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RESUMO

A alta freqiiéncia € mais um recurso fisioterapéutico que pode contribuir no tratamento de
afeccOes cutdneas causadas por microrganismos, dentre eles o género Candida. O objetivo deste
estudo foi demonstrar o efeito fungicida deste recurso sobre cultura de Candida tropicalis in vitro.
Para isso, a alta freqiiéncia foi aplicada com eletrodo em forma de bico, com a técnica de
faiscamento por 5 minutos sobre coldnias isoladas em levedura. Foi realizada nova repicagem das
colonias submetidas a aplicagdo do aparelho e da placa controle em placas estéreis para verificar
crescimento de novas culturas apds 48 horas. Verificamos que 90% das placas que foram
submetidas a acdo do aparelho de alta freqiiéncia ndo foram constatados crescimento de Candida
tropicalis, ja& na placa controle da pesquisa foi observado crescimento normal da Cdndida.
Concluimos que o aparelho gerador de alta freqiiéncia proporcionou um efeito fungicida frente a
cultura de Candida tropicalis in vitro, sendo necessdrias novas pesquisas para comprovar sua
eficicia e utilidade em tratamentos dermatoldgicos in vivo, e assim ampliar e divulgar novas
técnicas de tratamento da fisioterapia dermato-funcional.
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ABSTRACT
The high frequency is one of the physiotherapeutic recourses that cam contribute on skin disorders
treatment injured by microorganisms like the Candida tropicalis. The main objective of this study
was demonstrating the fungicide effect of this recourse on “in vitro” cultures of Candida tropicalis.
To reach our goal we have applied the beak shape electrode, using the technique that produces
sparks for five minutes over yeast isolated colonies. A new sampling have been realized with the
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colonies where we had already applied the high frequency and the control slab in sterile slabs to
verify germination of new cultures after 48 hours, we have verified that in 90% of slabs that have
been submitted to the high frequency action stopped germination Candida tropicalis, while on the
control slab of this study have been observed normal growth of Candida. We have concluded that
the high frequency generator provided fungicide effect over “in vitro” cultures of Candida
tropicalis”. New researches will be essential to prove the high frequency utility and efficiency on
“in vivo” skim disorders, so we would be able of extend and spread the information about the new
treatment technique of functional skim physiotherapy.

Key-words: high frequency; Candida tropicalis; ozone.

INTRODUCAO

A utilizagdo do aparelho gerador de alta freqii€ncia tem sido realizada ha anos com finalidades
anti-sépticas, bactericidas, fungicidas e germicidas pelos profissionais que trabalham com
tratamentos faciais de limpeza e ou tratamento de pele embora nido haja muitas pesquisas que
comprovem sua acao.

O aparelho de alta freqiiéncia produz correntes alternadas que podem apresentar freqiiéncia
entre 100.000 e 200.000 Hz, com uma tensdo que oscila entre 25.000 e 40.000 V e uma intensidade
da ordem de 100 mA'". Essas correntes sdo geradas por um dispositivo eletrdnico que consta de
varios circuitos transistorizados que transformam, retificam e posteriormente produzem correntes de

alta freqiiéncia a partir da corrente elétrica de uso doméstico que se é provida através da rede”.

Um gerador de alta freqiiéncia apresenta normalmente um porta-eletrodo e diversos eletrodos
de vidro que podem conter em seu interior um vdcuo parcial (ar rarefeito) ou um gas (Néon,
Chenon, Argon). A passagem da corrente provoca uma ioniza¢do das moléculas de gds, as quais,
sobre o forte impacto energético, tornam-se fluorescentes. Uma de suas principais agdes € a

~ A . PR 2
formacdo de 0z6nio sobre a superficie a qual é aplicado'”.

A passagem de ondas eletromagnéticas por ar ou outros gases rarefeitos provoca a formagao
de 0zdnio, como acontece, por exemplo, na ozonosfera do nosso planeta (as ondas eletromagnéticas
do sol passam pelo ar rarefeito da ozonosfera, gerando 0zonio)'?.

