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RESUMO

Algumas espécies de fungos séo capazes de provocar infecgbes micéticas. Uma
dessas infec¢des, € a dermatofitose, causada por um grupo de fungos, denominados
Dermatofitos, outra infecgé@o é a esporotricose, provocada por espécies de Sporothrix
schenckii. O tratamento da doenca é realizada utilizando antifingicos convencionais.
A emergéncia de cepas resistentes tem ocasionado tratamento alternativos, como os
medicamentos naturais ou emprego do gas ozdnio. Objetivou-se nesta pesquisa
avaliar a atividade antifingica de 6leos essencias in natura e ozonizados frente ao
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, e Sporothrix. Foram empregados
Oleos essenciais in natura e ozonizados de Cinnamomum cassia, Eugenia
caryphollata, Cymbopogon winterianus, Eucalyptus globulus, Eucalyptus staigeriana
e Mentha piperita, avaliados quanto a atividade antifungica frente a linhagem dos
microrganismos. Os 0leos foram ozonizados em equipamento corona. Utilizou-se a
técnica de microdiluicdo para avaliar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo fungicida minima (CFM). Foi determinada a cinética fungicida dos 6leos
essenciais. Os dados obtidos foram avaliados pelos Teste de Mann-Whitney e pelo
este de Kruskal-Wallis. O fungo T. mentagrophytes apresentou-se como sendo mais
resistente. O T. rubrum apresentou menor resisténcia aos tratamentos, evidenciando
guedas na contagem microbiana nos primeiros momentos de exposi¢cdo. O fungo
Spothrix apresentou maior resisténcia aos 6leos de canela, cravo-da-india e eucalipto
staigeriana, evidenciando queda de variagdo da contagem microbiana. De forma
geral, os resultados evidenciaram a possibilidade do uso na terapéutica antifingica
frente aos microrganismos estudados.

Palavras-chave: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Sporothrix
schenckii, 0zénio, plantas medicinais.
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ABSTRACT

Some species of fungi are capable of causing mycotic infections. One of these
infections is dermatophytosis, caused by a group of fungi, called dermatophytes.
another infection is sporotrichosis, caused by species of Prothorax schenckii. The
treatment of the disease is carried out using conventional antifungals. The emergence
of resistant strains has led to alternative treatments, such as natural medicines or the
use of ozone gas. The objective of this research was to evaluate the antifungal activity
of fresh and ozonated essential oils against Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, and Sporothrix schenckii. In natura and ozonized essential oils
of Cinnamomum cassia, Eugenia Caryphollata, Cymbopogon winterianus, Eucalyptus
globulus, Eucalyptus staigeriana and Mentha piperita were used, evaluated for
antifungal activity against the microorganism lineage. The oils were ozonized in corona
equipment. The microdilution technique was used to assess the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration (MFC). The fungicidal
kinetics of essential oils were determined. The data obtained were evaluated by the
Mann-Whitney test and by the east of Kruskal-Wallis. The fungus T. mentagrophytes
was more resistant. T. rubrum showed less resistance to treatments, showing
decreases in microbial count in the first moments of exposure. The Spothrix fungus
showed greater resistance to cinnamon, clove and Eucalyptus staigeriana oils,
showing a decrease in microbial count variation. In general, the results show the
possibility of use in antifungal therapy against the studied microorganisms.

Keywords: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Sporothrix schenckii,
ozone, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Os fungos formam um grupo de organismos com larga disseminacéo e variedade.
Aproximadamente 100.000 espécies de fungos foram descritas, e estima-se a
possibilidade de existirem até 1,5 milhdo de espécies, a maioria € microscopica e
terrestre. Eles habitam o solo ou matéria vegetal morta e desempenham um papel
importante na mineralizagdo do carbono orgéanico. InUmeros fungos sédo parasitas de
plantas, enquanto outros podem causar diversas doengas em animais e/ou seres
humanos (MADIGAN et al., 2016).

O reino fungi & composto por organismos eucariontes, unicelulares
(leveduriformes) ou multicelulares (filamentosos). As leveduras apresentam
caracteristicas esféricas, ovais ou cilindricas, enquanto os fungos filamentosos,
formam massas visiveis a olho nu chamadas de micélio, compostas de longos
filamentos chamados de hifas que se ramificam e se entrelagam (TAKAHASHI et al.,
2017).

Algumas espécies de fungos sdo capazes de provocar infec¢des, denominadas
micose. A dermatofitbse € uma micose superficial que acomete as estruturas
queratinizadas (pelos, unhas e pele) da pele. A doenca é causada por um grupo de
fungos, denominados dermatofitos classificados em trés géneros de fungos
filamentosos: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. A esporotricose, trata-se
de uma infecgdo cronica, caracterizada por lesdes nodulares cutaneas, subcutaneas
e linfaticas, provocada pelo Sporothrix schenckii, com caracteristicas de dimorfismo

(fase filamentosa e fase leveduriformes) (MENEZES E SILVA et al., 2006).

Na terapéutica dessas infec¢Bes sdo usados os agentes antifingicos, que
podem apresentar elevada toxicidade e/ou elevado custo (KHAN et al., 2013), o que
ocasiona uma busca por alternativas mais eficientes e com teor toxico baixo para o
tratamento das micoses, pelo uso de produtos de origem vegetal (CORTEZ et al.,
2015).

Y

Na medicina popular as plantas tem o uso simultineo a utilizagéo de
medicamentos sintéticos, o que torna alta a procura por plantas medicinais e

aromaticas em diversos paises, devido a tendéncia dos consumidores em utilizarem,
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com preferéncia, os produtos farmacéuticos e os alimenticios de origem natural
(SANTOS et al., 2011).

O conhecimento de uma possivel atividade antifingica dos 6leos essenciais
sdo de muita importancia, pois abre possibilidades para a obtengédo de futuros
medicamentos antifiingicos de origem natural (KUMAR et al, 2014; CORTEZ et al.,
2015; SIDDIQUI et al., 2017, BATIHA et al., 2020; SIHAM et al., 2020).

Vérios estudos evidenciam a ac¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais de
capim-lim&o (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (GUIMARAES et al., 2011), citronela
(Cymbopogon nardus (L.) Rendle) (MEDICE et al., 2007), erva-cidreira (Lippia alba
(Mill.) N.E. Br. ex Britton e P. Wilson) (ROZWALKA et al., 2008) e menta (Mentha
piperita L.) (PEREIRA et al., 2006) sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos. A
promissora atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais levou os pesquisadores a
usa-los em combinacdo com substancias antimicrobianas para reduzir a toxicidade
da droga, efeitos colaterais e resisténcia a agentes Unicos (capacidade do
microrganismo de resistir aos efeitos da medicagdo anteriormente utilizada para trata-
los, como antibidticos) (TULLIO et al., 2019).

Devido a vérios beneficios apresentados, a ozonioterapia € uma técnica que
vem se destacando como uma op¢ao para o tratamento para diferentes enfermidades,
pois apresentam vantagens como baixo custo, a baixa invasividade, a agéo
antimicrobiana, fécil aplicagédo sistémica ou local e a auséncia de efeitos colaterais,
intoleréncia ou contraindicacdes quando utilizada em doses terapéuticas. Este método
vem sendo utilizado tanto na medicina humana e como na medicina veterinéria
(BOCCI 2006; ZANARDI et al., 2016).

