONAKIS, 2010).

Houve apenas um progresso incremental na compreensao de biofilmes de duas
espécies formados entre C. albicans e espécies bacterianas comuns que
provavelmente interagem com C. albicans em humanos e causam infeccédo, embora
C. albicans seja o patdgeno fangico mais frequentemente isolado de infeccdes
bacterianas-fungicas mistas, (PELEG; HOGAN; MYLONAKIS, 2010).

Foram analisadas as interacbes in vitro de C. albicans com espécies
bacterianas que foram isoladas da cavidade oral, abdémen, pele e vagina. Por
exemplo, varias pesquisas investigaram biofilmes de duas espécies formados entre
C. albicans e bactérias comumente isoladas de estomatite, peritonite, carie dentaria e
periodontite, como Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Streptococcus
gordonii, Fusobacterium e Actinomyces viscosus (JAROSZ et al., 2009; PETERS;
NOVERSS, 2013; JACK et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa e C. albicans sdo comumente isolados juntos em
infeccbes pulmonares crbnicas (por exemplo, fibrose cistica), infecgcbes decorrentes
de cateteres, e infeccoes de pele (por exemplo, queimaduras). Estudos usando
modelos animais indicam que a co-infeccdo com C. albicans e outras espécies
bacterianas pode aumentar a viruléncia. Sendo que um estudo descobriu que
camundongos infectados com um indculo subletal de P. aeruginosa e C. albicans
juntos apresentaram uma maior taxa de mortalidade em comparagdo com

camundongos infectados com apenas uma das espécies (GULATI; NOBILE, 2016).
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3.3 Implicacdes das interacdes fungo-bacterianas na infeccéao
Considera-se um patdégeno, muito bem adaptado ao hospedeiro humano

devida a infinidade de mecanismos de viruléncia explorados por esse fungo, C.
albicans. A questéo, portanto, é: por que na maioria da populacdo que abriga esse
fungo em suas superficies mucosas, C. albicans nunca muda de ser um comensal
colonizador para um patégeno invasor? Um antagonista que impede essa transi¢cao
prejudicial €, obviamente, o sistema imunolégico humano, dependendo do status
imunolégico do hospedeiro e assumindo que ndo existem condigcbes
imunocomprometentes subjacentes. Entretanto, uma infeccdo ndo € uma interacao
bidirecional simples entre C. albicans e o hospedeiro, e sim, inclui a interacdo com a
multiddo de outros microrganismos que colonizam as superficies mucosas; as
bactérias da microbiota, que constituem outro participante importante que influencia
as infec¢des por fungos, por ex. inibindo um crescimento esmagador de C. albicans e
excluindo o fungo dos nichos das mucosas (OEVER; NETEA, 2014).

No entanto, a interacao entre C. albicans e microrganismos colocalizados nem
sempre tem um efeito benéfico no hospedeiro, mas também pode resultar em uma
viruléncia aprimorada das espécies fungica ou bacteriana. Os lactobacilos, habitantes
importantes do trato gastrointestinal e da vagina, sao particularmente cruciais para
antagonizar um crescimento excessivo de C. albicans e, assim, conferir um beneficio
a saude do hospedeiro. O &cido latico, bem como os &cidos graxos de cadeia curta
(SCFAs), como acetato, propionato, butirato e isobutirato, produzidos por essas
bactérias como subproduto da fermentacdo anaerdbica, contribuem para um pH
ambiental baixo, inibindo a transicdo levedura para hifa de C. albicans (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016).

As interagOes de C. albicans com outros organismos da microflora podem ter
efeitos positivos e negativos no potencial de viruléncia de C. albicans, afetando
também o hospedeiro de diferentes maneiras. O enorme impacto dessas interacdes
entre paises no resultado de uma infec¢do fungica demonstra a importancia de uma
microbiota saudavel. Também explica como um distlrbio nesse ecossistema bem
equilibrado, por exemplo, via antibioticoterapia, a alta ingestao de carboidratos ou uma
nutricdo desequilibrada, que resulta em um desequilibrio entre bactérias e fungos
comensais, podem ter consequéncias macicas para a saide humana (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016).
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3.4 Incidéncia
A incidéncia de candidiase é a mais alta em unidades de terapia intensiva (UTI)

entre os pacientes internados em hospitais, sendo responsavel por até 15% de todas
as infecgdes nosocomiais. Foi relatado que cerca de 33% a 55% de todos os casos
de candidemia ocorrem na UTI, com taxas de mortalidade variando de 5% a 71%. A
C. albicans é a espécie predominante que causa candidemia em pacientes de UTI no
Reino Unido. Além disso, C. albicans € responsavel por 79,4% das candidaemias e a
candidemia nas UTIs esta associada ao aumento dos custos hospitalares totais e ao
tempo de permanéncia do paciente no ambiente hospitalar (CHIN et al., 2016)
(DADAR et al., 2018)

3.5 O trato gastrointestinal
Acredita-se que as infec¢des por C. albicans se disseminem a partir do trato

gastrointestinal, em alguns individuos suscetiveis, essa hipotese é apoiada por dados
obtidos de estudos em modelos de pacientes e animais. O que constitui a primeira
linha de defesa contra o desenvolvimento de uma infec¢éo por C. albicans no intestino
€ a formacao de uma barreira rigida por células epiteliais intestinais humanas (CEIH).
A permeabilidade da barreira intestinal sendo regulada por proteinas e
microrganismos de junc¢do encontrados no trato gastrointestinal, ja a estabilidade do
tecido epitelial intestinal € determinada por juncdes aderentes com caderinas-E. C.
albicans interage com as CEIH por varios eventos, incluindo adesao, invasado, dano e
apoptose por C. albicans (MOYES et al., 2016). As adesinas produzidas pelas hifas
fungicas desempenham um papel crucial no processo de infec¢do flungica e sua
patogénese resultante (TONG; TANG, 2016).