O ozdnio (O3) é uma substancia extremamente instivel, e quando o aparelho de alta
freqiiéncia € aplicado na superficie da pele ele se decompde rapidamente em oxigénio molecular
(O;) e em oxigénio atdbmico (O). A grande acdo desinfetante do ozoOnio reside na grande
agressividade do oxigénio atdmico nascente, que ¢ liberado durante a decomposicdo do oz6nio >,
Seu mecanismo antimicrobiano ocorre por lise da membrana dos agentes apds oxidagéo[s], pelo seu
alto potencial oxidativo (2,07 V) (3.4.6]

Existem trés técnicas de aplicacdo do aparelho de alta freqiiéncia: Efluviacdo ou aplicacao
direta do eletrodo sobre a pele realizando deslizamento; faiscamento ou aplicacdo a distancia, com
eletrodo a milimetros da pele que produz uma grande diferenca de potencial entre este e a pele,
tornando o ar um condutor de eletricidade; e saturagc@o ou aplicacdo indireta com eletrodo em forma
de barra metdlica, o qual a pessoa tratada segura o porta-eletrodo e o eletrodo durante o
tratamento'"”,

Segundo Benjamini[g], todo organismo vivo estd sujeito a uma continua invasdo por

componentes do ambiente. Nosso corpo possui um sistema imune cuja fun¢do primordial é defender
0 organismo contra infeccdes causadas por microrganismos que, de alguma maneira, poderiam
estabelecer-se em nossos corpos no intuito de garantir a sua sobrevivéncia.

As infec¢Oes fungicas sistémicas sdo importante causa de morbidade e mortalidade em
pacientes imunodeprimidos ou com outras condi¢des predisponentes. A Candida sp faz parte da
biota da pele, que em certas condi¢des pode se tornar patogénica[9’10]. Virios desses agentes sdao
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menos suscetiveis as drogas antifingicas, um fato que tem justificado o tratamento destes

pacientes!' .

A candidiase € definida como micose devido a fungos leveduriformes do género Candida,
classe Saccharomycetes da subdivisao Ascomycotina[12]. As infecgdes agudas e crOnicas mostram
lesdes na boca, faringe, pele, unha, sistema broncopulmonar, intestinal e perianal, ocasionalmente,
endocardite, meningites ou infec¢des em outras localizagf)esm].

Existem fatores predisponentes para desenvolvimento da doenca: Alteracoes metabdlicas,
utilizacdo de alguns farmacos (quimioterdpicos, antibidticos e corticoesteroides) e doencgas
debilitantes .

Tendo em vista o surgimento e crescimento da especialidade dermato-funcional, assim como
da divulgacdo de técnicas de tratamento pouco conhecidas no meio fisioterapéutico, e devido a
escassez de literatura e de estudos relacionados ao assunto, este trabalho objetivou demonstrar o
efeito fungicida do aparelho de alta freqiiéncia na cultura de Candida tropicalis in vitro.

METODOLOGIA

Foi coletada amostra do fungo Candida tropicalis de pacientes internados no Hospital da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Campo Grande) acometidos por micose de pele e
onicomicose de unha.

Firmou-se o diagndstico de candidiase mediante exame direto clarificado com hidréxido de
potassa a 20% em solugdo aquosa de DMSO, por visualizacdo de leveduras e/ou pelo menos dois
crescimentos, ou seja, duas semeaduras do mesmo material, em culturas realizadas em meio de
Agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol'*!>1%],

Para a identificacdo das espécies de levedura do género Candida isoladas utilizamos placas
com meio cromogénico — Chromagar Candida®, (Probac do Brasil®, Sdo Paulo). Apés semeadura
da cepa nesse meio houve alteracdo da coloragcdo da colonia de acordo com a espécie de Candida
isolada. Apds 48 horas de incubagao a 30-37°C, foi possivel a identificacdo de: Candida albicans,
que se tornou esverdeada, Candida krusei, résea, Candida tropicalis, azul-acinzentada, e as demais
espécies, réseo-esbranquicadas''*'®. Assim conseguimos identificar e isolar a coldénia de Candida
tropicalis para que fosse realizada a pesquisa.