Estudos vem comprovando que os compostos oxigenados presentes em 6leos
ozonizados sdo 0s responsaveis pela larga atividade bioldgica, assim como pelas
atividades antimicrobianas e antifungicas (MENENDEZ et al., 2002; RODRIGUES et
al., 2004; VALACCHI et al., 2005; SKALSKA et al., 2009).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Objetivou-se nesta pesquisa avaliar in vitro a atividade antifungica dos Oleos
essenciais in natura e ozonizados de Canela Céassia (Cinnamomum cassia), Cravo
Folha (Eugenia caryphollata), Citronela (Cymbopogon winterianus), Eucalipto globulus
(Eucalyptus globulus), Eucalipto staigeriana (Eucalyptus staigeriana) e Menta Piperita
(Mentha piperita) em isolados de Trichophyton mentagrophytes ATTC 9533,
Trichophyton rubrum ATCC 28188, e Sporothrix ATCC 16345.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentrac@o Fungicida
Minima (CFM) dos Oleos essenciais sobre as cepas de Trichophyton
mentagrophytes ATTC 9533, Trichophyton rubrum ATCC 28188, e Sporothrix
ATCC 16345.

e Avaliar o tempo de sobrevivéncia dos fungos por meio da curva de
crescimento.

e Verificar presencga de sinergismo do gas oz6nio com os 0leos essenciais in

natura.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Dermatoéfitos

As infecgBes dermatofiticas em humanos e animais estdo entre as formas mais
comuns de doengas de pele em todo o mundo (MADHAVI et al, 2011). Os
dermatdéfitos sdo classificados em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton (TORTORA et al., 2017). Além disso, séo divididas em zoofilicas,
geofilicas e antropofilicas, isto vai depender do seu habitat primério (animais, solo ou
humanos, respectivamente) (WHITE et al., 2008; PERES et al., 2010).

O género Trichophyton é definido pela producdo de grande numero de
microconidias e celular fina e lisa. J& o género Microsporum se caracteriza pela
producdo de macroconidias, que sdo multicelulares, com parede celular grossa, e
espiculada. As microconidias s@o pequenas, hialinas podendo apresentar-se em
forma de gota ou elipticas e nascem diretamente das hifas. Epidermophyton é definido
pela auséncia de microconidios e pela produgdo de macroconidias em clave, com
parede lisa, com duas a quatro células cada. S&o originadas individualmente da hifa
ou, mais caracteristicamente, ocorrem em cachos de duas ou trés macroconidias
(WINN JUNIOR, 2006).

A contaminagdo com o hospedeiro pode ocorrer indiretamente através de
fébmites como os copos, talheres, brinquedos, cama, roupa, dinheiro, termémetro, e
por contado direto com homens ou animais infectados, por particulas suspensas no
ar por tosse, espirro, fala, at¢ um metro do reservatério ao novo hospedeiro, ou
também por veiculo, dispersédo do agente infeccioso através de alimento, 4gua ou ar
contaminado (TORTORA et al., 2017).

Para que os dermatofitos se instalem na superficie da pele, precisam desviar-
se do mecanismo de defesa do hospedeiro, que é a “renovacao do estrato-corneo”,
gue provoca a descamacao e eliminacdo do fungo. Quando aderido na superficie da
pele, o artroconidio germina e a hifa penetra na camada cornea rapidamente para
evitar a eliminacdo com a descamacéo. Uma vez aderidos, os dermatdéfitos buscam

nutrientes (carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre) para o seu crescimento, secretando
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enzimas como proteases, lipases, elastases, colagenases, fosfatases e esterases,
degradando as macromoléculas presentes no hospedeiro (PEREZ, 2010).

As infeccBes cutdneas causadas pelos dermatofitos, sdo denominadas
dermatofitose ou Tinea e acometem o tecido queratinizado (pelos, unhas e pele). O
tratamento clinico de dermatofitose normalmente é longo e oneroso. Existe um
namero limitado de alvos celulares que séo utilizados como alvos de drogas. Desta
forma, muitos dos antifingicos disponiveis no mercado atuam sobre o mesmo alvo
celular, o ergosterol, principal componente da membrana celular flngica,
responsaveis por manter sua integridade e fluidez, ou nas enzimas envolvidas em sua
biossintese (PENA-MURALLA et al., 2002).

Verifica-se que existe uma dificuldade generalizada em tratar micoses, pois
estas se revelam como um grande desafio, pois os dermatofitos sdo dificeis de
erradicar (SIDRIM e ROCHA, 2004). E ainda existem as falhas terapéuticas que
podem ser explicadas pelo baixo indice de aderéncia do paciente ao tratamento
(LLAMBRICH e LECHA, 2002), pela longa duragdo do mesmo, pelos importantes
efeitos colaterais, pelas interagdes medicamentosas, resisténcia antifingica (GUPTA
et al., 1998) e toxicidade renal e hepatica (GIROIS et al., 2006).

3.2. Esporotricose

A esporotricose € uma micose causada pelos fungos do género Sporothrix e
apresenta caracteristicas de les6es nodulares ou gomosas cutaneas, subcutaneas e
linfaticas que podem supurar, fistular e ulcerar. O agente etiolégico Sporothrix é
dimorfico, ou seja, tem aspectos micro e macromorfologico distintos, em fung¢éo do
substrato e da temperatura (MENEZES E SILVA et al., 2006).

O fungo pode infectar vérias espécies, entre elas felinos domésticos, cées,
animais silvestres e o proprio homem. Os gatos, no entanto, sdo 0S maiores
transmissores do fungo, apesar de serem uma entre varias espécies que podem
transmiti-la. A infecgdo costuma ocorrer por vulneragdes transcuténeas e a partir de
materiais contaminados. Os casos de esporotricose no homem estédo associados ao
manuseio de vegetais ou ao contato com a terra. O gato pode contrair a doenga gragas
ao hébito de arranhar pedagos de madeira, ou em brigas por alimento ou disputa por
territorio com outros gatos (MEDLEAU e HNILICA, 2003).
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O diagnostico de esporotricose pode ser confirmado por meio de amostras de
drenos ou de tecidos e posteriormente realizando o isolamento do microrganismo por
meio de técnicas de cultura, ou pela inoculacdo em animais de laboratérios com
material infectado. N&do é comum a visualizacdo direta do microrganismo nos
exsudatos, por se encontrarem em baixas quantidades nestes materiais (WOLF e
TROY, 1992).

O tratamento baseia-se na aplicacdo de droga antifingica sistémica por um
longo periodo (semanas a meses), mantendo o uso durante, no minimo 1 més apds a
cura clinica completa (SCOTT et al., 1996).

3.3. Trichophyton mentagrophytes

T. mentagrophytes assim como outros dermatofitos, tem a capacidade de digerir areas
queratinizadas no homem, como também em outros mamiferos e aves, considerado
um dos dermatdéfitos mais frequentemente encontrado no homem, nos animais e no
solo (OYEKA, 2000).

Esta espécie de fungo possui pelo menos cinco diferentes variantes, o que
distingue cada uma séo suas caracteristicas relacionadas a ecologia dos dermatofitos.
T. mentagrophytes var interdigitale € um antropofilicos causador de tinea pedis, tinea
corporis e, podendo, afetar as unhas manifestando pontos brancos. A segunda
variante o T. mentagrophytes var modulare é uma forma rara antropofilico,
ocasionalmente isolado em casos de tinea pedis, o qual n&o invade o cabelo in vivo,
mas perfura o pelo in vitro. J& o T. mentagrophytes var mentagrophytes é zoofilico,
infecta muitos animais, além de causar lesdes inflamat6rias na pele e couro cabeludo
de humanos. O T. mentagrophytes var quinckeanum é zoofilia e causa lesdes
crostosas em camundongos e, sendo raro no homem. Por fim, o T. mentagrophytes
var. erinacei é zodfilia, isolado em ourigcos e dificilmente em humanos. Todas estas
variantes compdem o complexo T. mentagrophytes, e sua diferenciagdo se torna
impossivel em um Unico meio, portanto sera tratado nesse trabalho em sua totalidade,

como o complexo (HOUCK et al., 1996, OYEKA, 2000, OUTERBRIDGE, 2006).