Sendo os danos as células epiteliais o mais importante resultado patogénico de
uma infeccédo intestinal por C. albicans dada as alteracdes causadas na integridade e
permeabilidade da barreira intestinal, danificando diretamente as membranas
epiteliais (MOYES et al., 2016).
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3.6 Candidiase vaginal
Estando presente na microbiota vaginal normal a C. albicans € também

comumente encontrada na pele, em mucosas e no trato gastrointestinal. In vitro, as
espécies de C. albicans, tém desenvolvimento em meio aerdbico, possuem coloracdo
creme, em temperatura entre 20°C e 38°C e pH entre 2,5 — 7,5. Uma quebra da
homeostase desse meio, por fatores hormonais, patolégicos ou depressao do sistema
imune, desencadeia proliferacdo desordenadamente, gerando a infec¢cao. A infeccéo
denominada candidiase é causada por fungos de diversas espécies, mas a cepa mais
encontrada nessa infeccéo é a C. albicans que é diagnosticada em cerca de 90% dos
casos (CARDOSO; COSTA; COSTA, 2017; BARBOSA et al., 2012).

O tecido cutaneo perianal e o reto apresentam a C. albicans como principal
fonte de infeccéo, devido a sua colonizagao. A contaminacao a partir do trato digestivo
ocorre em decorréncia a proximidade do anus e da vagina, podendo desencadear com
facilidade episédios de candidiase vaginal, ocasionando infeccbes recorrentes
(ROCHA et al., 2007)

Possivelmente, 75% das mulheres em idade feértil, poderdo apresentar ao
menos um episoédio de candidiase no decorrer da vida adulta, sendo que 5% delas
terdo candidiase de repeticdo por diversos fatores (CARDOSO; COSTA; COSTA,
2017). Ainfeccao fungica de repeticdo afeta a salde em aspectos fisicos e emocionais
do individuo, também interfere negativamente nos relacionamentos conjugais e
sexuais (MARTINEZ, R.C.R., 2008).

Durante a gestacéo, a suscetibilidade a infeccdo fungica é maior devido a C.
albicans, é estimado que de 70 a 85% das gestantes colonizadas pelo fungo
contaminem seus bebés no momento do parto e em torno de 22 a 24% a adquirem de
forma oral (MARTINEZ, 2008).
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3.7 Interag&o da microbiota oral com a C. albicans
A cavidade bucal abriga um microbioma complexo que consiste em bactérias e

fungos, e como comunidade, eles influenciam o crescimento um do outro (KROM et
al., 2014; OEVER; NETEA, 2014). A C. albicans forma biofilmes polimicrobianos com
muitas bactérias orais, incluindo as espécies Lactobacillus, Enterococcus e
Staphylococcus, além de estreptococos orais. Essas bactérias podem ter influéncias
sinérgicas ou antagonicas sobre C. albicans por varios mecanismos, como promover
a coadesdo para aumentar a biomassa de biofilme, liberar moléculas e metabdlitos
com deteccdo de quorum para reduzir o crescimento de fungos, afetar a expressao
génica relacionada a viruléncia e modular as respostas inflamatorias imunolégicas da
mucosa (OEVER; NETEA, 2014; XU et al., 2014).

Sabe-se que C. albicans se coagrega consigo mesma e com outras bactérias
orais através da expressdo de adesinas da superficie celular, particularmente as
proteinas de sequéncia do tipo aglutinina (KLOTZ et al., 2007), permitindo que C.
albicans e seus parceiros bacterianos crescam com mais eficiéncia. Verificou-se que
0s estreptococos do grupo viridans (incluindo Streptococcus gordonii, Streptococcus
oralis e Streptococcus sanguinis) apresentaram colonizacdo e formacéo de biofilme
aumentadas na presenca de C. albicans, enquanto C. albicans invadiu a mucosa oral
com mais eficiéncia na presenca de S. oralis (DIAZ et al.,, 2012), provavelmente
resultado da inducao de hifas, o que contribui para a invaséo tecidual.

A coinfeccéo de C. albicans com estreptococos também aumentou a gravidade
e a frequéncia das lesdes por candidiase oral e foi mediada em parte pela amplificacédo
das respostas inflamatérias da mucosa - especificamente, resultado de uma
sinalizacao aprimorada através do receptor Toll-like 2, resultando na amplificacdo da
resposta neutrofilica (XU et al., 2014).

Além disso, S. gordonii promoveu a formacgdo de hifas de C. albicans quando
ambas as espécies estavam presentes em um biofilme misto, e foi mediado pelo
autoindutor da molécula de sinalizacao interespécies 2, que potencialmente reprime a
inibicdo de hifas mediada por farnesol (BAMFORD et al., 2009).

Curiosamente, o uso de antibiéticos de amplo espectro € um fator que
provavelmente predispde um hospedeiro imunologicamente competente a candidiase
oral (SOYSA et al.,, 2008; YANG et al., 2010), ressaltando o papel antagbnico de
algumas bactérias comensais na proliferacéo de C. albicans na cavidade oral.
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No entanto, existe uma lacuna em nosso conhecimento sobre essa relacédo no
ambiente oral, pois a maioria dos dados sobre comensais humanos que impedem a
infeccdo por C. albicans sdo de nichos néo orais, incluindo vagina, trato respiratorio e
intestino. Por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, um patégeno das vias aéreas
humanas que também é uma bactéria transitéria na cavidade oral, demonstrou matar
hifas de C. albicans e impedir a formacao de hifas pela secrecdo de uma molécula
sensivel ao quérum, 3-oxo-Cl1l2 lactona homoserina (HOGAN et al., 2004).
Demonstrou-se que os lactobacilos vaginais inibem o crescimento de C. albicans pela
produgéo de H>O2, bem como diminuindo o pH e a produgéo de acidos graxos de
cadeia curta para impedir a transicdo do fermento para a hifa (OEVER; NETEA, 2014).