Em primeiro foi preparado o meio de cultura para fazer os repiques das cepas. O meio usado
foi o Agar Sabouraud do laboratério Sanofi Diagnostic Pasteur onde, seguindo as instru¢des do
fabricante, para cada 1 litro de 4gua destilada foi usado 65g de Agar. Foram preparados 500 ml para
aproximadamente 50 placas de Petri estéreis e descartaveis de 5 cm de diametro.

A solugdo foi colocada no forno de microondas por cerca de 6 minutos na poténcia maxima
até sua dilui¢do ficar totalmente homogénea e dai foi colocada em um Becker, lacrando-se a boca
com fita crepe indicadora. O mesmo foi levado a autoclave em temperatura méaxima atingindo
120°C. Atingido esta temperatura, foi colocado em temperatura média e deixado por mais 15
minutos para se diminuir a press@o e assim ser aberta a autoclave.

Ap6s retirado da autoclave, o Agar, em estado liquido, foi despejado nas placas de Petri
dentro da capela previamente ligada com a luz ultravioleta, para evitar contaminacdo do meio. Apds
esfriar 0 Agar e estar na forma sélida, a placa foi lacrada com Parafilm®. Apés 24 horas, foram
repicadas as cepas em 11 placas, sendo uma placa o grupo controle da pesquisa, e as outras dez
placas foi aplicado o aparelho de alta freqii€éncia. A repicagem foi realizada com alca de platina em
anel, sendo disseminado o material em 3 quadrantes da placa.

O inoculo foi disseminado sucessivamente em estrias com movimentos de cima para baixo em
cada quadrante, onde a al¢a foi esterilizada para a terceira inoculacao. A finalidade desta técnica foi
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diluir o inoculo suficiente na superficie do meio para se obter colonias bem isoladas, assim a
coldnia pdde ser individualmente usada para aplicag¢ao do aparelho.

Depois de crescida as novas culturas nas placas semeadas (apds 48 horas), foi aplicado o
aparelho de Alta Freqiiéncia modelo Plus fabricado pela Tone Derm® com eletrodo de bico com ar
rarefeito em seu interior, técnica de faiscamento sobre uma col6nia isolada da placa com
intensidade 8, sendo esta a intensidade mais baixa em que conseguimos produzir um &timo
faiscamento. A placa de Petri foi colocada sobre uma folha de papel aluminio para que houvesse
um campo elétrico semelhante a pele, visto que o vidro da placa ndo € um bom condutor elétrico, e
realizado uma aplicac¢do por 5 minutos em cada placa, dentro da capela previamente ligada com luz
ultravioleta para que ndo houvesse contaminagao das placas pelo meio ambiente. Foi realizada nova
repicagem das colOnias submetidas a aplicacdo do aparelho e da placa controle em uma placa
estéril, também dentro da capela, para verificar crescimento de novas culturas apds 48 horas.

RESULTADOS

Das 10 placas em que foram repicadas amostras das colonias submetidas a acdo do aparelho
de alta freqii€éncia, em nove delas nao foi constatado crescimento de Candida tropicalis, € em uma
delas houve pouco crescimento deste fungo; j4 a placa em que foi repicada amostra do grupo
controle da pesquisa foi observado crescimento normal da Candida tropicalis.

Na placa em que houve crescimento de Candida tropicalis repicada a partir de uma placa
submetida ao aparelho de alta freqii€ncia foi realizada nova aplicagdo, nas mesmas condicdes
anteriores. Repicada essa colonia em nova placa, e aguardado o tempo de 48 horas, ndo foi
observado crescimento de Candida tropicalis.

DISCUSSAO

Devido a instabilidade do oz6nio, aproximadamente 3 segundos na fase gasosa, o que impede
sua armazenagem, torna-se necesséria sua geracdo in situ!'’'. O ozdnio pode ser produzido por trés
diferentes técnicas: exposicdo do oxigénio a luz ultravioleta, eletrdlise do &4cido percldrico e
descarga eletroquimica”™'®, sendo essa dltima a técnica utilizada para producdo de ozonio pelo
aparelho gerador de alta freqiiéncia desta pesquisa.

