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LIMA, E.A. Avaliagdo do potencial antimicrobiano do aparelho de alta frequéncia em
modelo in vitro. Monografia 51 f. Faculdade Ledo Sampaio, Juazeiro do Norte-Ceara. 2015.

RESUMO

Introdugdo: A microbiota da pele é formada por microrganismos comensais que podem
causar infec¢bes no hospedeiro, caso este encontre-se em situacGes que o torne vulneravel.
As laceragBes ou rupturas da pele sdo porta de entrada para patdgenos que causam infecgoes,
provocando respostas inflamatorias a nivel cutdneo e subcutaneo. Na antiguidade eram
minimas as alternativas de tratamento antifingico e atualmente estes ainda encontram-se
reduzidos. As bactérias por sua vez possuem mecanismos que as tornam resistentes a
antibioticoterapia. Sendo assim o aparelho de alta frequéncia vem sendo utilizado no
tratamento de diversas patologias infecciosas pela suas caracteristicas bactericida, fungicida e
virucida, decorrente da a¢do do ozbnio, substancia potencialmente oxidante. Objetivos:
Verificar o potencial antimicrobiano do aparelho de alta frequéncia em modelo in vitro.
Metodologia: A referida pesquisa trata-se de um estudo analitico descritivo experimental
quantitativo. Para os testes foram preparadasl18 placas de Petri descartaveis contendo meio de
cultura BHI onde foram inoculadas com amostras de bactérias (Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa) e fungos (Candida albicans) e encubadas em estufa
microbiol6gica a 37°C por 24h. As placas foram distribuidas em seis 6 grupos nomeados de
acordo com o microrganismo inoculado e dividido em grupos testes e controles. De cada
placa, foram isoladas 3 colGnias microbianas, totalizando 9 coldnias em cada grupo. Para o
procedimento de intervencdo foram utilizados trés aparelhos de alta frequéncia e aplicada a
técnica de faiscamento, durante 5 dias com intervalo de 24h entre as intervencdes, utilizando
intensidade de 100% do aparelho durante 10 minutos em cada coldnia. Apds o periodo de
intervencédo foi realizada repicagem e encubacdo das colonias tratadas. Os resultados foram
analisados considerando o crescimento ou ndo de coldnias microbianas. Os dados foram
agrupados aos pares e submetidos ao teste exato de Fisher do programa GraphPad Prism.
Considerou-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Resultados: Comparado 0s grupos
testes com seus respectivos controles e grupos entre si os resultados foram estatisticamente
significativos (S. aureus controle x S.aureus teste = 0.0001; P. aeruginosa controle X
P.aeruginosa teste = 0,0047; Bactérias controle x Bactérias teste = 0,0147; S.aureus teste x P.
aeruginosa teste = 0,0412; S.aureus teste x C.albicans teste = 0,0011; Bactérias teste x C.
albicans teste = 0,0090). Apenas os grupos (C. albicans controle x C.albicans teste = 0,2353 e
P. aeruginosa teste x C.albicans teste = 0,1674), ndo apresentaram significancia estatistica.
Conclusdo: Diante dos resultados apresentados foi possivel observar e quantificar que o
aparelho de alta frequéncia demonstrou atividade bactericida, ndo sendo observado efeito
fungicida. Portanto, o aparelho de alta frequéncia pode ser considerado como uma ferramenta
promissora para o tratamento de infeccdes dermatoldgicas, principalmente de ordem
bacteriana, e com possibilidade de interacdo com técnicas antimicrobianas.

Palavras-chave: Ozonio. Infecgéo. Bactericida. Pele.



LIMAE.A. Potential antimicrobial assessment of high-frequency device model in vitro.
Monograph 51 f. Faculdade Ledo Sampaio, Juazeiro do Norte-Ceara. 2015.

ABSTRACT

Introduction: Skin microbiota is formed by microorganisms that diners can cause infections
in the host if this meet in situations that make it vulnerable. Lacerations or broken skin are the
gateway to pathogens that cause infections, causing inflammatory responses to cutaneous and
subcutaneous level. In ancient times were minimal antifungal treatment alternatives and
currently they still are reduced. The bacteria in turn mechanisms that have become resistant to
antibiotics. Thus the high frequency device has been used in the treatment of various
infectious diseases by its bactericidal characteristics, fungicidal and virucidal, due to ozone
action, potentially oxidising substance. Objectives: Check the antimicrobial potential of high-
frequency apparatus in vitro model. Methodology: this research it is an experimental
quantitative analytical study. For the tests were preparadasl8 disposable Petri dishes
containing culture medium BHI where were inoculated with bacteria (Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa) and fungi (Candida albicans) and incubated at 37°c for
microbiological greenhouse to 12:0 am. The plates were distributed in six 6 named groups
according to the micro-organism inoculated and divided into test groups and controls. Each
plate, 3 were isolated microbial colonies, totalling 9 colonies in each group. For the
intervention procedure we used three high-frequency devices and applied the technique to
avoid sparkling risks, during 5 days with 12:0 am range between interventions, using 100%
intensity of the appliance for 10 minutes in each colony. After the intervention period was
performed and success of the treated colonies subculture. The results were analyzed
considering the growth of microbial colonies. The data were grouped in pairs and the Fisher
exact test of the program GraphPad Prism. It was considered the significance level of 5% (p <
0.05). Results: Compared with their respective testing groups controls and groups the results
were statistically significant, (S. aureus control x S.aureus test = 0.0001; P. aeruginosa
control x P.aeruginosa test = 0,0047; Bactérias control x Bacteria test = 0,0147; S.aureus test
X P. aeruginosa test = 0,0412; S.aureus test x C.albicans test = 0,0011; Bacteria test x C.
albicans test = 0,0090). Apenas os grupos (C.albicans control x C.albicans test = 0,2353 e P.
aeruginosa test x C.albicans test = 0,1674) did not show statistical significance. Conclusion:
On the results it was possible to observe and quantify the high frequency apparatus
demonstrated bactericidal activity, not being observed effect fungicide. Therefore, the high-
frequency apparatus can be regarded as a promising tool for the treatment of dermatological
infections, particularly bacterial order, and with the possibility of interaction with
antimicrobial techniques.

Keywords: Ozone. Infection. Bactericide. Skin.
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1 INTRODUCAO

A pele é uma camada de tecido que favorece o contato do organismo com 0 meio
externo, € um dos maiores 6rgdos do corpo humano e possui fungdes vitais como a protecdo
das estruturas organicas internas, equilibrio homeostatico e fungdo perceptiva e sensorial
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

Segundo Higa (et al., 2007) as caracteristicas intrinsecas da pele conferem a esta o
importante papel na defesa contra os varios patdgenos existentes. O organismo esta
constantemente vulneravel a invasfes por microrganismos, mesmo possuindo uma linha de
defesa com a funcdo de protegé-lo contra infecgdes. Souza (2003) acrescenta que laceragoes
ou rupturas da pele, sdo porta de entrada para patdgenos causadores de infeccBes, que se
instalam a nivel cutaneo e subcutaneo provocando respostas inflamatorias em decorréncia da
invasdo, porém ainda ha os casos em que a porta de entrada para o agente infeccioso nao é
aparente.

De acordo com Gobbo (2010) o corpo possui naturalmente varios microrganismos
gue formam a microbiota, chamada de flora normal, constituida por fungos e bactérias que se
depositam de maneira permanente nas varias regides do organismo. Estes microrganismos
predominam em regides que estdo em contato constante com 0 meio externo, COmo no caso
das mucosas e da pele, que é a responsavel dentre outras funcdes, por proteger o organismo de
possiveis colonizacdes patogénicas. Ingraham e Ingraham (2011) reforca que as infecgdes de
pele de origem bacteriana, em sua grande maioria, estdo dispostas de forma localizada, o que
ndo exclui a possibilidade de algumas se espalharem disseminando o quadro. A microbiota
natural da pele possui microrganismos que séo sustentados por uma relagdo de comensalismo
e alguns outros que sdo patogénicos e oportunistas .