A taxa de crescimento é moderada atingindo a maturidade em 7-10 dias.

Devido as variantes, as colnias de T. mentagrophytes podem apresentar pequenas
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diferenciagbes como: de aspecto algodonosas ou granulares, sendo planas, de
coloragéo creme a amarelada (MENEZES E SILVA et al., 2006).

A morfologia microscépica, apresenta hifas hialinas, septadas e ramificadas.
Provavelmente o aspecto mais consistente do T mentagrophytes é a producédo de
microconidios em cachos. Os macroconidios podem estar presentes em associacao
com cachos de microconidios e hifas espiraladas bem desenvolvidas (MENEZES E
SILVA et al., 2006).

3.4. Trichophyton rubrum

O Trichophyton rubrum é um dermatofito antropofilico, e recentemente se tornou o
mais comum e largamente distribuido que acomete o homem, sendo um dos principais
causadores de dermatofitoses. E responsavel por cerca de 70% dos casos de
dermatofitoses em humanos do mundo (SANTOS e HAMDAN, 2005). Dentre os
fungos isolados de infecgdes cutaneas, o dermatofito antropofilico T. rubrum é o mais
frequente em casos clinicos de tinea pedis (pés), tinea unguium (unhas), tinea corporis
(corpo) e tinea cruris (virilhas) (SEEBACHER et al., 2008).

De acordo com Sidrim et al. (2004), o Trichophyton rubrum é um fungo de
crescimento intermediario em agar Sabouraud-Dextrose (ASD), a maturagdo pode
levar de 12 a 16 dias a partir da primeira semeadura. As colGnias caracterizam-se por
textura cotonosa, granulares formando uma pequena saliéncia no centro. Apresenta
coloragéo branca, que pode tornar-se avermelhada, esse tom pode ser observado

também na borda da col6nia.

Apresenta morfologia microscopica, com hifas hialinas, septadas ramificadas.
Os isolados normalmente n&o produzem macroconidios, mas produzem
microconidios pequenos, piriformes e em forma de "gota" lateralmente na hifa. Cachos
de conidios em arranjo arborescente séo vistos. Em isolados altamente esporulantes,
macroconidios podem ser abundantemente produzidos no topo de uma hifa espessa
ou em cachos diretamente na hifa vegetativa, mas também podem ser raros ou
ausentes (MENEZES E SILVA et al., 2006).
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3.5. Sporothrix

Os fungos do género Sporothrix sdo classificados como dimorficos, ou seja,
apresentando-se na forma filamentosa em ambientes com temperaturas em torno de
28 °C e na forma leveduriforme quando estdo em temperaturas em torno de 37 °C
(LOPES-BEZERRA et al., 2017). E um fungo geofilico, distribuido na natureza, e
sapraébio, isto é, que depende de matéria organica em decomposi¢éo para sobreviver,
assim ele é encontrado em solo rico em matéria organica, em folhas secas, madeira,

espinhos (principalmente de roseiras), entre outros (LOPES-BEZERRA et al., 2006).

O fungo tem a taxa de crescimento rapida, e pode atingir maturidade em quatro
dias, eles apresentam coldnias pequenas, planas, Umidas, membranosas e
leveduriformes, depois se tornam consistentes, rugosas e com dobras. A pigmentacao
das colonias é bem variavel, no inicio sdo brancas ou cremes, mas tornam-se
amarelas ou marrom-escuro. As colonias dificiimente s&o flocosas ou algodonosas.
Apesar de hifas aéreas serem raras, pode ser produzido um pequeno micélio aéreo,
dando um aspecto velutino a cultura (MENEZES E SILVA et al., 2006).

Microscopicamente, em sua forma filamentosa, pode-se observar a presenca
de hifas hialinas, delgadas, septadas e ramificadas. Os conidios sdo unicelulares,
hialinos ou deméceos, globosos a ovoides, dispostos na extremidade do conidioforo,
lembrando a forma de uma margarida, ou diretamente ligados a hifa, que s&o os
chamados conidios sésseis (LOPES-BEZERRA et al., 2006).

Com relagdo a fase leveduriforme, apresenta col6nia branca amarelo-
acinzentada de consisténcia pastosa e leveduriforme e algumas vezes é glabrosa.
Quanto a morfologia microscopica, as células de levedura gemulantes séo esféricas,
ovais e em forma de charuto (MENEZES E SILVA et al., 2006).

3.6. Oleos essenciais

As plantas medicinais possuem grande potencial de recursos terapéuticos, como
principios ativos que atuam contra patégenos (GERSHENZON e DUDAREVA, 2007;
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SANTOS, 2017) Os medicamentos derivados de plantas sdo considerados
alternativas seguras em comparagdo com os medicamentos sintéticos, devido a sua
facil disponibilidade, baixo custo e efeitos colaterais despreziveis (MITTAL et al.,
2019). Podem ser utilizadas de diversas formas, como extratos, cha, infusdes e 6leos
essenciais (SANTOS, 2017).

Os dleos essenciais sao liquidos oleosos, com caracteristica de aroma forte e
guase sempre agradavel, derivadas do metabolismo secundario vegetal, presente em
quase duas mil espécies e distribuidos em sessenta familias de plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Sdo misturas complexas de compostos organicos volateis e
semivolateis (GANDHI et al., 2020) e possuem grande importancia na defesa contra
microrganismos. Geralmente apresentam aspectos incolores ou amarelados e pouca

estabilidade na presenca de luz, ar, calor, umidade e metais (SANTOS, 2017).

S&o definidos pela ISO (International Standard Organization) como substancias
obtidas a partir de diferentes partes da planta (das flores, sementes, brotos, caule,
galhos, cascas, frutas e raizes), através do métodos de extracdo de destilacdo a
vapor, da destilagéo a seco ou pelo uso de processos mecanicos de compressao dos

pericarpos de frutos citricos.

Quimicamente, os 6leos essencias podem ser definidos, como uma mistura
complexa de substancias com tensdes de vapor elevadas, ou seja, volateis; lipofilicas;
geralmente odoriferas e liquidas; constituidas sobretudo de fenilpropandides,
monoterpenos e sesquiterpenos. A sua solubilidade é limitada em &gua, mas o
bastante para aromatizar as solugbes aquosas, as quais chamamos de hidrolatos. No
entanto, elas séo soluveis em solventes organicos como o éter, o alcool, o cloroférmio
e 0 benzeno (CARDOSO et al., 2001).

Sao conhecidos desde os tempos antigos por apresentarem propriedades
antifangicas cuja utilizacdo representa um avango contra 0S mecanismos de
resisténcia que inativam antifungicos padrdes (CASTRO, 2010; SAAD et al., 2010).
Assim, a descoberta de produtos naturais, tendo como principios ativos a atividade
antifangica, podera trazer uma nova ferramenta a producédo e o uso de fitoterapicos
no combate aos agentes infecciosos (MENDES, 2011; KHAN, et al., 2012).