Dentre os diferentes processos de producdo apresentados, o que utiliza descarga elétrica
(também conhecido por efeito corona) é o mais utilizado pela maioria dos ozonizadores comerciais,
principalmente pelo fato de se obter maior taxa de conversao de oxigénio em ozdnio. Neste método,
0 ozOnio € gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro entre dois meios submetidos a uma elevada
diferenca de potencial (aproximadamente 10 kV). O rendimento deste processo varia entre 1 e 4%
(m/m) e entre 6 e 14% (m/m) para sistemas alimentados por ar e oxigénio puro,
respectivamente'*'??") Neste estudo, a geracdo de ozdnio se deu pela passagem de ar ambiente
entre dois meios que apresentam uma diferenca de potencial que oscilava entre 25 e 40 kV,
garantindo, assim, um bom rendimento de 0z6nio, embora este ndo tenha sido calculado.

O ozodnio € utilizado para esterilizacdo de materiais em grande volume de forma eficaz, dai a
proposta de utilizacdo deste, com intuito fungicida sobre colonias que podem acometer a superficie
cutanea. O aspecto biomédico do 0zonio ndo foi amplamente discutido pela pequena quantidade de
referencias bibliogréaficas do assunto e pela falta de estudos amplos e controlados. Os relatos sobre
terapia com 0zOnio na literatura limitam-se a trabalhos e experiéncias isoladas, que ndo apresentam
resultados controlados rigorosamente™'*?. Estas pesquisas atribuem outras qualidades ao ozénio,
tais como: estimulo a produgdo de citoquinas, ativacao de linfécitos T, melhora da oxigenagdo e do
metabolismo celular por meio de vasodilatagio e do aumento da resposta enzimatica
antioxidatival'>*, o que favorece ainda mais a utilizacdo da ozonoterapia para o tratamento de
afeccdes cutaneas provocadas tanto por fungos como por outros microrganismos.
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O ozoénio € capaz de reagir com uma numerosa classe de compostos organicos, devido,
principalmente, ao seu elevado potencial de oxida¢do (E” = 2,08V), superior a0 de compostos
reconhecidamente oxidantes, como H202[3’4’17’19], o que significa uma maior eficécia terapéutica em
comparacdo aos métodos atualmente utilizados.

O géds 0zdnio tem sido considerado um microbicida por agir sobre virus, fungos e bactérias.
Supde-se que o ataque primério do ozonio se dé sobre a parede da célula do microrganismo e,
depois, ao penetrar no interior da célula, este agente promove a oxidacdo dos aminodcidos e acidos
nucléicos. A lise celular depende da extensdo destas reagdes> .

As leveduras do género Candida t€m grande importincia pela freqii€éncia elevada com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano, dai a op¢ao por este fungo nesta pesquisa. Espécies de
Candida sao encontradas no tubo gastrintestinal em 20 a 80% da populacdo adulta saudavel.
Alteragdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser decorrentes de mudangas
fisioldgicas caracteristicas da infincia (prematuridade) e envelhecimento ou mais freqlientemente,
associadas a doencas degenerativas, neopldsicas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e
imunodepressio induzida por atos médicos>**"".

A candidiase expressa a variedade de relacdes que ocorrem entre hospedeiro e microbiota
autdctone, isto é, do comensalismo 2 doenca sistémica fatal'*'*!. Em hospitais tercidrios, o género
Candida responde por cerca de 80% das infec¢des fingicas documentadas, representando um
grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades[26’29]. Leveduras do género Candida sao
responsaveis pela colonizacdo, por infeccdes fingicas superficiais em imunocompetentes e por
infeccOes sist€émicas em imunodeprimidos. A variedade de apresentagdes da doenca leva a
necessidade de utilizacdo de diferentes métodos diagndsticos e esquemas terapéuticos'' >, Por
isso, consideramos como relevante a elei¢cdo do gerador alta freqiiéncia como um destes diferentes
métodos de tratamento por considerd-lo uma eficiente op¢ao terapéutica para afecgdes superficiais,
haja vista os resultados obtidos neste estudo.