No que se refere as caracteristicas morfologicas dos fungos e bactérias, Murray
(2006) cita que as células que compdem o organismo dos animais e fungos sdo do tipo
eucarioticas ,do grego “ntcleo verdadeiro”, enquanto as bactérias fazem parte dos procariotos,
do grego nucleo primitivo. Levinson e Jawetz (2008) discorre que, bactérias sao classificadas
em Gram-positivas e Gram-negativas, onde na classe Gram-positiva, pode-se destacar a
espécie Staphylococcus aureus, bactérias que desenvolvem-se em formato de cachos de uva e
sdo responsaveis por varias infec¢cdes piogénicas , doencgas de pele como o impetigo, infeccao
de solucgdes de continuidade, foliculite entre outras. Em relacdo a classe Gram-negativa,

Kvitko (2010) destaca Pseudomonas como bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, que
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podem produzir mecanismos téxicos ao organismo do hospedeiro, provocando dano tissular
através da degradacdo da elastina, além de deter a capacidade de prejudicar as respostas
imunoldgicas, propiciando disseminacédo e maiores agravos teciduais.

Os fungos por sua vez, apresentam caracteristicas que os diferenciam de outros
microrganismos como por exemplo, o fato de possuirem um ndcleo envolto por membrana
(HARVEY, 2008; LEVINSON; JAWETZ, 2008). Classificam-se em dermatofitos, néo
dermatofitos e ainda espécies de leveduras como Candida, que embora encontrem-se na flora
natural do corpo, podem se proliferar patologicamente diante de um rebaixamento da flora
normal. As infecgdes fungicas a nivel tecidual podem ser representadas pelas micoses ou
dermatomicoses, que se classificam em cuténeas, subcutaneas e profundas de acordo com a
forma de entrada do patdgeno flangico, podendo ainda acometer, pelos, unhas e pele (PAULA
etal., 2012; DIAS, 2010; ROQUE, 2013; HIGA et al., 2007).

No que se refere aos tratamentos antimicrobianos Roque (2013) relata que, na
antiguidade eram minimas as alternativas de tratamento para infec¢fes fungicas e que apesar
de hoje a industria farmacéutica dispor de varios medicamentos para tratamento das micoses,
as alternativas terapéuticas ainda sao reduzidas. Neves (et al., 2011) cita que as bactérias por
sua vez, possuem mecanismos responsaveis por torna-las resistentes a antibioticoterapia.

Dentre as alternativas terapéuticas o efeito do ozonio advindo do aparelho de alta
frequéncia vem sendo utilizado no tratamento de diversas patologias, sejam elas de ordem
crbnica ou aguda. Este recurso possui comprovadamente, efeitos sobre o metabolismo celular,
que auxiliam tanto no processo de aceleracdo cicatricial como na eliminacdo de agentes
bacterianos, flngicos e virais, sendo sua utilizacdo vantajosa pela fécil aplicacdo, baixo custo
e por ndo possuir contraindicagdes (KORELLO et al., 2013; BRAZ et al., 2014). A acdo
antisséptica e bactericida € o principal efeito terapéutico do aparelho de alta frequéncia, que
decorre da acdo oxidante e capacidade de reduzir toxinas produzidas por agentes bacterianos
(BORGES, 2006).

Apesar dos diversos estudos relacionados ao efeito bactericida, fungicida e demais
beneficios terapéuticos do aparelho de alta frequéncia, os mesmos nao deixam claro o
espectro de acdo deste recurso. O presente estudo justifica-se entdo, pela necessidade de
verificar, se 0 aparelho de alta frequéncia possui a mesma acéo tanto na classe de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas como na classe fungica. De forma que os resultados
encontrados possam mostrar a especificidade do aparelho de alta frequéncia e contribuir no

direcionamento das terapéuticas propostas pelo profissional fisioterapeuta. Podendo trazer
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beneficios para o tratamento de individuos acometidos por afecgdes dérmicas infecciosas,
considerando que estas causam maleficios a saude, prolongando o tempo de recuperacao e

aumento dos gastos com o tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Verificar o potencial antimicrobiano do aparelho de alta frequéncia em modelo in

vitro.

2.2 ESPECIFICOS:

e Averiguar o tempo de aplicacdo e intensidade do aparelho de alta frequéncia quanto a
capacidade de reducdo da proliferacdo bacteriana e fingica;

e Analisar comparativamente os resultados entre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas

e fungos mediante exposicdo ao aparelho de alta frequéncia.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Estrutura e caracteristicas da pele

Segundo Malagutti e Kakihara (2010) a pele é uma camada de tecido que favorece o
contato do organismo com o meio externo é um dos maiores 6rgaos do corpo humano e
possui fungdes vitais como a protecdo das estruturas organicas internas, equilibrio
homeostatico, funcdo perceptiva e sensorial.

O tegumento é constituido pela epiderme, por¢do epitelial e pela derme parte tecidual
conjuntiva, a camada hipodérmica apesar de encontrar-se subjacente a derme nédo faz parte da
pele. A epiderme é constituida pelas seguintes camadas: germinativa ou basal, espinhosa,
granulosa, ldcida e cornea (GUIRRO; GUIRRO, 2004; MENDONCA et al., 2011). E um
tecido epitelial estratificado queratinizado, responsavel pela producdo da queratina, proteina
que atribui a impermeabilidade caracteristica dessa camada que por ndo possuir
vascularizagdo , obtém nutricdo através da derme, camada subjacente (MENDONCA et al.,
2011).

Mendonca (et al., 2011) cita que a camada deérmica constitui-se de um tecido
resistente formado por proteinas fibrosas (colageno e elastina), nesta camada encontram-se
ainda fibras reticulares, vasos sanguineos, linfaticos e nervos além dos anexos cutaneos
foliculo piloso, a glandula sebacea e as glandulas sudoriparas. Ja Rodrigues (et al., 2008) se
refere ao tecido subcutdneo hipodérmico relatando que este é constituido por células
gordurosas que mantém equilibrada a temperatura corporal e funciona como reserva
energética.

Segundo Higa (et al., 2007) o organismo esta constantemente vulneravel a invasées
por microrganismos, mesmo possuindo uma linha de defesa com a funcéo de protecdo contra
infeccBes. Souza (2003) reforca que as caracteristicas intrinsecas da pele conferem a esta o
importante papel na defesa contra os varios patdgenos existentes. Fatores relacionados ao
hospedeiro, funcdes de protecdo da pele e fatores bacterianos devem ser considerados, pois
laceracBGes ou rupturas da pele ainda que ndo sejam aparentes, sdo portas de entrada para
agentes infecciosos que se instalam a nivel cutaneo e subcutaneo, provocando respostas
inflamatdrias em decorréncia da invaséo.

Ainda em relacdo a pele, Gobbo (2010) discorre que, esta possui caracteristicas
particulares como por exemplo, a presenca de &cidos graxos livres que sdo produzidos por

glandulas sebaceas e o baixo PH, tornam improprio o desenvolvimento de microrganismos
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patogénicos na pele. Porém danos como cortes ou laceragdes da pele fornecem a entrada de
agentes infecciosos que podem se disseminar e causar 0 que se conhece por infeccdo
generalizada ou septicemia. Malagutti e Kakihara (2010) acrescentam que atraveés da
observacdo da pele é possivel detectar problemas no funcionamento do organismo como por
exemplo os disturbios oriundos da resposta inflamatoria: calor, vermelhidao e infiltracdo

3.2 Microbiota dérmica

O corpo possui naturalmente varios microrganismos que formam a microbiota, flora
normal, constituida por fungos e bactérias que se depositam de maneira permanente nas varias
regides do organismo, principalmente quando estas partes estdo em contato constante com o
meio externo como é o caso da pele, responsavel dentre outras funcdes, por proteger o
organismo de possiveis colonizacGes patogénicas (GOBBO, 2010).