Cientificamente foi estabelecido que cerca de 60% dos 6leos essenciais atuam

com propriedades antifingicas e 35% mostram propriedades antibacterianas
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(OLIVEIRA, 2006). Estudos relatam que os 0leos essenciais possuem expressiva
atividade antifungica (CHAMI et al., 2004; LIMA et al, 2006; BANSOD e RAI, 2008;
CASTRO e LIMA, 2010; RAUT e KARUPPAYIL, 2014; SHARMA et al, 2016; e
antibacterianas (HASHIM et al., 2017; CONTRUCCI et al., 2019; VIVIAN et al., 2020).

Os oOleos essenciais possuem uma caracteristica na qual permite que seja
combinado a farmacos (AMBER et al., 2019, MITTAL et al., 2019). A incorporacgéo do
6leo em formulagdes tépicas fornece uma alternativa vantajosa, segura e eficaz para
o tratamento de onicomicose, devido a baixa ocorréncia de resisténcia e efeitos
colaterais (LOPES et al., 2017). Richards et al. (2016) destacam que uma abordagem
quimica sinérgica integrada pode guiar o desenvolvimento de novos medicamentos

para o tratamento de doengas humana.

3.7. Plantas Estudadas

3.7.1. Canela Céssia (Cinnamomum cassia)

Cinnamomum cassia pertence a familia da Lauracea, na qual o produto é
popularmente conhecido como canela-da-china. Extraida a partir da casca interna da
planta (Figura 1) é aplicada como agente antimicrobiano, aromatizante e muito
utiizada no preparo de chas (MOHANDAS e BALLAL 2011; MEDAGAMA e
BANDARA 2015).

Figura 1: Cinnamomum cassia A - Porte, B — Canela em pau. FONTE: AL-SAMYDA, et al., 2018;
ZHANG et al., 2019.
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A canela € uma das especiarias mais conhecidas e importantes. Seu nome
cientifico Cinnamomum cassia tem origem na Indonésia, onde recebe o nome de kayu
manis, que significa “madeira doce”. Conhecida desde 2.500 anos a.C. pelos
chineses, tinha um alto valor, maior até mesmo do que o ouro. No século XVIII, por
volta de 1776, o seu cultivo comecou a se espalhar pelo mundo. A canela era utilizada

para aromatizar molhos e vinhos brancos, e usada para perfumes (ZANARDO, 2015).

O dleo essencial da extraido da casca de canela € rico em aldeido cinAmico,
enquanto que o das folhas apresenta composigéo diferente, sendo fonte de eugenol
(SOUZA et al, 2014). O aldeido cindmico e o eugenol apresenta atividade

antimicrobiana.

Na medicina tradicional chinesa a Cinnamomum cassia € usada no tratamento
de dispepsia, gastrite, disturbios da circulagdo sanguinea e doencas inflamatorias
(LIAO et al., 2012). Balijepalli et al. (2017) relatam que apenas 40 das 300 disponiveis

espécies de Cinnamomum foram cientificamente investigadas para fins biologicos.

Estudos apresentaram que Cinnamomum cassia possui varias propriedades
farmacologicas, como atividade antiulcerogénica, antiinflamatéria, antipirética,
antidiabética e antitumoral (LIAO et al.,2012; RANASINGHE et al., 2013), além de
apresentarem atividades antimicrobiana (OOl et al.,, 2006) e antifungicas (DE
ALMEIDA et al., 2012; MAHBOUDI e KAZEMPOUR, 2015).

3.7.2. Cravo Folha (Eugenia caryphollata)

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae, sdo mais de trés mil espécies de
arbustos e arvores nativas das regifes tropicais e subtropicais, principalmente na
Ameérica e Australia (BATISTA, 2016). Popularmente conhecido como cravo-da-india
o Eugenia caryophyllata é uma planta arborea (Figura 2), apresenta odor fortemente
aromatico, sabor ardente e caracteristico (NASCIMENTO et al., 2000; SILVESTRI et
al., 2010).
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Figura 2: Eugenia caryophyllata A - Porte, B - Proje¢do de um ramo com folhas, gomos e flores C -
Broto seco. FONTE: BATISTA, 2016.

Sua composicao quimica é composta especialmente por eugenol, acetato de
eugenol, betacariofileno, acido oleénico, e substancias das classes: triterpeno, ceras
vegetais, cetonas, resinas, taninos e esteréis. O eugenol tem propriedade anti-
inflamatéria, cicatrizante, analgésica e é eficiente no combate e na diminuicdo de
bactérias presentes na boca (NASCIMENTO et al., 2000; HEMAISWARYA e DOBLE,
2009; SILVESTRI et al., 2010; PAVESI et al., 2018; KAUR e KAUSHAL, 2019).

Seus efeitos medicinais abrangem o tratamento de nauseas, flatuléncias,
indigestdo e diarreia. Pelas suas propriedades antibactericidas € usado como
anestésico e antisséptico para o alivio de dores de dente (NASCIMENTO et al., 2000;
SILVESTRI et al., 2010).

O Oleo essencial apresenta propriedades biolégicas, tais como, anti-
inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e citotéxica (BATISTA, 2016), analgésica
(HEMAISWARYA e DOBLE, 2009) anestésico (SEOL et al., 2007; HEMAISWARYA e
DOBLE, 2009), antioxidante (YANISHLIEVA et al., 2006; CHAIEB et al., 2007;
JIROVETZ et al., 2007), anticarcinogénico (LEE e SHIBAMOTO, 2001), atividade
antimutagénica (MIYAZAWA e HISAMA, 2001), inseticida e repelente contra os
mosquitos (TRONGTOKIT et al., 2005).

Estudos tem mostrado que o 6leo essencial desta planta possui atividade
antimicrobiana (CHAIEB et al., 2007; BABU et al.,, 2011; SIHAM et al., 2020) e
antifangica (PARK et al., 2007; BANSOD e RAI, 2008; BATIHA et al., 2020; SIHAM et
al., 2020).
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3.7.3. Citronela (Cymbopogon winterianus)

A citronela (Cymbopogon winterianus) € uma planta aroméatica que pertence a familia
Poaceae (DEVI et al., 2016). De origem indiana, a citronela foi introduzida no Brasil
por volta do século XVIII (LISBOA, 2018).

Apresenta um caule de aproximadamente 1,5 m de altura (SANTOS, 2017),
possui colmos rizomatoso e curto, semissubterraneo, nodoso, com varias raizes
fortes, fibrosas e longas. Deste rizoma emergem brotacdes achatadas firmadas pelas
bainhas compridas de inimeras folhas lisas, semilenhosos e de cor verde-clara
(Figura 3) (LISBOA, 2018).

Figura 3: Cymbopogon winterianus. FONTE: SANTOS, 2017.

As atividades biolégicas se destacam por sua acdo repelente contra insetos,
mostrando uma atividade importante contra larvas do mosquito Aedes aegypti
(SILVEIRA, 2012; SANTOS, 2017; LISBOA, 2018). Possui valores terapéuticos e
medicinais comprovados (DEVI et al., 2016), como atividade antimicrobiana e
antifangica (SILVEIRA, 2012; WANY, 2013; YOUSEF, 2013; SANTOS, 2017) e agéo
medicinal contra epilepsia, na ansiedade (QUINTANS-JUNIOR, et al., 2008), atua
como anti-inflamatério, anticancer, antioxidante (GANJEWALA et al., 2009; DEVI et
al., 2016) e anticonvulsivo (SILVA et al., 2010).

O ¢6leo extraido das folhas é rico em aldeido citronelal (aproximadamente 40%)
e tem pequenas quantidades de geraniol, citronelol e ésteres. O citronelol é
maravilhoso aromatizante de ambientes e repelente de insetos, além de apresentar

acdo antimicrobiana local e acaricida (Mattos, 2000). Na aromaterapia seu uso esta
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relacionado em aumentar a acuidade mental, no combate a enxaquecas e dores de
cabeca, além de ser um condicionador cutaneo. Propriedades antidepressivas,

antissépticas, tonicas e estimulantes também foram observadas (LISBOA, 2018).