Sao conhecidas cerca de dezessete espécies de Candida causadoras de micoses superficiais ou
. . 26.27 .. L, . . L. - . .
invasivas em seres humanos”**". As principais espécies de interesse clinico sdo: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
e . . L 12630]
guilliermondii e Candida lusitaniae .

Candida albicans €, sem duavida, a espécie mais freqiientemente isolada de infecgdes
superficiais e invasivas em diferentes sitios anatdmicos e em casuisticas de todas as partes do
mundo®®!. Essa predomindncia se observa na literatura tanto em pacientes imunocompetentes como
em imunodeprimidos“‘*’3 23334 Egta espécie € naturalmente sensivel a todas as drogas antifingicas
de uso sistémico?®*!!, daf um fator de desinteresse para sua eleicdo neste estudo.

A freqiiente ocorréncia de infecgcdes sistémicas por espécies ndo albicans vem sendo
documentada por diversos autores, em todas as partes do mundo. Debusk et al.*”! avaliando 106
episddios de candidemia em Michigan (EUA), ocorridos no periodo de 1986 a 1991, verificaram
que antes de 1990, Cdndida albicans era responsdvel por 60 a 80% dos isolados. As espécies nao
albicans predominaram apds esse periodo, sendo C. tropicalis e C. parapsilosis as mais
freqﬁentes[26’35]. Ainda, nos Estados Unidos da América, Pfaller[36], reunindo amostras de Candida
spp de cinqiienta diferentes institui¢des, mostraram que espécies nao albicans responderam por
49% do total de episddios de candidemia, sendo as espécies mais prevalentes: C. glabrata (17%), C.
parapsilosis (16%), C. tropicalis (12%) e C. krusei (3%)[26’36]).

Muitas das espécies nao albicans mais comumente isoladas sdo menos susceptiveis aos
derivados azodlicos, dificultando o tratamento dessas infec¢des. Embora a susceptibilidade das
leveduras do género Candida aos antifingicos disponiveis seja varidvel e previsivel, nem sempre
uma determinada amostra isolada segue o padrao geral“‘”, sendo necessdria a utilizacdo de terapias
novas, como a do aparelho desta pesquisa, que usa o 0zoénio como eficiente agente fungicida.
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Candida tropicalis possui consideravel potencial biolégico como agente oportunista quando o
hospedeiro encontra-se neutropénico, quando hd supressio da flora bacteriana pelo uso de
antimicrobianos e danos na mucosa gastrintestinal. Este agente fiingico tem sido relatado como o
segundo ou terceiro agente etioldgico mais comum de candidemia em pacientes com neoplasias,
sendo sua fregiiéncia maior em leucemias e menor em tumores s6lidos***". Tendo em vista que tais
pacientes estdo debilitados e expostos a fortes tratamentos medicamentosos, a op¢do por uma
terapia ndo invasiva e nao medicamentosa, como 0 uso do 0zonio ao nivel da pele, torna-se uma
Otima opc¢ao para o tratamento cutaneo causado pela Candida.

z

Em paises de América Latina, particularmente o Brasil, esta espécie é extremamente
freqiiente, mesmo entre pacientes nao portadores de cancer, constituindo-se na segunda ou terceira
L . . P . 26,38,39.40,41
principal causa de candidemia nas principais séries publicadas*®>* 24041

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho, ainda que baseados em amostragem pequena revelaram que o
aparelho gerador de alta freqiiéncia propiciou efeito fungicida frente a cultura de Candida tropicalis
in vitro, entretanto, entendemos que se fazem necessarias novas pesquisas para verificar sua eficicia
e utilidade em tratamentos dermatolégicos in vivo, € assim ampliar e divulgar novas técnicas de
tratamento da fisioterapia dermato-funcional. Existe, ainda, a possibilidade da redu¢ao do tempo de
contato e da intensidade utilizadas neste trabalho, tornando o tratamento mais rapido e vantajoso.
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