Segundo Padovani (2008) a microbiota da pele € classificada em microbiota
transitéria e residente (Figura 1). A microbiota transitoria estd localizada externamente,
depositando-se na camada cérnea da pele e é adquirida pelo contato com o meio. Em relacdo
microbiota residente, o autor cita que esta encontra-se localizada em regiGes mais profundas
como por exemplo no foliculo piloso e glandulas sudoripara. Os microrganismos formadores
da microbiota residente mantém uma relacdo estavel com o hospedeiro, causando danos

apenas em situacdes que permitam o contato direto com o sangue.

Figura -1 Localizagdo da microbiota transitoria e residente.

Microbiota transitoria fiéb"aﬂ’:‘é?

Epiderme
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g K I? ) sudoripara

“Microbiota residente

Fonte: PADOVANI (2008).
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Referindo-se ainda a microbiota natural da pele, Ingraham e Ingraham (2011) cita
gue esta possui microrganismos que sdo sustentados por uma relacdo de comensalismo e
alguns outros que sdo caracteristicamente patogénicos e oportunistas. As infeccdes cutaneas
de origem bacteriana em sua grande maioria sdo localizadas, o que ndo exclui a possibilidade
de algumas se espalharem tornando o quadro potencialmente letal. O mesmo autor destaca
gue nas regides corporais de maior umidade como a axila, virilha, contornos do nariz e boca,

encontram-se um maior nimero e variedade de microrganismos.
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4 ESTRUTURA E MORFOLOGIA BACTERIANA E FUNGICA

Segundo Murray (2004) as células que compdem o organismo dos animais, e fungos
sdo do tipo eucaritticas do grego “ntcleo verdadeiro”, jA as bactérias fazem parte dos
procariotos do grego nucleo primitivo. Harvey (2008) afirma que esta denominacdo da
presenca ou auséncia do nucleo celular, onde as que contém nucleo sdo denominadas
eucaridticas e as que ndo o contém sdo denominadas procaridticas

De acordo com Harvey (2008) os microrganismos procariotos possuem estrutura e
producdo de substancias que sdo intrinsecas as bactérias. De forma geral a célula procariotica
é formada por as seguintes partes:

- Cépsula: tem origem a partir de um material de caracteristica viscosa produzida
pelas bactérias. Este material recobre a célula ficando ligado a ela com uma forma estrutural
organizada formando uma capsula extra celular.

- Parede celular: formada a partir da interligagdo de polimeros, esta possui uma
porcdo glicana que € um polimero linear, e uma porcao de peptideos formada por aminoécidos
esta estrutura confere a forma da célula bacteriana.

- Membrana celular: possui funcdo de barreira por conter em sua composi¢do
fosfolipideos que por sua vez ddo origem a bicamada lipidica. Esta estrutura € responsavel
pela selecdo de moléculas que entram e saem da célula.

- Apéndices:

e Flagelos: possuidores de caracteristicas antigénicas, estas estruturas conferem
motilidade a célula bacteriana e encontram-se conectadas a parede e membrana da
mesma.

e Pili: Estruturas mais delgadas e menores que os flagelos, o pili pode ser também
denominado como fimbrias e sdo responsaveis pela ancoragem, ou seja, estabelecem o
contato entre células bacterianas ou entre as células bacterianas e as células do
hospedeiro.

Trabulsi e Alterthun (2008) cita o nucledide como o DNA da célula procariotica, onde
a parte nuclear é formada por fibrilas de DNA dupla hélice e acrescenta que o citoplasma
bacteriano pode conter DNA circulares que fornecem seletividade as células que os contém,
conhecidos como plasmideos estes podem se dividir em fatores sexuais, de resisténcia a
antibioticos e etc. Ja o citoplasma é um meio aquoso no qual ficam dispostas particulas
imprescindiveis a célula, como os ribossomos responsaveis pela producdo de proteinas e €

composto pelas subunidades 30 s e 50s.
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Ainda de acordo com Trabulsi e Alterthun (2008) no que se refere a parede celular
bacteriana, tanto as bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, possuem distin¢des
intrinsecas. Uma das grandes diferencas estd na composicdo das camadas da parede celular,
onde Gram-negativas possuem uma parede mais complexa, constituida por mais de uma
camada de compostos quimicos diferentes. Enquanto as bactérias Gram-positivas apresentam

uma camada bem espessa, porém formada por apenas um composto quimico.

4.1 Bactérias Gram-Positivas

O principal componente da parede celular de bactérias gram-positivas sdo 0s
peptideoglicanos, esta macromolécula representa cerca de 45% a 50% do peso seco da célula,
é um exoesqueleto que devido a presenca de porosidades permite a entrada de metabolitos
para a membrana plasmatica. S8o moléculas fundamentais que participam da estrutura,
proliferacdo e que garantem a sobrevivéncia das bactérias nos diversos meios. Outra parte da
parede celular é formada por proteinas e acidos tecoicos, que compde até 50% da massa seca
destas celulas. Os acidos tecdicos podem encontrar-se ligados aos peptideoglicanos da parede
ou acidos lipotecoicos que ligam-se aos lipideos, constituintes da membrana plasmatica
(MURRAY, 2004; TRABULSI; ALTERTHUN, 2008).

4.2 Staphylococcus aureus

De acordo com Levinson e Jawetz (2008) a espécie Staphylococcus aureus (S.
aureus) sdo bactérias Gram-negativas que desenvolvem-se em formato de cachos de uva,
responsaveis por varias infeccdes destacando-se entre elas, os abscessos e infeccOes
piogénicas, doencas de pele como o impetigo, infeccdo de solucdes de continuidade,
foliculite, entre outras. Santos (et al., 2007) afirma que do género Staphylococcus,
aproximadamente 10 espécies podem ser encontradas na flora natural do corpo sendo a
espécie S. aureus a que mais se relaciona a infeccdes purulentas e colonizacdo das lesdes
originadas de processos cirurgicos, possibilitando nestes casos, o surgimento de processos
infecciosos de maior extenso.

Bacteérias S. aureus costumam acometer tecidos subjacentes bem como 6rgéos internos
e sdo responsaveis pela maior parte das infec¢des adquiridas tanto no &mbito hospitalar como
comunitario (GELATTI et al.,, 2009; INGRAHAM; INGRAHAM, 2011). Possuem

mecanismos que lhes conferem a capacidade patogénica como por exemplo, facilidade para
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colonizar a pele do hospedeiro e potencial de inibicdo contra componentes fagociticos
protetores (LOPES, et al., 2012).

Ainda no que se refere aos mecanismo patogénico da espécie Staphylococcus
Ingraham e Ingraham (2011) cita que estas bactérias possuem capacidade de gerar no
hospedeiro um forte processo inflamatorio, decorrente da liberacdo de enzimas e toxinas que
danificam a membrana celular humana provocando morte celular, a exemplo pode-se destacar
a toxina esfoliativa que gera uma separacdo e descamacado das camadas externas da pele, este
€ 0 mecanismo responsavel por uma grave sindrome clinica, conhecida como sindrome da

pele escaldada estafiloctcica.