Além disso, existem evidéncias de modelos intestinais murinos de que as
bactérias induzem imunidade a mucosa para fortalecer a barreira epitelial e impedir a
invasdo de tecidos por C. albicans (OEVER; NETEA, 2014). Isso é amplamente
mediado por acidos graxos de cadeia curta secretados por bactérias que, por sua vez,
induzem a producdo de cathelicidin LL-37 (pelas células epiteliais intestinais), um
peptideo antimicrobiano com papel na manutencéo da integridade epitelial (OEVER;
NETEA, 2014).

3.8 O trato respiratorio
A pneumonia por C. albicans em pacientes imunocompetentes e

imunocomprometidos € rara, no entanto, as implicacdes clinicas do isolamento de C.
albicans do trato respiratorio, principalmente em pacientes imunodeficientes, néo
devem ser subestimadas no que diz respeito ao aumento da morbimortalidade nessa
populacdo em particular (PENDLETON et al., 2018).

O fungo C. albicans é considerado um membro do microbioma oral e
gastrointestinal humano normal; no entanto, a menor colonizacao do trato respiratorio
em pacientes imunocompetentes ventilados mecanicamente tem sido associada de
forma independente a maior duracédo da ventilagdo mecéanica, aumento do risco de
pneumonia associada a ventilagdo mecanica e aumento do tempo de internamento na
UTIl e internacdo hospitalar. Ja foi relatado na literatura, casos de pacientes
imunocomprometidos com aumento da mortalidade por colonizagdo do trato
respiratério (PENDLETON et al., 2018).
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A candidiase pulmonar é um tipo de infeccédo pulmonar e do trato brénquico,
secrecOes respiratdrias, como esfregaco e cultura de escarro, sdo 0s principais
métodos para detectar microrganismos patogénicos em infec¢des respiratorias. No
entanto, devido ao fato de as vias aéreas estarem conectadas ao mundo exterior, 0
que favorece a poluicdo e os patdgenos oportunistas, ainda é controverso se os C.
albicans detectados nas secrec¢des das vias aéreas necessitam de tratamento. Alguns
pesquisadores propuseram que, devido ao fato de C. albicans colonizar no trato
respiratorio superior de pessoas saudaveis e também haver a possibilidade de
contaminacdo, o tratamento aumenta a carga econdmica para 0S pacientes e
possivelmente induz a geracdo de cepas resistentes a medicamentos. Em 2009, a
Sociedade de Doencgas Infecciosas da América atualizou as Diretrizes de Pratica
Clinica para o Manejo da Candidiase e afirmou que C. albicans isolada das secre¢des
respiratorias nem sempre indica candidiase invasiva nem indica a necessidade de

terapia antifungica (XU et al., 2014).

3.9 Aimunidade da pele frente a C. albicans
A C. albicans coloniza naturalmente a pele, em circunstancias normais, o fungo

nao causa doencga, mas a auséncia de mecanismos adequados de reconhecimento e
resposta imune pode levar a incapacidade de controlar a colonizacéo e invaséo de C.
albicans. A candidiase mucocutanea cronica (CMC) por exemplo, € uma condicdo rara
e ndo fatal que ocorre no cenario de imunodeficiéncias primarias e adquiridas,
resultando em candidiase orofaringea (CO) ou lesdes cutdneas e mucosas
superficiais com espessamento, hiperqueratose e eritema da pele ou do leito ungueal
(KASHEM; KAPLAN, 2016).

O sequenciamento gendmico de pacientes com CMC e HIV negativo identificou
muitos genes que sao cruciais para a defesa do hospedeiro contra C. albicans.
Estudos subsequentes definiram ainda a importancia de eventos especificos de
receptores de reconhecimento de padrdes, células dendriticas, citocinas e sinalizacéo
de células T na imunidade contra C. albicans com o tema comum de defeitos na
interleucinal? inata e/ou adaptativa (IL-17) (KASHEM; KAPLAN, 2016).
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Além de infecgcbes em superficies de barreira, a C. albicans também é a
principal causa de infeccfes fatais da corrente sanguinea por fungos. Pensa-se que o
aumento da taxa resulta do aumento do uso de agentes imunossupressores,
tratamentos antineoplasicos, aumento da resisténcia antimicrobiana e da frequéncia
de cirurgias invasivas. As suscetibilidades genéticas associadas a candidiase
sistémica, bem como as infec¢des dos 6rgaos reprodutivos gastrointestinal e feminino,
diferem significativamente daquelas associadas ao CMC. Ao contrario dos pacientes
com CMC, que apresentam defeitos na imunidade do tipo 3, os defeitos genéticos a
montante ou a jusante da IL-17 ndo foram implicados em pacientes com candidiase
disseminada. Em vez disso, demonstrou-se que os interferons do tipo | (IFNSs)
desempenham um papel importante em pacientes com infec¢des sistémicas. Nos
ratos, a IL-17 desempenha um papel na candidiase, mas o IFN-g das células auxiliares
T tipo 1 (Thl) e natural killer (NK) tem sido recentemente apreciado como atores-
chave na resposta do hospedeiro.

A suscetibilidade a candidiase gastrointestinal e vulvovaginal é amplamente
ditada por fatores microambientais, como nutrientes locais, pH, acidos biliares e flora
comensal local. A resposta do hospedeiro a infeccao por C. albicans em outros tecidos
gue nao a pele foi recentemente revisada em profundidade (KASHEM; KAPLAN,
2016).