3.7.4. Eucalipto Globulus (Eucalyptus globulus)

Eucalyptus globulus é a espécie que é conhecida no Brasil, principalmente como
eucalipto, eucalyptus, eucalipto-comum e eucalipto-limdo (RODRIGUES, 2018),
pertencente a familia as Myrtaceae, é amplamente utilizada na fabricacdo de papel
(CASTRO e LIMA, 2010).

E uma arvore de médio porte que pode atingir até 90 metros de altura,
apresenta tronco liso, folhas perenes, lanceoladas e opostas, cobertas por glandulas
oleriferas (Figura 4). Sua espécie contém flores de até 4 cm de diametro, solitarias ou
em pequenos grupos, que apresentam numerosos estames macios que podem ser
branco, creme, amarelo, rosa ou vermelho. Seus frutos possuem forma de capsula de
aproximadamente 3 cm, e a casca possui coloracéo esverdeada, possuindo fibras e

estrias cujo grau varia de acordo com a idade da planta (BRASIL, 2015).

Figura 4: Partes do Eucalyptus globulus. A - Porte, B - flores, C - folhas e frutos. FONTE:
LOPES,2005.

No Brasil, a E. globulus apresenta-se como um dos principais produtores de
Oleo essencial com propriedades medicinais. Isto esta relacionado & presenca de
grandes quantidades de cineol, que também é conhecido como eucaliptol (BIZZO et
al., 2009).
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O seu uso medicinal é fundamentado em um conhecimento popular, que relata
a sua poderosa acdo antisséptica, desinfetante e expectorante (CASTRO e LIMA,
2010).

Os constituintes da planta e seus componentes essenciais bioativo se mostram
favoraveis no tratamento de doencas infecciosas. Estas substancias, em geral, sdo
agentes que apresentam atividade antimicrobiana e antifngica para muitos
microrganismos (OGUNWANDE et al., 2005; DAMJANOVIC-VRATNICA et al., 2011).

3.7.5. Eucalipto Staigeriana (Eucalyptus staigeriana)

Eucalyptus staigeriana pertence ao género Eucalyptus da familia Myrtaceae, com
aproximadamente 600 espécies. E uma arvore nativa da Australia, de porte médio,
podendo chegar a 22 metros de altura, com copa reduzida e espalhada (Figura 5),
Esta espécie esta adaptada a zonas climaticas quentes e subumidas, solos pobres e
bem drenados, matas ou florestas abertas. E cultivada basicamente para a producéo
de O6leos essenciais para a perfumaria e a madeira € vendida como lenha
(HERCULANO, 2014).

Figura 5: Partes do Eucalyptus staigeriana A - folhas, B - flores, C — galho de frutos secos Fonte:
MACEDO, 2008; EUCLIDES, 2015.

Estas espécies apresentam folhas com cheiro caracteristicamente citrico, que
€ proveniente do citral, uma mistura dos componentes neral e geranial. O seu
rendimento, em 6leo, varia de 1,2 a 1,5 %, com teor de citral entre 16 e 40 %, ele
possui um aroma muito agradavel, tanto que seu uso esta presente nas industrias de
perfumaria (VITTl e BRITO, 2003).

Estudos mostram que o 6leo essencial exibe atividade bioldgica antibacteriana
(DUPONT et al., 2006; FISHER et al., 2007), antifangica (YAMASAKI et al., 2007),
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anti-inflamatorio, antioxidante, repelente de mosquitos e propriedades anti-helminticas
(BENNET-JENKINS e BRYANT, 1996; RAMEZANI et al., 2002; SILVA et al., 2003;
ERLER et al., 2006; SALARI et al., 2006)

3.7.6. Menta Piperita (Mentha piperita)

A hortelad pimenta, do género Mentha, que pertence a familia Lamiaceae; € uma planta
presente em todo o mundo, 0 seu centro de origem é a Europa, mais precisamente a
regido do Mediterrdneo. Ele suporta as temperaturas baixas, mas também se adapta
ao clima tropical (GASPARIN et al., 2017).

O seu cultivo é de extrema importancia para a economia, isso se da ao fato de
produzir e armazenar 6leo essencial, na qual seu principal constituinte € o mentol,
monoterpeno utilizados em produtos de higiene bucal, farmacos, cosméticos e em
alimentos (SCAVRONI et al., 2006).

A planta é rasteira e pode atingir de 30-60 cm de altura, possui raiz fibrosa,
caule ereto de coloracé@o arroxeada e ramificado, contém folhas pequenas, opostas,
serrilhadas, na coloragdo verde escura, com intenso aroma caracteristico (Figura 6).
As flores apresentam coloragdo rosa claro, dispostas em espigas terminais
(LAWRENCE, 2007).

Figura 6: Mentha Piperita A — folhas, B — caule e flores. FONTE: NEUGEBAUEROVA; KAFFKOVA
2013.

A hortela-pimenta tem o seu uso ha milhares de anos, através de suas intensas
e diversas caracteristicas aromaticas e medicinais, faz desta uma das aromaéaticas

mais versateis e procuradas do planeta na atualidade (CARVALHO, 2016). Em estudo
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0 6leo de Mentha piperita apresenta forte atividade antibacteriana (MIMICA et al,
2003) e atividade antifangica (TULLIO et al., 2019).

A espécie € muito utilizada nas industrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica, apresentando propriedades antioxidante, antitumoral, antimicrobiana,
antifangica, antialérgico e imunomoduladora, além de acgao no trato digestivo (MCKAY
e BLUMBERG, 2006, CAPPELLO et al., 2007; LV et al., 2012; NYEGUE et al., 2014;
IBRAHIM e EL-SALAM 2015).

3.8. Ozbnio

Descoberto no século XIX, o gas ozbnio vem sendo utilizado em muitas areas, no
tratamento de 4gua, como higienizador de alimentos, em tratamento de enfermidades,

antisséptico em hospitais entre outros (SANCHEZ, 2008).

O ozdnio (O3) é formado por trés d&tomos de oxigénio, se trata de uma molécula
instavel, de forma gasosa em condigbes normais de pressdo e temperatura. E
produzido por descarga elétrica ou por radiacdo ultravioleta. O oz6nio se forma ao
passar o gés, na descarga elétrica formada entre dois eletrodos separados por um

dielétrico e um espaco dedicado ao fluxo gas (BOCCI, 2006).

O ozonio tem sido grandemente reconhecido como um dos mais potentes
bactericidas, antivirais e agentes antifingicos e vem sendo usado como um agente
terapéutico para tratar feridas crénicas, como Ulceras tréficas, Ulceras isquémicas e
feridas diabéticas. O Ostraz grandes resultados na cicatrizacao de feridas, isso se da
ao fato de diminuir a infeccéo bacteriana (VIEBAHN, 2003).

O gés promove a inativacdo de bactérias, virus, fungos, leveduras e
protozoérios por meio da interrupcdo da integridade do envelope celular da bactéria
pela oxidacado dos fosfolipidios e lipoproteinas. Nos fungos, o Oz inibe o crescimento
celular, em determinados estagios. Concernente ao virus, o Oz danifica a capsula viral
e interfere no ciclo reprodutivo, interrompendo o contato virus-célula como resultado
da peroxidacgdo. Desta forma os revestimentos enzimaticos fracos, nas células que

sdo vulneraveis a invasdo por virus, tornam-se suscetiveis a oxidacao e eliminagdo
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pelo corpo, que entdo os substitui por células saudaveis (ELVIS e EKTA, 2011;
HASHEMI, et al., 2015).