4.3 Bactérias Gram-Negativas

Existe uma maior complexidade na formacao da parede de bactérias Gram-negativas,
que possuem poucas camadas de peptideoglicanos e ndo contém &cidos tecoicos na sua
composicgdo. Estas celulas apresentam ainda membrana externa constituida por duas camadas
lipidicas, em que a camada mais interna € composta basicamente de fosfolipideos em quanto a
mais externa é composta por lipopolissacarideos e proteina. A membrana externa encontra-se
ainda, separada da membrana citoplasmatica pelo espaco periplasmatico, lugar onde
localizam-se as enzimas e proteinas celulares (TRABULSI; ALTERTHUN 2008).

4.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sdo bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, conhecidos como
aerobios obrigatérios, porém, podem crescer de forma anaerdbia e por isso possuem a
capacidade de desenvolver-se em diferentes tipos de meios (KVITKO, 2010).

A espécie Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) possui forte resisténcia a
antibidticos e desinfetantes, suportam temperaturas de até 42° C e estdo entre as bactérias mais
predominantes em infecgbes hospitalares (FIGUEIREDO, et al., 2007; KVITKO, 2010).
Apresentam um grande poder de resisténcia aos tratamentos, sendo por isso, a causadora de
grande parte das infec¢cbes nosocomiais. Este fato deve-se a sua capacidade de troca de
material genético entre as espécies de gram-negativas 0 que torna essa espécie bacteriana
inerentemente resistente a determinados tratamentos através da antibioticoterapia. Este fato

torna as infeccBes por pseuddmonas merecedoras de grande atencdo clinica, por serem de
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dificil resolucéo constituindo-se num potencial fator causador de morbimortalidade (NEVES,
etal., 2011).

Em relacdo aos mecanismos toxicos que podem ser produzidos por Pseudomonas no
organismo do hospedeiro Kvitko (2010) cita a acdo das enzimas LasA (serino protease) e
LasB (metaloprotease) que provocam dano tissular através da degradacao da elastina e detém
ainda a capacidade de prejudicar as respostas imunoldgicas propiciando a disseminagdo e 0
agravamento a nivel tecidual. Fuentefria (et al., 2008) ainda acrescenta que, estas bactérias
possuem a capacidade de desenvolver resisténcia a varios antimicrobianos e encontram-se
geralmente relacionadas a infeccbes no ambito hospitalar, comprometendo especialmente
pacientes com imunidade baixa.

Por fazerem parte da microbiota dérmica Pseudomonas ndo oferecem risco a
individuos saudaveis, acometendo geralmente aqueles que encontram-se restritos a leitos
hospitalares e com baixa imunidade provocando infeccGes respiratdrias, colonizacGes
axilares, perineais, entre outras. Ja as infeccbes comunitérias causadas por Pseudomonas
possuem menor significancia, quando comparadas as encontradas em nosocomios (KVITKO,
2010; TURANO, 2012).

4.5 Fungos

Uma das caracteristicas que diferenciam os fungos de outros organismos é o fato de
possuirem um ndcleo envolto por uma membrana recebendo entdo a denominagdo de
organismos eucariéticos. A membrana celular fungica é composta por ergosterol e sua parede
celular constituida por quitina distinguindo-se da parede bacteriana é composta por
peptideoglicano esta particularidade que torna os fungos resistentes a antibiéticos, ja que o
principal mecanismo de acdo destas substancias se da pela inibicdo da formacéo
peptideoglicana (HARVEY, 2008).

Os fungos podem ser do tipo dermatofitos, ndo dermatofitos e ainda espécies de
leveduras como candida (DIAS, 2010). O organismo humano é frequentemente infectado
pelas leveduras do género Candida que sdo responsaveis por 80% das infeccdes de origem
fangica em hospitais terciarios, sendo também a causa de infecgbes em individuos com déficit
imunitario. Candida albicans (C. albicans) como espécie deste género possui alto nivel de
patogenicidade, com capacidade de infectar qualquer regido cutanea do hospedeiro
provocando o que se conhece por candidiase (HIGA, et al, 2007, GUERRA, 2014).
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Paula (et al., 2012) discorre que uma das formas de infec¢des a nivel tecidual pode ser
representado pelas micoses ou dermatomicoses que se classificam em cutaneas, subcutaneas e
profundas, de acordo com a forma de entrada do patégeno fungico, que sdo seres uni ou
pluricelulares e que podem causar quadros infecciosos em homens e animais acometendo
pelos, unhas e pele.

Ainda em relagdo as infeccbes fangicas Somenzi (et al., 2006) reforga que quando
ocorrem a nivel cutaneo, sdo causadas por fungos que estdo presentes na microbiota residente
do individuo. Quando condicdes propicias, como umidade e calor, os fungos provocam o
aparecimento das micoses superficiais da pele e seus nexos cutaneos, provocando infec¢des
no couro cabeludo, lesdes pelo corpo e descamacgOes interdigitais bem como, prurido,
maéculas, dentre outros.

Guerra (2014) cita que a caracteristica patogénica da espécie C. albicans esta ligada
aos varios mecanismos que lhes conferem a capacidade de penetrar o organismo dos
individuos. No que se refere a terapéutica antifingica, Roque (2013) cita que no século
passado eram minimas, se ndo inexistentes, as opcles de tratamento sendo, o iodeto de
potassio em solucdo saturada, o primeiro medicamento utilizado contra tais afecgfes. Em
seguida, surgiram outros medicamentos como a anfotericina e 0s de uso topico como a
ciclopiroxolamina. Apesar de que industria farmacéutica ja disponha de medicamentos para

este tipo de tratamento, as alternativas terapéuticas para micoses ainda sdo reduzidas.
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5 APARELHO DE ALTA FREQUENCIA

O desenvolvimento do primeiro aparelho de alta frequéncia ocorreu na Alemanha em
1857 por Werner Von Siemens, que foi o precursor dos estudos sobre os efeitos do 0zénio em
microrganismos e em mucosas de animais e humanos. A partir disto o profissional
fisioterapeuta vem utilizando o aparelho de alta frequéncia no tratamento de afeccGes do
tegumento (KORELO, et al., 2013).

Este recurso utiliza eletrodos de vidro que possuem em seu interior desde ar rarefeito
até gases como 0 neon, xenon ou argon. A corrente gerada é alternada e portanto, de baixa
intensidade. Os parametros de frequéncia e intensidade utilizados nestes aparelhos podem
variar de acordo com o fabricante onde a frequéncia pode ser entre 100 e 200 KHz com tenséo
entre 25.000 a 40.000V e intensidade de 100mA, por exemplo (BORGES, 2006; KORELO et
al., 2013).

5.1 Efeitos terapéuticos do aparelho de alta frequéncia

Os efeitos decorrentes do aparelho de alta frequéncia se ddo a partir da formacéo do
campo elétrico, ocorrendo por dois mecanismos, producdo de calor na regido submetida a
corrente com consequente aumento do metabolismo local, e o efeito advindo da formacdo do
0zOnio através do faiscamento que € produzido pela passagem da corrente pelo eletrodo. Tais
efeitos conferem ao aparelho de alta frequéncia uma grande importancia pela capacidade de
contribuir no processo cicatricial de lesfes cutaneas e eliminacdo de processos infecciosos
(KORELO et al., 2013).

De acordo com Martins (et al., 2012) o oz6nio produzido pelo aparelho de alta
frequéncia tem a capacidade de auxiliar no tratamento de lesbes de pele, por meio da sua acéo
ativadora sobre os linfécitos T, bem como provocar um aumento do metabolismo e
consequente aumento da vasodilatacdo e de componentes antioxidantes. Silva et al., (2011)
acrescenta que esta substancia possui efeito bactericida, além de otimizar a penetracdo de

medicamentos sistémicos no organismo através do seu efeito vasodilatador.