3.10 O trato urinario e sua interagéo com a C. albicans
Anatomicamente, as infec¢des do trato urinério (ITU) - causadas por fungos ou

bactérias - sdo categorizadas em duas sec¢des (infec¢des do trato inferior e superior)
que podem ocorrer de formas assintomaticas ou sintomaticas (BEHZADI; BEHZADI,
RANJBAR, 2015).

De acordo com inumeras investigacoes, as espécies de C. albicans e, em
particular, C. albicans sdo os fungos patogénicos oportunistas mais notaveis que
causam infeccdes do trato urinario nosocomiais. Além disso, eles colonizam no lado
externo da abertura uretral em mulheres saudaveis e na pré-menopausa (BEHZADI;
BEHZADI; RANJBAR, 2015).
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A presenca de espécies de C. albicans na urina € conhecida como candiddria
ou simplesmente infeccao fangica urinéria, que pode ocorrer em ITU assintomaticas
e sintomaticas. Apesar da alta taxa de morbidade em ITUs causada por C. albicans,
a mortalidade é baixa. No entanto, a taxa de mortalidade em pacientes com candidiase
sistémica e AIDS é alta (BEHZADI; BEHZADI; RANJBAR, 2015).

3.11 AC. albicans e os fatores de viruléncia para ITU
A infeccao por C. albicans é a maior causa de ITUs nosocomiais fungicas em

todo o mundo. A flexibilidade da forma, como na alternéancia entre levedura e formas
filamentosas, é um dos fatores patogénicos mais conhecidos no fungo dimorfico C.
albicans. Além disso, existem varios atributos, como adesao, invasao, descarga de
enzimas hidroliticas, estereotropismo e formacao de biofilme, que sdo absolutamente
considerados como mecanismos patogénicos pertencentes a C. albicans (BEHZADI,;
BEHZADI; RANJBAR, 2015).

3.12 O polimorfismo da C. albicans e sua relacdo com as ITUs

A morfologia de C. albicans determina a estratégia de colonizacéo e infeccao
por fungos. As trés formas de C. albicans incluem a forma esferbide-ovéide de
levedura de célula unicelular, pseudo-hifas septadas soltas com aparéncia elipsoéide
alongada das divisGes das hifas, bem como as hifas verdadeiras septadas. De acordo
com relatos registrados, as células de levedura e as hifas verdadeiras contribuiram
diretamente para a evolucao da candidiase a ITU e a forma pseudo-hifal de C. albicans
€ conhecida como construcao de troca do fungo em condi¢des in vivo. Portanto, uma
via evolutiva morfologica ébvia € vista no ciclo de vida de C. albicans, a forma
filamentosa de C. albicans € uma morfologia invasiva do fungo que é observada em
tecidos sélidos, como os rins, e é capaz de produzir uma enorme quantidade de
proteases. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar, interromper e progredir nos
tecidos do hospedeiro a uma taxa acelerada. Por outro lado, a forma de levedura de
C. albicans com leve capacidade de invasao é uma morfologia patogénica eficaz para
disseminar em diferentes partes das membranas mucosas e estruturas em forma
liquida do hospedeiro (BEHZADI; BEHZADI; RANJBAR, 2015).
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3.13 Candiddaria
A presenca de C. albicans na urina é conhecida como candiddria. A candiduria

€ categorizada em formas assintomaticas (em pessoas ou pacientes saudaveis) e em
formas sintométicas. A candiddria sintomatica € observada em pacientes com cistite,
epididimorquite, prostatite pielonefrite e candidiase renal. No entanto, a candiduria
assintomatica é principalmente benigna e ndo € contada como uma doenca definida.
C. albicans é um dos agentes fungicos mais importantes que podem levar a candiduria
(20% das infec¢des nosocomiais). Uma ampla gama de dados relatados mostra que
C. albicans ocupa a primeira posicao por causar candiddria entre mais de 200
espécies de C. albicans. A candiddria sintomatica € normalmente observada em
pacientes internados e a candidlria assintomatica é observada principalmente em
pacientes ambulatoriais e saudaveis. A prevaléncia de candidiria e a taxa de
mortalidade entre pacientes internados em UTI é absolutamente mais alto (BEHZADI;
BEHZADI; RANJBAR, 2015).

Um estudo demonstrou que o uso de cateter urinario em ratos desenvolveu a
formacgéo de biofilme de C. albicans no trato urinario do animal, além disso, dado o
fluxo fisiologico do cateter, experimentos como este, podem ser ideais para testes pré-
clinicos de cateteres com anti-infecciosos impregnados ou aderentes a superficie
(NETT et al., 2014).
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Tabela 1 - Descri¢cao dos diferentes tratamentos para C. albicans:

Metodo ndao convencional

Constatagao cientifica

Oleo de Melaleuca

Baixa evidéncia cientifica gue comprove a eficacia.

(POCZAPSK] et al., 2019).

Lactobacilius Inibiu a atividade fingica.
WVASCONCELOS et al., 2019).
Lamiaceas Inibiu a atividade fingica.
(FERREIRA et al., 20189).
Bignoniaceae Inibiu a atividade fingica.
(ALMEIDA et al., 2015).
Propolis Apresenta atividade antifingica.

(SARRA BOUCHELAGHEM, 2022).

Plasma atmosferico

Apresenta atividade anfifingica.

(FIGUEIRA et al., 2017).

a- terpinen Extrato 0,1%

Apresenta atividade antifiingica.

(TOMON et al., 2019).

Alizarina e Crisazina

Suprime a formacao de biofilme da C. albicans.

(MANOHARAN et al., 2017).

Horteld-pimenta e dleo de cravo

Inibe a formacao do fungo.