Na industria de desinfecgdo, muitos dos numerosos compostos provocam
mutacgdes e sobra de residuos. J& na técnica de ozonizagao realizado por meio de
praticas, dosagens e tempo de exposi¢cdo adequados, ndo foi encontrado residuos,
proporcionando assim uma acdo muito eficaz, além de estarem comprovadas as
propriedades germicidas do Oz (TORRES, 1996; FREITAS, 2011). Outras vantagens
seriam o baixo custo de investimento, facil aplicagdo e manutencdo (FALZONI, 2006).
O uso do ozdnio pode ser em forma de gas ou até mesmo introduzido em agua, em

veiculo aquoso ou em 6leo (BOCCI et al., 2009).

3.9. Oleos ozonizados

O 6leo ozonizado é um composto conseguido da mistura de 6leo ou do azeite de oliva
com o gés 0z6nio. Ao ozonizar o 6leo ou azeite, é formada uma série de subprodutos,
entre eles os peréxidos (MENENDEZ et al., 2002) que possui caracteristica germicida,
0 que o torna util no tratamento de feridas infetadas, fistulas e outros processos
seépticos locais. (BOCCI et al., 2009).

Esses peroxidos realizam varias fun¢des no organismo como, estimulacdo de
varios sistemas enziméaticos de oxido reducao por influéncia ao transporte de oxigénio
nos tecidos e na cadeia respiratéria mitocondrial, bloqueio dos receptores virais e
morte de células infectadas por virus, assim como uma ac¢do simultdnea na

capacidade das células em englobar particulas (BOCCI et al. 2009).

O tratamento de 6leos vegetais com 0z6nio da origem a formacao de espécies
quimicas que séo responsaveis pelas propriedades terapéuticas dos derivados do
Oleo ozonizado em doengas dermatoldgicas. Nos ultimos anos, esses produtos tém
sido usados com sucesso como desinfetante tépico em vérias afeccdes cuténeas
graves (ZANARDI et al., 2008).

O uso de solugbes ozonizadas em 4gua e Oleo, € muito prética, pois faz com
que aplicagdo topica do 0zdnio aconteca sem o risco de inalagdo. O gas presente
nestes veiculos age de forma mais eficiente quando aplicado sobre a pele, pois o
oz6nio reage melhor em ambiente iumido (SANGUANINI, 2019; UGAZIO et al., 2020).
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Os compostos oxigenados presentes no 6leo ozonizado séo os responsaveis pela
grande atividade bioldgica e pelas atividades antimicrobianas e antifingicas
(MENEZES et al., 2002; SKALSKA et al., 2008; UGAZIO et al., 2020). A melhor
condicdo para preservar o composi¢do inicial do 6leo ozonizado € manter em baixa

temperatura na geladeira ou no freezer (MOUREU, 2016).

O ozbnio via topica na forma gasosa ou em 6leos se destaca como tratamento
para a reparagdo de tecidos, pois promove a cicatrizacdo de feridas e possui
propriedades antimicrobianas, imunoldgicas, antioxidantes e oxigenantes. Para
doengas como Ulceras ou estomatite aftosa, gengivite e dermatite, o 6leo ozonizado
auxilia no alivio da dor e na aceleragdo do processo de cicatrizacdo (ANZOLIN et al.,
2020).

Em estudo Song et al. (2018) demonstraram efeitos profilaticos e terapéuticos
da agua e do 6leo ozonizados contra infec¢des por microrganismos, o estudo mostrou
gue ambos possuem agao bactericida in vitro e in vivo contra cepas de Staphylococcus
aureus, um microrganismo geralmente envolvido em infec¢des de feridas cutaneas,
incluindo as cepas MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus), que sao

resistentes aos antibiéticos beta-lactamicos.

Em estudo Ouf et al. (2016) detectaram atividade antimicrobiana do azeite de
oliva ozonizado in vitro em fungos filamentosos causadores de dermatofitése. O
estudo revelou que Microsporum canis e Trichophyton rubrum apresentaram as
maiores atividades queratinoliticas, o tratamento com 6leo ozonizado levou a reducéo
constante da atividade queratinase (as queratinases sao consideradas os fatores de
viruléncia mais importantes dos dermatofitos na infec¢cdo cuténea) variando de

87,21% no caso de Microsporum gypseum e 49,64% no caso de Trichophyton rubrum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local da Pesquisa

Os estudos de investigagdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais foram
desenvolvidos no Laboratorio de Microbiologia da Universidade Brasil — localizado na

cidade de Fernandopolis-SP.

4.2. Linhagens e meios de cultivo

Para avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, foram utilizadas as
seguintes cepas padrédo: Trichophyton mentagrophytes ATTC 9533, Trichophyton
rubrum ATCC 28188 e Sporothrix ATCC 16345 (American Type Culture Collection),
pertencentes a colecdo Laboratorio de Microbiologia da Universidade Brasil - campus

Fernandépolis.

As quais foram reativadas em meio de cultura agarizado Sabouraud dextrose
(ASD) e o meio liquido caldo Sabouraud dextrose (CSD), adquiridos da Kasvi ® e
preparados de acordo com as instru¢des do fabricante. Os meios foram solubilizados

com &gua destilada e esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

As cepas de fungos foram isoladas nas placas de Petri estéril contendo meio
de cultura e incubadas de 5 a 7 dias a temperatura de 28°. Nas Figuras 7, 8 e 9

apresentamos as placas com o cultivo dos microrganismos.
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Figura 7: Cultura de Trichophyton mentagrophytes — Fonte: Autor

Figura 9: Cultura de Sporothrix — Fonte: Autor

4.3. In6culo

Para o procedimento de preparacdo do indculo, primeiramente, 0s microrganismos
foram cultivados em meio CSD, submetido a agitacdo orbital constante (225 rpm) e
temperatura controlada (28° C) por 5 dias. Foram preparadas suspensdes do

microrganismo em tubos solugdo salina estéril (NaCl 0,5%), os quais foram
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padronizados segundo solugdo padréo do tubo 0,5 da escala McFarland, que
corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades formadoras de coldnias
mL?* (UFC mL%) (HADACEK e GREGER, 2000).

4.4. Oleos essenciais ozonizados

Foram estudados seis 6leos essenciais sendo eles, Canela Cassia (Cinnamomum
cassia), Cravo Folha (Eugenia Caryphollata), Citronela (Cymbopogon winterianus),
Eucalipto globulus (Eucalyptus globulus), Eucalipto staigeriana (Eucalyptus
staigeriana) e Menta Piperita (Mentha piperita). Todos obtidos de industria nacional
(Ferquimica®, localizada em, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil), sendo seus
parametros fisico-quimicos como aparéncia, coloragdo, pureza, odor, densidade
(20°C) e indice de refracdo (20°C), descritos pelo fornecedor, que produz e
comercializa 6leos essenciais em escala industrial (Tabelal).

Para ozonizar os 0Oleos essenciais, foi utilizado um aparelho gerador corona
(Ozon & Life) para a producdo do gas 0zonio e o oxigénio puro foi suprido via cilindro.
O ozonio foi produzido de forma constante pelo equipamento e conduzido por um tubo
de silicone para o difusor, pelo qual, os 6leos foram expostos ao 0zdnio de forma direta
por 30 minutos, em temperatura controlada de 25°C. Todo o procedimento de
ozonizagdo foi conduzido em uma capela de exaustdo da marca Quimis modelo
216.11, visando minimizar os riscos de aspiracdo do gas o0z6nio, seguindo as normas

internacionais de seguranca, conforme demostrado pela Figura 10.