5.2 Formagao do ozonio e a¢do antimicrobiana

Caloy (2011) afirma que na ozonosfera a formacdo de ozénio (O3) se da pela

passagem de ondas eletromagnéticas pelo ar rarefeito. Da mesma forma, ocorre a producéo do
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ozbnio através do aparelho de alta frequéncia, onde as ondas eletromagnéticas emitidas
passam pelo ar formando o 0zdnio sobre a pele. O 0zdnio consiste em uma substancia instavel
que se desfaz rapidamente convertendo-se em oxigénio molecular (Oy) e atdémico (O).
Durante a aplicagdo do alta frequéncia sobre a pele ocorre um faiscamento, o qual resulta na
formacdo do ozénio, onde o potencial bactericida atribuido a este, encontra-se justamente
durante sua decomposi¢do, em que o oxigénio atdmico resultante possui caracteristicas
potencialmente agressivas.

O efeito do ozonio advindo do aparelho de alta frequéncia vem sendo utilizado no
tratamento de diversas patologias, sejam elas de ordem cronica ou aguda, pois possui
comprovadamente, efeitos sobre o metabolismo celular que auxiliam tanto no processo de
aceleracdo cicatricial como na eliminacdo de agentes bacterianos, fangicos e virais (KORELO
etal., 2013; BRAZ, et al., 2014).

Ainda em relagdo ao o0zoOnio, este possui elevado efeito oxidante tornando-o um
agente eficaz contra a agdo de bactérias, leveduras e outros microrganismos. Isto o torna num
excelente antisséptico que pode reduzir a acao das toxinas bacterianas sendo por este motivo,
utilizado no tratamento de afec¢bes de pele como, Ulceras diabéticas e por pressao, ferimentos
expostos, psoriase, patologias fangicas das unhas e onicomicoses, entre outras (SILVA, et al.,
2011; CALOY, 2011).

Segundo Borges (2006), a acdo antisséptica e bactericida é o principal efeito
terapéutico do gerador de alta frequéncia, efeito este, que se da pela acdo oxidante e pela
capacidade de reduzir toxinas produzidas por agentes bacterianos. O mesmo autor ainda
afirma que a reducdo do trofismo dérmico e a persisténcia de processos inflamatorios estdo na
maioria das vezes relacionados a presenca de germes e bactérias que dificultam a resolucéo do
processo inflamatorio e de cicatrizacao.

De acordo com Braz (et al., 2014) a acdo do ozdnio sobre os microrganismo se da,
primariamente, na parede celular e em seguida esse efeito se estende para o interior da célula
provocando efeito oxidativo nos aminoacidos e acidos nucléicos. Souza e Pantaledo (2008)
afirmam que os componentes que integram a parede celular, sdo os primeiros a sofrerem a
acao desinfetante do 0z6nio que em sequéncia, adentram a célula reagindo com o contetdo
citoplasmatico e destruindo através do seu poder oxidativo aminoacidos e acidos nucleicos

constituindo-se no principal fator causador do exterminio celular.

5.3 Formas de aplicacao
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A aplicacdo do aparelho de alta frequéncia se faz com o uso de eletrodos que divergem
no formato e maneira de utilizacdo (figura 2). Para aplicacdo conhecida por efluviacdo sdo
utilizados eletrodos planos que entram em contato direto com a superficie cutanea. Enquanto
a aplicacdo indireta realiza-se com o prdprio paciente segurando um eletrodo com formato
cilindrico, de maneira que a corrente de alta frequéncia é gerada ao toque das maos do

terapeuta. Os eletrodos em forma de forquilha e pente sdo utilizados para assepsia do couro
cabeludo e areas especificas do rosto respectivamente (BORGES, 2006; CALQY, 2011).

Uma outra forma de aplicacdo é conhecida como faiscamento, na qual o eletrodo é
mantido a uma distancia minima da regido a ser tratada de maneira que ndo ocorra durante a
aplicacdo nenhum contato entre essas duas estruturas. O eletrodo utilizado nesta formacdo de
aplicacdo tem formato de bico e é conhecido por cauterizador. O faiscamento intenso e

caracteristica nesta forma de aplicacdo, se da pela concentracdo da corrente na ponta do

eletrodo (BORGES, 2006; CALQY, 2011).

Figura 2- Eletrodos do aparelho de alta frequéncia
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Fonte: BORGES, (2006)
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Tipo de estudo

O referido estudo realizado in vitro, é caracterizado como analitico experimental
descritivo de abordagem quantitativa, existindo para tanto a necessidade de um grupo teste e
outro controle, onde o pesquisador possui dominio sobre a exposi¢do aplicada existindo a
descricéo e registro dos fendmenos. Os dados sdo apresentados por quantificacbes numéricas
e tratados estatisticamente (DALFOVO et al., 2008; MARQUES; PECCIN, 2005).

6.2 Local do estudo

O estudo e ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Faculdade

Ledo Sampaio (Juazeiro do Norte — Ceard)

6.3 Coleta de dados

6.3.1 Culturas Bacterianas e Fungicas

Para realizacdo dos testes, 0 meio de cultura utilizado foi Brain Heart Infusion agar
(BHI agar), onde foi preparado seguindo a recomendacdo do fabricante, sendo posteriormente
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e em seguida distribuido 15 mL do meio
em 18 placas de Petri estéril/descartaveis de 10 cm .

A inoculacdo foi feita com amostras linhagens ATCC de bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442) e fungos (Candida albicans
ATCC 40227), cedidas pelo Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular — LMBM da
Universidade Regional do Cariri — URCA. Apoés preparagdo das placas as linhagens
bacterianas e fungica, foram semeadas sobre as placas a partir de uma estria central seguido
de espalhamento superficial utilizando uma alga de platina esterilizada. Apds semeadura as

placas foram encubadas em estufa microbioldgica a 37°C por 24 h.

6.3.2 Procedimento Experimental
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As placas bacterianas e fungicas foram distribuidas em seis (6) grupos nomeados de:
Glc — S. aureus controle; G1 — S. aureus teste; G2¢ — P. aeruginosa controle; G2 — P.
aeruginosa teste; G4c —C. albicans controle; G4 — C. albicans teste. Cada grupo foi formado
por 3 placas, onde foram isoladas 3 col6nias microbianas, totalizando 9 coldnias em cada
grupo. Os grupos G1, G2 e G3 sofreram a intervencdo do gerador de alta frequéncia, enquanto
0s Glc, G2c e G3c acompanharam todo periodo de teste sem exposi¢do ao aparelho. Para o
procedimento de intervencdo foram utilizados trés geradores de alta frequéncia da marca
IBRAMED com eletrodos de bico, também conhecido como cauterizador, e aplicando a
técnica de faiscamento. O gerador de alta frequéncia foi fixado em hastes metalicas que
permitiram que os aparelhos fossem posicionados a cinco milimetros (5mm) de distancia da
placa, até atingir faiscamento satisfatorio. Sob as placas que sofreram intervencdo, foram
colocadas folhas de papel aluminio, com a finalidade de melhorar a condutibilidade da
corrente. O procedimento de intervencdo foi realizado durante5 dias com intervalo de 24h
entre as intervencdes, onde tiveram duragdo de 10 minutos de intervengdo em cada colonia, e
para obtencdo de faiscamento satisfatorio o gerador foi regulado com intensidade de 100%,
onde o procedimento de intervencdo seguiu a mesma ordem de aplicacdo nas coldnias

selecionadas.

6.3.3 Leitura dos Resultados

Apos o final da intervencdo utilizando o gerador de alta frequéncia, que totalizaram 5
aplicac0es, as coldnias das placas bacterianas e fungicas dos grupos de teste e controle, foram
repicadas em placas estéreis contendo BHI agar e colocadas em estufa a 37°C por 24h, onde
foi possivel verificar presenca ou auséncia de proliferacdo microbiana das col6nias que foram
submetidas a intervencdo do gerador de alta frequéncia e das coldnias de controle.