(RAJKOWSKA et al., 2017).

Cobre (Cu)

Inibe a formacao do fungo.

(BALLO et al., 2017).

|sotiocianato de Alilo

Inibe a formacao do fungo.

(RAULT et al., 2017).

Peptideo antimicrobiano Psd1

Comprovada agao antifingica.

(GONGCALVES et al., 2017).

Minociclina

FPode ser eficaz contra o fungo.

(KURAKADO et al., 2017).

Oleo de cascarilla e dleo de
helichrysum

Reduziram a virulencia do fungo.

(MANOHARAN et al., 2017).

Lisozima-quitosana

Ativo contra o fungo.

(KAGESHIMA et al., 2017).

Sanguinarina

Inibiu o biofilme de C. albicans.

(ZHONG et al., 2017).

Exiratos de liquens por acetona

Potencial anti biofilme.

(MILLOT et al., 2017).

Derivados de Teirazol

Diminui a viruléncia da C. albicans.

(LUKOWSKA-CHOJNACKA, et al., 2019).
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Tabela 2 - Interacdo do 0z6nio com microrganismos:

Ozénio na inativacéo de microrganismos

Constatagéo cientifica

Biofilmes de Enterococcus faecalis em
canais radiculares dentais

Efeito antibacteriano importante.
(TUNCAY et al., 2015).

Andaimes de biomateriais implantaveis

Inativou os esporos de Geobacillus stearothermophilus, o indicador
bioldgico mais comum usado para validacio dos processos de
esterilizacdo.

(REDIGUIERI et al., 2016).

Como desinfetantes da dgua e do ar

A adiciio de ozbnio no ar exerceu uma reducio modesta na carga
microbiana a 36 ° C, enguanto nenhum efeito foi observado a 22°C.
(MARTIMELLI et al., 2017).

Material semi-critico

O uso do gas ozdnio para desinfetar material semicritico mostrou-se
tecnicamente vidvel e extremamente promissor.
(LOPES et al., 2015).

Carbono orgédnico total

A combinacio sinérgica de biofiltracio e ozdnio foi identificada como
um alvo de tratamento recomendado para sistemas de reutilizacéo
de agua potavel nos Estados Unidos.

[ARMOLD et al., 2018).

Hidrogel a base de silicone

A ozonizacdo pode ser considerada uma alternativa vilida e
promissora para a esterilizaco de hidrogéis a base de silicio para
aplicacdes biomédicas.

(GALANTE et al., 2017).

Periodontite apical

O ozd6nio e NalCI/CHX ndo demonstraram reducéo bacteriana nas
areas amostradas dos canais radiculares.
(KIST et al., 2018).

Inativacéo da Legicnella

Foi obtida a inativacao de Legionella com ozénio em agua
desionizada.
(Li et al., 2018).

Cérie infantil

Eficaz para controlar a progressio das lesdes de carie.
(XIMENES et al., 2017).

Andaimes de policaprolactona

O tratamento com gas ozdnio pode ser uma técnica adequada para a
esterilizacido de andaimes de polimeros significativamente danificado
por outros métodos.

(REDIGUIERI et al., 2017).

Materiais de impressio dentarios

Foi identificado como um método eficiente de desinfecgdo de
materiais de impresséo PVS polimerizados.
{CELEBI; BUYUKERKMEN; TORLAK, 2018).

Vibrio parahaemolyticus

O ozbnio aguoso levou a merte celular dos agentes infecciosos.
(FENG et al., 2018).

Bactérias comuns & fibrose cistica

O ozbnio tem potencial como uma técnica de desinfeccio facil de
usar para equipamentos respiratorios domésticos.
(TOWLE et al., 2018).

Subprodutos precursores na dgua de piscina

Ozénio associado ao UV mostrou-se eficaz e promissor.
(CHEEMA: KAARSHOLM: ANDERSEN, 2017).
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Bactérias resistentes a antibioticos

A ozonizacio alcangcou melhor desempenho sob condicdes de
maiores concentracbes de acide himice e menor pH.
(PAK et al., 2016).

Fungos

Aumentou consideravelmente a eficacia na desinfeccéo de
sementes.
(KANG et al, 2015).

Microrganismos efluentes de aguas residuais

O ozdnio associado a UV e radiacio ionizante mostrou-se como uma
técnica alternativa econdmica e eficaz para outros processos de
desinfeccio convencionais.

(LEE et al., 2015).

Morovirus humano

O ozdnio pode ser uma alternativa para a substituicdo do cloro como
um tratamento alternativo para as sementes.
(WANG; MARKLAND; KNIEL, 2015).

Virus da Hepatite A e Norovirus Murino

O ozdnio gasoso demonstrou potencial na inativacio do norovirus
humano em framboesas. .
(BRIE et al., 2018).

Poliovirus

O ozdnio induz a inativacio do poliovirus.
(Jl et al., 2019).

Biofilmes microbianos

Mostrou-se eficaz para reduzir o risco de contaminacéo cruzada na
alimenticia.
(MARINO et al., 2018).

Listeria monocytogenes

Mostrou reducdo nas bactérias envolvidas no estudo.
(MURRAY et al., 2018).

Virus entéricos

O ozdnio & um desinfetante altamente eficaz para o controle de virus
em questio.

(WOLF et al., 2018).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 EXPERIMENTO IN VITRO

5.1.2 Cultivo das cepas e ajuste da concentracao
Cepas de Candida albicans foram cultivadas por 24 h a 37 °C em meio solido

Agar Sabouraud Dextrose (Oxoid). Em seguida, foi retirada parte da massa celular de

cada amostra, para posterior diluicdo em agua destilada e a concentracdo ajustada
para grau 2 da Escala Mc Farland (PhoenixSpec Calibator).