Figura 10: Ozonizacédo do 6leos essenciais— Fonte: Autor
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Tabela 1: Nomes vulgar e cientifico das plantas medicinais e caracteristicas dos 6leos essenciais

Caracteristicas dos 6leos essenciais

Nome e o . Densidade (0 o
S Nome cientifico N° CAS* Lote Cor (20°C) IR**(20°C) Principais componentes
Cinnamomum cassia Amarelo Aldeido cinamico (81%); cumarina
Canela (L.) Pres)) 84961- 216 - 1053 1,609 (3%); Benzaldeido (3%); Alcool
Cassia ] 46-6 marrom ' ' cindmico (3%); Estireno (3%)
Citronela _Cymbopogon . 8000-29- 142 Amarelo 0,885 1,4670 N&o determinado
winterianus Jowitt 1 claro
Syzygium a7
Cravo aromaticum(L.) Merr. & 8015-87 218 Amarelo 1,047 1,536 Eugenol (86%)
(Folha) 2
L. M. Perry
: Eucalyptus staigeriana
Eu_call_pto F. Muell. ex F. M. 92502- 116 Amarelo 0,878 1,475 Limonene (9%)
staigeriana Bailey 70-0
Eucalipto Eucalyptus globulus  8000-46- 1,8 Cineol (80%); Limonene (9%);
globulus Labill 4 158 Incolor 0,913 1,461 Alpha pinene (9%)
Eucalipto Eucalyptus citriodora 92502- . 0
Citriodora Hook 20-0 107 Amarelo 0,864 1,454 Citronelal (76%)
i I-mentol (33%); Mentona (30%);
I\_/Ienf[a Mentha piperita L. 84082 185 Amarelo 0,902 1,460 Acetato de metila (4%); Eucaliptol
piperita 70-2 palha

(6%)

* N° CAS: Chemical Abstracts Service

**|R: Indice de Refracéo
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Apos ozonizacgdo, os Oleos foram avaliados quanto a sua esterilidade.
Foram entdo retirados 0,1mL de cada Oleo e inoculados em placas de Petri
contendo meio &gar triptecaseina soja (TSA, Oxoid®), incubados a 37°C por
24/48 horas, quando sera verificado a auséncia de crescimento microbiano. Sera

considerado estéril os 6leos que ndo apresentarem nenhuma col6nia.

Os 6leos essenciais ozonizado foram armazenados em frascos ambar,

identificados e mantidos sob refrigeragéo 8°C.

4.5. Determinagado da Concentracdo inibitdria minima (CIM) e Concentracéo

fungicida minima (CFM)

Todas as avaliacbes foram realizadas em caldo CSD suplementado com
detergente Tween 20 (concentragéo final de 0,5% (v/v). As linhagens dos
microrganismos foram suspensas em caldo CSD para dar uma densidade final

de 10® CFU mL™, e estas foram confirmadas por contagens de células viaveis.

A concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao fungicida minima
(CEM) foram avaliadas de acordo o procedimento recomendado pela CLSI
(2008, 2012). A CIM foi determinada por um método de microdiluicdo em placas
de 96 pocos conforme é mostrado na Figura 11. O experimento foi conduzido
empregando-se concentragdes que variaram de 0,00 a 100% e os controles
negativo e positivo. Todos os pogos, receberam 0,05 mL de CSD, cada poco da
segunda e quarta coluna recebeu 0,05mL do 6leo essencial. O contetdo da
quarta coluna, de forma a representar diluigdo 100%, foi homogeneizado e 0,05
mL foram transferidos para o po¢o seguinte, representando a diluigdo 50%. Estes
procedimentos foram repetidos para as diluigdes 25%, 12,50%, 6,25%, 3,12%,
1,56%, 0,78% e 0,39%. Por Ultimo foram, acrescentados 0,05mL do inéculo (10°
células viaveis mLt) de cada linhagem, com excecdo dos controles negativo. A
coluna 1 e 2 foram destinadas aos controles negativo e a coluna 3 para controle

positivo.
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O pogo 4 sera
homogeneizado e 0,05 mL
serdo transferidos para o
pogo seguinte, o processo
sera repetido até o ultimo

Nos pogos 2 e 4 poco.
\/

N DD (DD

1 2 3|4 5 6 7 8 9 10 11 12 §f 3

F

Em todos

G '

H Em todos
0S pogos :‘j‘j 4| os pogos
Controle
negativo

| Tubo 1: caldo Sabouraud dextrose '
Controle | Tubo 2: Oleo essencial
positivo Tubo 3: Inéculo

Figura 11: Esquema representativo da metodologia de microdiluicao - Fonte: Autor

Apbs incubacgédo a 37°C por 24h, a CIM foi determinada pela adigédo de 50
pL em cada amostra, do corante 2,3,5 -Triphenyltetrazolium Chloride. Isto tornou
possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho, daguelas mortas
que mantiveram a sua cor. A concentragdo inibitéria minima foi considerada
como a menor concentragdo de 6leo essencial capaz de inibir o desenvolvimento
bacteriano (SYLVESTER, 2011).

Para determinar a CFM, 20 pl de amostras de todos 0s pogos com inibi¢cao
total do crescimento e do ultimo pogo com crescimento foram inoculados na
superficie de placas de Petri com agar Sabouraud Dextrose. As placas foram
incubadas a 28 ° C por 3 dias ou até que o crescimento do fungo fosse observado
nas amostras controle, conforme pode ser demostrado na Figura 12. Os valores
de CFM foram determinados como a concentragcdo mais baixa de Oleos
essenciais, sem crescimento visivel (AIEMSAARD e PUNAREEWATTANA,
2017).
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Controle

Figura 12: Esquema representativo da determinacédo de CFM - Fonte: Autor

4.6. Cinética fungicida dos 6leos essenciais

Foi empregada a metodologia descrita por Allahghadri et al. (2010). Foram
adicionados em tubos 40 pL de cada 6leo essencial na diluicdo determinada por
CFM a cada 5 mL de caldo de CSD contendo suspenséo flingica de 106 UFC
mL-1 e foram em seguida incubados a 28°C. Amostras (0,1 mL) foram retiradas
nos tempos: 0', 5', 10", 20", 60', 120", 240', 480' e 24horas. As amostras foram
espalhadas em cultura em agar Sabouraud Dextrose, incubadas durante 24/48

h a 28°C. Todas as avalia¢des foram realizadas em triplicata.

As coldnias microbianas foram contadas apés o periodo de incubacéo. Foi
realizada uma avaliacdo sobre a variagéo da carga microbiana a fim de observar
qual 6leo essencial apresentou a maior variagdo negativa (queda) na contagem
microbiana. Nesse contexto, a variagdo percentual da contagem microbiana

consistiu na seguinte relagéo:

_ (Contagemtempo omin Contagemtempo Smin)

% 100
Contagemtempo omin

Variagdo da contagem microbiana(%)

Essa relagdo foi empregada para todos os 6leos essenciais avaliados e

para os trés micro-organismos estudados.
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4.7. Andlise estatistica

Os dados foram avaliados através de analise descritiva da variagdo da contagem
microbiana, conforme os tempos de exposicao aos diferentes 6leos essenciais.
A abordagem dos dados de contagem microbiana, foi realizada, por meio de
graficos de linha, a fim de observar a evolu¢cdo da variagdo da contagem

microbiana com o tempo.