Para obtencdo dos resultados, foi realizada comparagao entre os grupos bacterianos e
fangicos com seus respectivos controles e entre 0s grupos testes de bactérias com grupos teste
de fungo. Para analise dos resultados, foram criados os grupos G3c e G3, onde ficaram
reunidos os resultados referentes as linhagens bacterianas, ou seja, G3c e G3 correspondem

aos resultados de G1c + G2c e G1 e G2, respectivamente.

6.3.4 Analise dos Resultados
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Apoés a realizacdo dos testes, os resultados foram analisados de acordo com o
crescimento ou ndo de colbnias microbianas. Os dados foram agrupados aos pares e
submetidos ao teste exato de Fisher do programa GraphPad Prism. Considerou-se o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

Fluxograma 1- Procedimentos metodoldgicos da pesquisa
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Fotografia 1- Preparagdo do meio e Inoculacéo das linhagens bacterianas e flngica em
placas de Petri

Fotografia 1-A e 1-B: Preparacdo do meio de cultura; 1-C e 1-D: Inoculacéo das linhagens bacte-
rianas e fngica em placas de Petri.
Fonte: Dados da pesquisa,( 2015)

Fotografia 2- Demarcagdo para isolamento das coldnias bacterianas e flngicas e aplicagdo do
aparelho de alta frequéncia sobre col6nia microbiana

Fotografia 2-A e 2-B: Demarcacao para isolamento das coldnias bacterianas e fungicas; 2-C: Apli-
cacdo do aparelho de alta frequéncia sobre col6nia microbiana.
Fonte: Dados da pesquisa, (2015)
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1 e 2, a coluna positivo indica o numero de col6nias que apresentaram
crescimento microbiano e na coluna negativo o nimero de colbnias sem crescimento. Os
resultados referentes as placas de S. aureus e P. aeruginosa estdo discriminados na tabelal,
enquanto que os resultados relativos a C. albicans estdo expressos na tabela 2. Nestas tabelas
estdo dispostos os resultados encontrados nas placas teste, submetidas a intervencdo com o
aparelho de alta frequéncia, e placas controles ndo submetidas a intervencdo. A tabela 3
mostra os resultados obtidos da analise comparativa entre 0s grupos bacterianos e fingicos.

Os dados expressos na tabela 1 correspondem aos resultados obtidos entre 0s grupos
teste e controle de bactérias S. aureus (G1c e G1), P. aeruginosa (G2c e G2) e grupo total de
bactérias (G3c e G3). Ao comparar-se 0S grupos testes G1, G2 e G3 com seus respectivos
controles Glc, G2c e G3c, e 0s grupos testes entre si (G1 x G2) foram obtidos resultados
estatisticamente significantes. Estes achados apontam a eficiéncia do aparelho de alta
frequéncia como agente bactericida. Evidencia-se assim, que nas condi¢Ges dos testes
realizados os melhores resultados apés intervencdo com o aparelho foram para as coldnias

bacterianas Gram-positivo em relacdo as Gram-negativas.

Tabela 1- Demonstragdo do crescimento microbiano pos-experimento e analise inferencial entre
grupos bacterianos (teste x controle).

Resultado do crescimento pos experimento Analise estatistica entre pares #
Microrganismo Grupo Positivo Grupos Valor p
X
gt 62 4 czexcz  oours
Bt 1 G . GiexG3 00001

Positivo: Crescimento; #: Teste exato de Fisher; ns: ndo-significante (p >0.05); *: significante (p <
0.05); **: significante (p < 0.01); ***: significante (p < 0.001).
Fonte: Dados da pesquisa, (2015)

Bactérias da espécie S. aureus sao facilmente encontradas na pele podendo colonizar
outras areas do corpo e causar infeccdo local caso haja portas de entrada como rupturas
cutaneas. No que se refere a bactérias da espécie P. aeruginosa, estas apresentam-se com
frequéncia elevada em isolados clinicos, encontrando-se presente em 70 a 80% destes. Esta

espécie bacteriana estd intimamente relacionadas a infeccdes do trato respiratorio, e em
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individuos queimados. Sendo limitada a efetividade dos tratamentos com antibioticos topicos,
contra esse tipo de infeccdo (GALETTI, 2010; KVITKO, 2010; SANTOS, et al., 2007).

Martins (et al., 2012), afirma que o aparelho de alta frequéncia vem sendo utilizado no
tratamento de lesbes cutdneas com finalidade antisséptica. Referindo que, bactérias
apresentam sensibilidade ao oz6nio pelo fato do mesmo modificar as caracteristicas de
permeabilidade da membrana celular.

Em estudo realizado por Martins (et al., 2012) analisou-se o efeito bactericida in vitro
do aparelho de alta frequéncia sobre culturas de Staphylococcus aureus. Os grupos testes
foram expostos a frequéncia de dias e tempo de tratamento distintos e submetidos a exposi¢éo
ao alta frequéncia com intensidadel0, ao final do tratamento proposto o Unico grupo que
apresentou significancia estatistica com auséncia de proliferacdo bacteriana pos tratamento,
foi o grupo tratado durante quinze dias com uma duracdo de aplicacao do alta frequéncia por
15 minutos.

Os achados do referido estudo estdo em consonancia com 0s da presente pesquisa, no
que diz respeito a efetividade do aparelho de alta frequéncia sobre culturas de S. aureus
utilizando intensidade 100%. Entretanto, vdo de encontro no que concerne a tempo e
frequéncia de aplicacdo, ja que o presente estudo encontrou resultados estatisticamente
significativos quando comparado o grupo teste com o grupo controle G1c x G1 (p =0,0001),
fazendo uso de um menor nimero de aplicages (5 dias) e de tempo de exposicao das col6nias
bacterianas (10 minutos). Logo infere-se que o protocolo sugerido pela presente pesquisa seja
mais eficiente, quanto a inibicdo desta espécie bacteriana.

No estudo realizado por Cardoso (et al., 2003) analisou-se a presenca de
microrganismos em gal@es de &gua e posteriormente foi efetuada a lavagem e higienizagédo
dos galdes com ozonio dissolvido em agua. Na analise microbiol6gica encontrou-se entre
outros microrganismos a presenca de S. aureus e P. aeruginosa. Apés tratamento com o
ozonio, verificou-se pelos testes 100 % de negativagdo de Pseudomonas e 86,7% de
negativacdo para amostras de S.aureus, mostrando que dentro da proposta de aplicagéo, o
ozonio foi eficiente como substancia antimicrobiana.

No que se refere aos resultados descritos no estudo acima mencionado, concorda-se
que ozonio possui efetividade quanto a inibicdo bacteriana, diferindo apenas no que diz
respeito aos valores de inibicdo encontrados entre bactérias de espectro Gram-positivo
(S.aureus) e Gram-negativo (P. aeruginosa) onde neste ensaio destaca-se maior significancia
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estatistica para inibicdo de bactérias S. aureus, Gram-positivas (p=0,0001), do que para
P.aeruginosa, Gram-negativas (p=0,0147).

Pereira (et al., 2005) ao testar a acdo dos gases, ar comprimido, didxido de carbono
(COy), hélio (He), e ozbnio (O3) sobre culturas bacterianas, dentre elas, S.aureus e
P.aeruginosa, constatou que o Unico gas que apresentou real inibicdo das cepas bacterianas
foi 0 g&s 0z6nio com 100% de inibi¢do das bactérias, enquanto 0s outros gases apresentaram
0%.