Figura 5 — Calibrador PhoenixSpec:

PhoenixSpec Calibrator para ajuste grau
2 escala de Mc Farland.

Fonte: BD Phoenix

Figura 6 - Microrganismos padrao:

' -
- -
e sl MO

Microrganismos estabilizados na forma de discos em frascos com 05 discos conservados
entre 2 e 8° C. ATCC 10231. Fabricante Newprov. Fonte: Do autor.
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5.1.3 Confecc¢ao da placa controle
Nas placas utilizadas para controle, também foram semeados 10 pL da

suspensao celular de C. albicans, com al¢a calibrada, em placas de Petri de 90x10
mm, contendo meio sélido Agar Sabourand Dextrose (Oxoid). Essas placas ndo foram
submetidas a exposicao de ozonio.

5.1.4 Semeadura das suspensodes e exposicdo em camara de 0z6nio
Obtendo a diluicado de cada cepa, foram semeados 10 pL de cada suspensao

celular, com alca calibrada, em placas de Petri de 90x10 mm, contendo meio solido
Agar Sabourand Dextrose (Oxoid). As placas foram imediatamente colocadas no
interior de um saco plastico transparente com as tampas abertas, sendo submetidas
a liberacéo de ozénio.

Figura 7 - Saco plastico previamente autoclavado e insuflado por aproximadamente
8 a 10s pelo cateter do ozonizador:

e N
P \,\\
£ Uy

Fonte: Do autor
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Figura 8 - Ozonizador Vigor. Aparelho gerador doméstico; Marca vigor; Concentragao:

400mg/h - 1,8 g/m3; Voltagem: 110v; Multifuncional: Ar e agua.
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Fonte: Do autor
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As placas foram expostas dentro da camara de ozonio por diferentes periodos:
30s,60s, 150 s e 600 s (Figura 9).

Figura 9 — Esquema de exposicao das placas com C. albicans ao ozonizador

domeéstico com um saco plastico selado.

0ZONIZADOR PLACA DE PETRI SEMEADA

Fonte: Do autor

5.1.5 Semeadura e ozonizacgdo das suspensdes
Além da exposicdo ao ozbnio pelo ar, as cepas também foram expostas em

meio liquido. Imediatamente apds ajustada a concentracdo da suspenséo celular de
C. albicans para indice 2 de Mc Farland, as suspensdes de C. albicans foram
ozonizadas (Figura 2).

Em um tubo de ensaio com 10ml contendo a suspensao celular, ocorreu a
ozonizacao da suspensédo de C. albicans, com o uso de uma canula nasogastrica de
fino calibre. A ozonizacdo ocorreu durante 30 s e 60 s sendo observada a formacéao
de bolhas e microbolhas em todo volume liquido da suspensdo. Em seguida, foi
realizado o plagueamento das suspensdes expostas utilizando 10 microlitros de cada
suspensao celular, com alca calibrada, em placas de Petri de 90/10 mm, contendo

meio solido Agar Sabourand Dextrose (Oxoid).
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Figura 10 — Esquema da solugéo de C. albicans ao ozonizador doméstico em tudo de

ensaio.

OZONIZADOR SOLUGAD OZONIZADA

Fonte: Do autor

5.1.6 Cultivo das placas e contagem das UFCs
Logo apos o plagueamento, as placas foram armazenadas em estufa a 36 °C

até o momento da contagem. O nimero de Unidades Formadoras de Colénia foi obtido
entre 24 e 48 h apds o plaqueamento. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e
repetidos 3 vezes. O numero de UFC obtido em cada placa foi comparado ao nimero

de UFC observado na placa controle.
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5.2 EXPERIMENTO IN VIVO
Quanto aos animais utilizados, foram camundongos C57/BL6, fémeas, com 45
dias de vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE). Os animais receberam dieta padrdao em pellets e agua ad
libidum, foram mantidos em caixas padrdao em grupo de 3 animais, ciclo de claro e

escuro de 12 horas e distribuidos em 4 grupos distintos, formado por 6 animais cada.

5.2.2 Desenvolvimento do modelo experimental de vulvovaginite
Primeiramente a atividade ovariana das fémeas fora suprimida com o uso de

Valerato de Estradiol via oral (por gavagem) diluidos em 0.2 ml de agua destilada na
dose de 2mg/kg/dia durante 7 dias. Apds a supressao da atividade ovariana, foi
inoculada, em dose Unica e sob anestesia, 20 pL de suspensédo de C. albicans em
PBS estéril, na concentragdo de 10° células leveduriforme de acordo com YANO et
al., (2011). As fémeas de todos os grupos do experimento descrito a seguir, exceto
do grupo controle, foram submetidas ao desenvolvimento do modelo (Figura 3).

Figura 11 — Inoculacéo da suspenséao de C. albicans.

Fonte: Yano et al., 2011
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5.2.3 Distribuicdo dos grupos
A distribuicdo se dera em 4 grupos de animais: (i) Grupo Controle Absoluto

(GCA): Nao submetidos a infeccéo pelo patdgeno. Utilizado para controle entre todos
0s grupos. (i) Grupo Controle (GC): Submetidos a infec¢do por C. albicans, porém
nao tratados. Utilizado para a comparacédo entre os grupos tratados. (iii) Grupo
Ozonioterapia (GO): Submetidos a infeccdo agente patolégico e tratados com
ozonioterapia de uso medicinal. (iv) Grupo Lavagem (GL): Submetidos a infeccéo e
posteriormente tratados através de lavagem vaginal. Sinalizado como grupo controle
para o GO.

5.2.4 Comprovagéao da infec¢éo
Sendo realizada enfim a coleta e plaqueamento do lavado vaginal das fémeas.

Para tanto, foi introduzida solucdo salina estéril (20 pL) no tubo vaginal com
micropipetador em seguida, removida imediatamente e semeada em placas de Petri
contendo meio ASD-cloranfenicol. A solucao foi incubada a 37 °C, durante 48-72 h.
As infeccOes eram consideradas positivas se houvesse crescimento de pelo menos
uma col6nia de levedura na contagem individual e uma contagem média de todas as
culturas a partir de cada animal fosse >10 UFC/ml (MARCIA et. al., 2010). O mesmo

procedimento foi realizado nos camundongos do GCA.

5.2.5 Tratamentos
Para o Grupo Ozonioterapia foi realizado o procedimento de lavagem

vulvovaginal uma vez ao dia durante trés dias. O procedimento deu-se com 10 mL de
agua destilada previamente ozonizada, para imediatamente instilacdo vaginal com
uso de uma sonda de aspiracao neonatal, nimero 4. A ponta da sonda foi previamente
engraxada com Xylocaina em gel 2% e introduzida cuidadosamente na vagina do
animal, para instilacdo lenta de 10 mL de agua ozonizada, com 0 uso de uma seringa
de 10 mL. No Grupo Lavagem, o mesmo procedimento foi executado, porém com

agua destilada, ndo ozonizada.
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5.2.6 Coleta do lavado vaginal e sacrificio
Prontamente antes do sacrificio dos roedores, fora realizado o procedimento

de coleta do lavado vaginal. Instilou-se 50 yuL de PBS estéril na vagina de cada animal,
com o uso de um micropipetador e ponteira de 100 pL, aspirando-se imediatamente
em seguida.

Cada lavado foi plaqgueado em uma placa de Petri e todas as placas foram
mantidas em estufa a 35 °C para contagem de UFC ap0s 24 h.

ApOs a coleta do aspirado vaginal, os animais foram anestesiados com 50
mg/kg de Cetamina e 10 mg/kg de Xilazina via intraperitoneal sacrificados por
decapitacdo em guilhotina.

Os dados obtidos das UFC foram analisados atraveés de estatistica descritiva e
analitica através do teste ANOVA, utilizando o teste de Tukey como post hoc, com

alfa fixado em p>0,05.
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6. RESULTADOS

A Figura 12 apresenta as imagens das placas de Petri ap6s 24 h para o
experimento in vitro e exposi¢ao ao 0zOnio na camara. A placa controle apresentou
maior quantidade de UFC (Figura 12A) quando comparada as placas expostas ao
0z6nio pelo ar (Figuras 12B, C e D). A exposicao por 600 s demonstrou capaz de
reduzir 98,89% o numero de UFC quando comparado com as placas controle. O teste
ANOVA apontou diferenca estatisticamente significante entre as médias de UFC nas
placas. O teste Tukey apontou que houve diferenca entre as médias das placas
expostas por 60 s ou mais, quando comparadas com as placas controles ou expostas
por 30 s (p=0,0001) (Tabela 3).

Figura 12 - Ensaios in vitro. Placas de Petri apos 24 horas de exposicdo ao 0z6nio. A
- N&o tratada com 0z6nio; B - exposta ao 0zdnio por 60 s; C - exposta ao 0zdnio por
150 s; D - Exposta ao 0z6nio por 600 s.
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Fonte: Do autor

Tabela 3. Médias de UFC/ml das placas expostas ao ozénio.

Tempo de exposicéao Média Taxa Diferenca (%)
pelo ar UFC/ml crescimento (%)

Controle (ndo expostas) 720 100.00 -

60 s 160 22.22 -77.78
150 s 36 5.00 - 95.00
600 s 8 1.11 - 98.89
Média 231 32.1 -90.6
Desvio padrao 333 46.2 11.2

p Shapiro-Wilk 0.076 0.076 0.053

Percentual da taxa de crescimento celular percentual de diferenga entre as médias
obtidas. Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(p>0u=0.05).

Quanto ao experimento das suspensdes ozonizadas, a Figura 5 apresenta as
imagens das placas de Petri ap0s 24 h para o experimento in vitro. Nota-se que as
suspensdes ozonizadas durante 60 s (figura 5C) e 150 s (figura 5D) n&o apresentaram
crescimento celular, obtendo-se uma diferenca de 100% quando comparada com a
placa controle (figura 5A). A quantidade de UFCs contadas nas suspensoes
ozonizadas esta apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Apresentacdo das médias de UFC/ml das suspensdes ozonizadas,
percentual da taxa de crescimento celular e diferenca entre as médias obtidas.

Tempo de ionizagcdo da Média UFC/ml  Crescimento Diferenca (%)

suspenséo (%)

Controle (ndo expostas) 720 100.00 -

30s 110 15.27 84.73

60 s 0 0 100

150 s 0 0 100

Média 208 28.8 94.9

Desvio padrao 346 48.0 8.82

p Shapiro -Wilk 0.028 0.028 0.028
Os dados foram testados quanto a distribuicdo de normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk (p<0.05).

Figura 13 - Ensaios in vitro. Placas de Petri apos 24h de semeadura das suspensdes
ozonizadas. A - Tratada por 30 s; B - tratada por 60 s; C - tratada por 150 s.

Fonte: Do autor

O teste ANOVA apontou diferenca estatisticamente significante entre as médias
de UFC nas placas. O teste Tukey apontou que houve diferenca entre todas as
comparacoes (p=0,0001).

Nos experimentos conduzidos in vivo, 0 nimero de UFC/ml encontrado foi

menor no grupo tratado com ozoénio. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Apresentacdo das médias de UFC/ml do lavado vaginal dos grupos de
fémeas do experimento, percentual da taxa de crescimento celular e percentual de

diferencga entre as médias obtidas.