Ao analisar os resultados do estudo supracitado e compara-los com os obtidos nesta
pesquisa, considera-se que apesar dos modos de aplicacdo do ozonio terem sido distintos,
houve concordéancia quanto ao potencial bactericida desta substancia onde, os resultados
encontrados, mostraram significancia estatistica ao serem comparados 0s grupos testes de
S.aureus e P.aeruginosa com seus respectivos controles, (G1c X G1; G2¢ X G2), bem como
na comparac¢do do grupo total de bactérias G3c x G3 com (p= 0,0001).

Estes achados que apontam para o efeito bactericida do alta frequéncia, podem ser
justificados pelo que afirma Souza e Pantaledo (2008), quando relatam que o gas ozbnio
possui caracteristicas potencialmente oxidantes que provoca danos a parede celular do
microrganismo, lesando primariamente sua membrana ao danificar as glicoproteinas e
glicolipideos nela presentes. Esta afirmativa corrobora com o que descreve Silva (2009) que
destaca a capacidade de oxida¢do que o o0zbnio possui sobre aminoacidos, proteinas entre
outras substancias presentes na parede celular microbiana.

Ao analisar os resultados expressos na tabela 2, pode-se observar que, quando
realizada a comparagéo entre os grupos testes de C. albicans com seus respectivos controles
(G4c X G4) ndo houve diferencas estatisticamente significativas evidenciando que o uso do
alta frequéncia, com o tempo e frequéncia de aplicacdo sugerido, ndo mostrou efetividade

para inibicdo de C. albicans.

Tabela 2- Demonstragdo do crescimento microbiano pos-experimento e analise inferencial entre
grupos fangicos (teste x controle).

Resultado do crescimento p6s experimento Analise estatistica entre pares #
Microrganismo Grupo Positivo Grupos Valor p
C.albicans controle G4c 9 ns
C. albicans teste G4 7 Glcx G4 0.2353

Positivo: Crescimento; #: Teste exato de Fisher; ns: ndo-significante (p >0.05); *: significante (p <
0.05); **: significante (p < 0.01); ***: significante (p < 0.001).
Fonte: Dados da pesquisa, (2015)
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De acordo com Lima (et al., 2006) fungos do género Candida estdo relacionados a
maior parte dos casos de micoses, desde as mais superficiais até as mais graves. Rossi et al.,
(2011) reforca que C. albicans exercem uma relacdo de comensalismo com o hospedeiro néo
oferecendo grandes riscos a salde. Porém fatores que predisponham ou induzam mudancgas na
conformidade fisioldgica como por exemplo laceragdes de pele, déficit imunitario podem
tornar o hospedeiro susceptivel a infecgdes.

Castro e Lima, (2010) citam que a espécie C. albicans caracteriza-se ainda por deter
grande capacidade de formar biofilmes e possuir mecanismos de patogenicidade. E no que se
refere ao tratamento das infec¢Bes flngicas, Roque (2013) discorre que, o0 mesmo € feito
predominantemente pelo uso de medicacdo, porém ja existem na literatura estudos que
sugerem a utilizacdo de tratamentos que sejam mais acessiveis e oferecam a possibilidade de
diminuir o periodo de tratamento medicamentosos dos pacientes, evitando os efeitos
colaterais provocados pelo prolongado tempo de utilizacdo destes farmacos. As afirmativas
dos autores demonstram a importancia da espécie fangica estudada.

Guerra (2014) analisou a utilizagdo do o0z6nio e do ultrassom em culturas de Candida
albicans e verificou que entre estes dois recursos, 0 0zénio mostrou-se mais vantajoso em
relacdo ao ultrassom. Quando utilizado ozénio em meio liquido por 3 minutos foi observada
100% de negativagdo de C. albicans, j& na sua forma gasosa o tempo necessario para obter a
mesma porcentagem de efetividade foi de 60 minutos. Enquanto o ultrassom, a pesar de ter
sido eficiente para inativacdo do microrganismo fangico, exigiu maior tempo de aplicacéo,
120 minutos.

Os achados do estudo acima mencionado vdo de encontro com o0s da presente
pesquisa, Visto que, ao se comparar o grupo teste de C. albicans com o seu grupo controle
(G4c X G4) ndo foi verificado diferencas estatisticamente significantes (p=0,2353), ap0ds
exposicdo ao 0zonio gerado pelo aparelho de alta frequéncia. No entanto, sugere-se que este
achado tenha decorrido do fato de ter sido curto o tempo de aplicacdo, sugerido por esta
pesquisa (10 minutos).

O estudo realizado por Paula (et al., 2012) contou com a participacdo de individuos
portadores de onicomicoses causada por Trichophyton rubrum, onde foram testados os
recursos laser e alta frequéncia associado a um medicamento topico. Neste ensaio, 0sS
pacientes tratados com o alta frequéncia tiveram resposta satisfatoria apdés um tempo
prolongado do tratamento. J& os que foram expostos ao laser apresentaram melhores resposta

em um menor tempo. Mostrando que os dois recursos tiveram bons resultados, porém o
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tratamento realizado com o alta frequéncia exigiu um maior tempo de aplicacdo até se
verificar resultados satisfatorios.

Silva (et al., 2011) testou a utilizacdo do aparelho de alta frequéncia em trés pacientes
com onicomicose provocada pelo fungo Trichophyton rubrum, e constatou em um dos casos a
presenca concomitante do género C. albicans. Durante o tratamento foram colhidas e
analisadas amostras microbiologicas que revelaram negativacdo do Trichophyton rubrum na
quarta e quinta coleta. Porém a auséncia de C. albicans s6 pode ser observada a partir da
sétima coleta, mostrando neste caso, necessidade de um maior periodo de tempo de
intervengdo com o aparelho de alta frequéncia.

Os estudos supracitados, evidenciam claramente a necessidade de um maior periodo
de tempo e ndmero de aplicacdes, quando usado o aparelho de alta frequéncia, para se
alcancar efetividade antifingica. Ainda que tenham sido realizados in vivo, estes estudos
podem explicar a razdo pela qual ndo foi observado, nesta pesquisa, resultados significantes
em relacdo a inibicdo fungica, considerando ter sido curto o tempo e numero de aplicacdes
propostos. Com isto, infere-se que uso do aparelho de alta frequéncia no modo, intensidade e
condi¢cbes de aplicacdo sugeridos neste estudo ndo exerceram qualquer influéncia para
inibigdo fungica.

Higa (et al., 2007), realizou a aplicagéo do aparelho de alta frequéncia com intensidade
de 80% em culturas de Candida tropicallis que assim como a C. albicans é uma levedura.
Apos o tratamento e repicagem, observou-se em 90% das placas a ndo proliferacdo dos
microrganismos, constatando-se neste estudo que foi positiva a utilizagdo do recurso na
inibicdo fungica. Entretanto, os resultados encontrados na presente pesquisa diferem do
estudo acima citado ja que ap6s o tratamento, utilizando a intensidade mé&xima proporcionada
pelo aparelho de alta frequéncia, 100%, e com o dobro do tempo de aplicagdo, 10 minutos,
ainda sim foi observado proliferacdo fungica nas placas repicadas ndo apresentando
significancia estatistica e revelando neste caso, que houve resisténcia do fungo ao tratamento
proposto.

Para fins comparativos, a tabela 3 apresenta os resultados referentes a analise feita
entre grupos testes bacterianos (G1 x G2), e entre os grupos teste fungicos e bacterianos(G1 X
G4),(G3 X G4) e (G2 X G4).
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Tabela 3- Demonstragdo do crescimento microbiano pos-experimento e analise inferencial entre
grupos microbianos (teste x teste).