Grupos Média de UFC/ml Taxa crescimento (%) Diferenca (%)
GC 356 100,00 -
GL 234 65,70 34,30
GO 49 13,76 86,24

GCA 0 0 100,00

O teste ANOVA apontou diferenca estatisticamente significante entre as médias de
CFU dos grupos. O teste Tukey apontou que houve diferenca entre todas as
comparacoes (p=0,0001).
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7. DISCUSSAO

Pela primeira vez foi realizado um estudo sobre o uso da ozonioterapia no
modelo experimental de vulvovaginite, sendo assim a discussao segue comparativos
da utilizacdo do gas o0zdnio em experimentos com microrganismos relativos a
aplicacao onde tem similaridade de protocolos de aplicacdo ou resultados associados
a outras técnicas para tentativas de inativacdo dos seres microscopicos.

Um estudo realizado por Cardoso et al. (2009), avaliou os efeitos da
ozonioterapia no tratamento de feridas em pés diabéticos. O tratamento consistia em
banhos com agua ozonizada, seguidos de curativos com 6leo ozonizado. Apds 14
semanas de tratamento, os autores relataram a cicatrizagdo completa das feridas.
Traina (2008), também obteve resultados similares com a ozonioterapia em feridas
dérmicas de ratos. Seus resultados mostraram reducdo da area da ferida,
favorecimento da formacao tecidual e auséncia de toxicidade. Do mesmo modo, 0s
resultados do estudo atual foram positivos no tratamento da vulvovaginite no modelo
utilizado com a aplicacao da ozonioterapia, apontado pela reducao de 86% no nimero
de UFC do lavado vaginal das fémeas do grupo tratado.

Noites et al. (2014), compararam o efeito do 0zdnio gasoso com hipoclorito de
sédio e clorexidina sobre os microrganismos E. faecalis e C. albicans. Neste estudo,
o ozbnio isolado, aplicado em curtos periodos de tempo (24 e 60 s), ndo mostrou
eficacia em nenhum dos agentes antimicrobianos testados. Porém, os resultados
indicaram que com a aplicagao de 2% de clorexidina associada com a exposi¢édo ao
0zOnio gasoso, durante 24 s, ocorreu a eliminacdo completa de C. albicans e E.
faecalis. Além disso, a exposicdo ao 0z6nio gasoso durante 180 s se mostrou
significativamente mais eficaz na eliminacdo de C. albicans quando comparada a
tempos mais curtos. Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo,
sendo que a exposicéo da C. albicans ao 0zonio gasoso por tempos mais longos (150
s e 600 s) foram mais eficazes na eliminagdo do microrganismo quando comparada a
exposicao durante 30 s ou 60 s.

Em 2007, Estrela et al. compararam os efeitos entre o 0z6nio gasoso, a agua
ozonizada e o hipoclorito de sédio na eficacia antimicrobiana para Enteroccocus
faecalis e ndo encontraram efeitos benéficos para a inativacdo da bactéria em

guestao.
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Gracer e Bocci (2005) definiram que a aplicacdo do oz6nio no local inflamado
favorece a proliferacdo celular, sintese de matriz extracelular, normaliza o
metabolismo, aumenta a quantidade de leucécitos no local e liberam fatores de
crescimento, o que facilita a circulacdo local, estimula o reparo tecidual e a
cicatrizacao.

Um estudo experimental in vitro comparou os efeitos do ar comprimido, diéxido
de carbono (CO3), hélio (He) e O3z sobre o crescimento bacteriano. Observou-se que
ndo houve crescimento em 100% das cepas expostas ao 0z6nio, ao contrario dos
demais gases, que nao influenciaram no crescimento bacteriano (PEREIRA et. al.,
2005).

Resultados semelhantes foram obtidos na presente pesquisa, pois a
ozonioterapia se mostrou capaz de reduzir significativamente o numero de UFC do
microrganismo em questao tanto nos ensaios in vitro, como in vivo. Somente 150 s de
exposicao da suspensao celular foi capaz de inibir completamente o crescimento de
UFC.

Quanto aos efeitos colaterais, Oliveira (2007) observou que uma porcentagem
minima dos individuos submetidos ao tratamento com oz6nio apresentou eczema,
porém, com a redugdo da concentracdo da dose de O3z 0s sintomas desapareceram
rapidamente. Nao foram encontrados na literatura relatos de demais efeitos adversos

causados pela exposicéo ao ozénio.

O 0z6nio molecular ou seus produtos de decomposi¢édo (por exemplo, radical
hidroxila) inativam o0s microrganismos rapidamente ao reagir com enzimas
intracelulares, material nucleico e componentes de seu envelope celular,
revestimentos de esporos ou capsideos virais. Foi aprovado como aditivo alimentar
para o tratamento,armazenamento e processamento em 2001 para Food Drug
Administration KHADRE;YOUSEF; KIM, 2001.

O presente estudo demonstrou a eficacia da ozonioterapia no modelo
experimental usado, de modo que novos estudos sdo promissores a fim de

estabelecer essa modalidade como terapia auxiliar no tratamento de vulvovaginite.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos da ozonioterapia doméstica de forma medicinal
em C. albicans por meio de ensaios in vitro e in vivo através do modelo experimental
murino de vulvovaginite. Conclui-se com o estudo que 0 gas 0zonio apresentou
grande eficacia sobre a proliferacdo de C. albicans in vitro. Os melhores resultados
observados foram com aplicagdo em meio liquido. N&o obstante, a ozonioterapia foi
capaz de reduzir significativamente a infeccdo no modelo experimental utilizado. Nao
foram realizados testes para observacdo da microbiota bacteriana vaginal, novos
estudos séo sugeridos para observacédo da viabilidade quando a néo destruicdo da

flora bacteriana vaginal.
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