Analise comparativa entre pares #

Microrganismos

Grupos Valor p
S. aureus x P.aeruginosa Glx G2 0.0412*
S. aureus x C.albicans Glx G4 0.0011**
P. aeruginosa x C.albicans G2 x G4 0.1674ns
Bactérias x C.albicans G3x G4 0.0090**

#: Teste exato de Fisher; ns: ndo-significante (p >0.05); *:significante (p < 0.05);**:significante
(p £0.01); ***: significante (p < 0.001).
Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Analisando os resultados encontrados, nota-se que houve significancia estatistica na
comparacdo entre 0s grupos bacterianos G1 x G2 (0.0412) e entre grupos bacterianos e
fangicos, G1 x G4 (0.0011); G3 x G4 (0.0090). A unica excecdo observada, foi no grupo
(G2x G4) que ndo mostrou resultado significante (p=0.1674), ao comparar bactérias
P.aeruginosa com fungos da espécie C. albicans. Estes achados permitem observar que os
fungos, mostraram resisténcia a exposi¢édo ao alta frequéncia. Refor¢ando ainda que, bactérias
Gram-negativas apresentaram menor sensibilidade quando comparadas as Gram-positivas.

Quaresma (2013) relata que o poder oxidante do 0z6nio, atua primariamente contra a
parede celular dos microrganismos ocorrendo destruicdo total da célula quando parte da sua
parede for danificada, permitindo assim a acdo do ozonio sobre outros componentes presentes
no interior das células.

No que se refere a morfologia bacteriana Trabulsi e Alterthun (2008) cita que, a
parede celular de bactérias Gram-negativas apresentam na sua composicao escassa quantidade
de peptideoglicanos e uma maior variedade de outros componentes quimicos, 0 que torna a
conformacdo de sua parede celular mais complexa. Em relagdo a morfologia flngica Tortora
(2012) discorre que diferente das bactérias, as leveduras apresentam auséncia de
peptideoglicanos na composicao da sua parede celular, a qual é formada essencialmente pelos
polissacarideos glicana e manana.

Considerando as afirmativas supracitadas sugere-se que as diferencas existentes entre
as classes microbianas, em relacdo a morfologia da parede celular, possam interferir na acdo
do ozbnio sobre as células e que seja esta a razdo pela qual, na presente pesquisa , bactérias
Gram-positivas mostraram-se mais vulneraveis a acdo do ozbnio em relagdo a Gram-

negativas e os fungos tenham apresentado resisténcia ao tratamento.
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Em relacdo a acdo do ozonio Silva (2011) acrescenta que, a 0zonizagdo possui efeito
antimicrobiano tanto para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como para
microrganismos fungicos. Porém para sua acdo efetiva deve-se considerar o tempo,
concentracdo, maneira de aplicacao e o tipo de microrganismo exposto.

Considerando a afirmativa acima mencionada, ndo se deve descartar a utilizagcdo do
aparelho de alta frequéncia nos tratamentos antifungicos, sugerindo-se que ao se realizar
novos ensaios, com variacdes no tempo, modo e intensidade de aplicacdo seja possivel

verificar resultados positivos semelhantes aos descritos em outros estudos.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, em relacdo a aplicacdo do aparelho de alta frequéncia,
observou-se que quando utilizado nas mesmas condi¢Ges sobre linhagens microbianas, o
mesmo apresentou atividade bactericida, porém com diferencas estatisticas entre as linhagens
bacterianas, ndo sendo observado efeito fungicida.

Portanto, mesmo sendo os resultados obtidos em modelo in vitro e a haver
possibilidade de reproducéo dos experimentos em modelos in vivo, em condi¢es semelhantes
e diferentes das realizadas neste estudo como, modificacdo do periodo de tratamento,
intervalo entre cada intervencdo, associagdo com outras técnicas, conclui-se que a utilizacéo
do aparelho de alta frequéncia apresenta-se como uma ferramenta promissora para tratamento
de infeccbes dermatologicas, principalmente de origem bacteriana, podendo assim ser

utilizado nos tratamentos de fisioterapia dermatofuncional.
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APENDICE A - DECLARACAO DO ALUNO

DECLARACAO

Eu, Eriddina Alves de Lima, declaro-me comprometida em realizar a pesquisa e
elaborar o trabalho de concluséo de curso - monografia intitulada Avaliagdo antimicrobiana
in vitro do aparelho de alta frequéncia no periodo de marco e apresenta-lo a banca de
defesa do trabalho respeitando todos os principios éticos da resolu¢do 466/12 do conselho
nacional de sadde, sob a orientacdo da professora Tereza Aguida Costa do Nascimento e co-

orientacdo do professor Edinardo Fagner Ferreira Matias.

Juazeiro do Norte, marco de 2015.

Eriddina Alves de Lima
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APENDICE B - TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA UTILIZACAO DO
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA |

TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA UTILIZACAO DO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

A professora Gardénia Maria Martins.
Coordenadora do curso de Fisioterapia da Faculdade de Ciéncias Aplicada Doutor Leéo
Sampaio

Eu, Eriadina Alves de Lima, inscrita com a matricula N° 2011101056, solicito a esta
coordenacdo a disponibilizacdo dos equipamentos : estufa bacteriologica modelo Q-316M4
com N° de série 360, fabricado pela Quimis com voltagem de 110/220V, capela de fluxo
laminar , autoclave, meio de cultura BHI , placas de Petri, algca de platina, béquer 600ml, 2
erlenmeyer 250 ml, bastdo de vidro, proveta 500ml, espatula, bico de Bunsen, fita auto clave ,
mascara, luva de procedimento, alcool 70%, gaze e do espaco fisico do LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA, para realizacdo da parte pratica experimental do trabalho de concluséo
de curso intitulado, Avaliagdo do potencial antimicrobiano do aparelho de alta
frequéncia em modelo in vitro. Sob orientacio da professora Tereza Aguida Costa do
Nascimento e co-orientacdo do professor Edinardo Fagner Ferreira Matias.

Através deste documento declaro assumir total responsabilidade pelos equipamentos e
materiais nos horarios e periodo solicitados.

PERIODO DIAS DA SEMANA HORARIO

Atenciosamente, Juazeiro do Norte, margo de 2015

Acd. Eriadina Alves de Lima Coordenagéo
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APENDICE C - TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA UTILIZACAO DO
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA I

TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA UTILIZACAO DO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

A professora Ana Ruth Sampaio Granjeiro
Coordenadora do curso de Biomedicina da Faculdade de Ciéncias Aplicada Doutor Ledo
Sampaio

Eu, Eriadina Alves de Lima, inscrita com a matricula N° 2011101056, solicito a esta
coordenacdo a disponibilizacdo dos equipamentos : estufa bacteriologica modelo Q-316M4
com N° de série 360, fabricado pela Quimis com voltagem de 110/220V, capela de fluxo
laminar , autoclave, meio de cultura BHI , placas de Petri, alca de platina, bequer 600ml, 2
erlenmeyer 250 ml, bastdo de vidro, proveta 500ml, espatula, bico de Bunsen, fita auto clave ,
mascara, luva de procedimento, alcool 70%, gaze e do espaco fisico do LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA, para realizacdo da parte pratica experimental do trabalho de concluséo
de curso intitulado, Avaliagdo do potencial antimicrobiano do aparelho de alta
frequéncia em modelo in vitro. Sob orientacio da professora Tereza Aguida Costa do
Nascimento e co-orientacdo do professor Edinardo Fagner Ferreira Matias.

Através deste documento declaro assumir total responsabilidade pelos equipamentos e
materiais nos horarios e periodo solicitados.

PERIODO DIAS DA SEMANA HORARIO

Atenciosamente, Juazeiro do Norte, margo de 2015

Acd. Eriadina Alves de Lima Coordenagéo