O Teste de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacao da variagéo da

contagem microbiana em relagéo ao tratamento com ozonio.

Foi empregado o Teste de Kruskal-Walllis para a comparagéo da variagao
da contagem microbiana em relacdo aos 6leos essenciais e ao tratamento de

ozonizacgao.

Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significAncia de
5% (P<0,05).

Os Softwares utilizados foram Minitab 18 (Minitab Inc.) e MedCalc 14.8.1
(MedCalc Software Inc.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sporothrix schenckii

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da concentracdo inibitoria minima
(CIM) concentracéo fungicida minima (CFM) para cada um dos 6leos essenciais
avaliados.

Os resultados da CIM e da CFM, na grande maioria dos casos,
evidenciaram que o efeito do ozénio é significativo, j& que a sua utilizacéo
reduziu a concentracdo dos 6leos essenciais estudados. Neste contexto, 0 uso
do ozbnio otimiza o efeito sobre Sporothrix schenckii, auxiliando no controle da
contaminagédo e, por conseguinte, diminuindo o tempo de sobrevivéncia do

fungo.

Tabela 2: Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) para os Oleos essenciais in natura e ozonizados frente a
Sporothrix schenckii.

Oleo essencial CIM(%) CFM(%)
In natura Com ozobnio In natura Com ozobnio

Canela 12,5 3,1 12,5 1,5
Cravo 1,5 0,8 0,4 0,4
Citronela 0,8 0,8 0,8 0,8
Menta 25 3,1 50 6,2
Eucalipto G 6,25 0,8 1,5 0,4
Eucalipto S 3,1 3,1 6,25 0,4

Sharma et al. (2016) avaliaram efeitos antifingicos sobre Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici 1322, de quatro 6leos essenciais: cravo (Syzygium
aromaticum), capim-limao (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) e
eucalipto (Eucalyptus globulus) e, verificaram que o efeito inibitério dos 6leos
evidenciou atividade dependente da dose no fungo testado. O mais ativo foi o
6leo de cravo, exibindo inibicdo completa do crescimento micelial e germinagéo
de esporos a 125 ppm com. Os 6leos essenciais de capim-limdo, menta e

eucalipto foram inibitérios relativamente concentragdes mais altas.
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Na presente pesquisa o 6leo de cravo foi o mais eficaz, tanto in natura
como ozonizado, seguido pelos 6leos de citronela e eucalipto globulus (Tabela
2).

A Tabela 3 evidencia as estatisticas descritivas da variacdo global
microbiana do Spothrix schenkii ao longo dos periodos, e as discrepancias
observadas nos ‘n’ indicam que alguns Oleos essenciais anularam a carga
microbiana em tempos reduzidos e outros em tempos avangados. Neste
contexto, quanto menor o valor de n, maior a eficicia & agédo antifingica do 6leo
essencial; em contrapartida, quanto maior o n, menor a eficacia da acgéo

antifangica do 6leo.

Tabela 3. Estatisticas descritivas da variagdo percentual (%) global da contagem
microbiana em relacdo aos 6leos avaliados.

In natura Com ozonio

Oleo essencial Valor pt
n MédiatDP? Mediana n MédiatDP Mediana

Citronela 3 -99,9+0,0 -99,9 3 -99,9+0,0 -99,9 0,081

Canela 6 -55,8+48,5 -59,0 6 -67,0+36,1 -67,8 0,173

Cravo 18 -45,5+30,9 -46,4 3  -99,9+0,00 -99.9 0,007

Eucalipto G 6 -99,0x0,7 -99,1 3 -99,9+0,00 -99,9 0,028

Eucalipto S 15 -21,8+40,4 0,00 12 .37,3+43,1 -22,7 0,678
Menta 15 -66,2+#30,1 -80,0 12 .66,1+32,2 -71,2 0,591

! Valor p referente ao teste de Mann-Whitney a p<0,05. 2 DP: desvio padrdo

Os resultados da Tabela 3 comprovam que o 6leo de cravo-da-india
apresentou maior eficacia apos a ozonizagdo (n=3, Figura 13), enquanto o 6leo
in natura (n=18). Evidenciando desta forma, sinergismo e efeito antifungico frente
ao Sporothrix schenckii. Os 0leos citronela e canela in natura e ozonizados

exibiram a mesma eficiéncia (n= 3 e n= 6, respectivamente).
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Figura 13: Cultivo em &gar Sabouraud-Dextrose de Sporothrix schenchii, ap6s cinco
minutos de ag&o do 6leo de cravo-da-india ozonizado (A) e 6leo-de cravo-da-india in natura
(B). FONTE: Autor

O ¢6leo de cravo contém compostos bioativos que pode ser potencialmente
usado para fins medicinais. O eugenol é o principal componente do Oleo
essencial de cravo e é o principal responsavel pela atividade antimicrobiana
(PAVESI et al.,, 2018). No entanto, o mecanismo de acio exato deve ser
totalmente compreendido e uma avaliacdo farmacoldgica € necessaria para
determinar a dosagem eficaz e minimizar quaisquer efeitos colaterais potenciais
(HEMAISWARYA e DOBLE, 2009).

Os resultados indicam a presenca de diferencgas significativas da variacao
microbiana global em dois 6leos essenciais: cravo (p=0,007) e eucalipto globulus
(p=0,028), mostrando que o tratamento com o0z6nio surtiu efeito positivo e
significativo na diminui¢&o da carga microbiana. Em ambos os casos foi possivel
observar a queda da carga microbiana efetivamente significativa no tratamento
desses Oleos essenciais com 0z6nio. Nos demais 6leos avaliados, o 0z6nio
apresentou efeito positivo na reducdo da carga microbiana, porém este efeito
néo foi significativo (p>0,05).

O provavel efeito sinérgico apresentado pelo ozénio nos 6leos de cravo,
citronela e eucalipto globulus (Tabelas 2 e 3) evidenciam atividade antifingica
notavel frente ao Sporothrix schenckii.

O tratamento de 6leos vegetais com 0z6nio leva a criacdo de um reservatério
de ozb6nio que é liberado lentamente na pele, gracas ao fato de que o 0zbnio
pode ser considerado ozonideo de acidos graxos insaturados (UGAZIO et al.,
2020).

Sistemas sinérgicos biomiméticos podem fornecer novas solucdes para

combater os patégenos de humanos e de animais (GERSHENZON e
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DUDAREVA, 2007). Os compostos organicos volateis das plantas servem como
respostas quimicas a pressdo de predadores e patdégenos e em interacdes
coespecificas e mutualisticas. Atuam de diversos modos de acédo ligados a
diversidade estrutural e funcional de seus componentes (RICHARDS et al.,
2016). Devido a essas caracteristicas, misturas multifacetadas e versateis
podem encontrar numerosas aplicagdes. Individulamente ou em combinacéo
com drogas clinicas, as misturas podem exibir resultados notaveis contra varios
microrganismos patogénicos e apresentar efeitos sinérgicos positivos (LOPES
et al., 2017).

Nas Figuras 14 e 15 séo apresentados o comportamento das variagdes
percentuais da contagem microbiana do 6leos de cravo e eucalipto. A disposi¢do
dos intervalos de confianga e a ndo sobreposicdo dos mesmos, reiteram a
presenca de diferencgas significativas na contagem microbiana em relacdo ao
tratamento com ozonio.

As figuras também evidenciam que os 6leos com o0zdnio apresentam
variagfes negativas menores (mais proxima de -100%), confirmando que a a¢ao
do ozbnio é efetiva nos Oleos observados, ou seja, diminuindo a carga

microbiana.
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Figura 14: Variacdo percentual da contagem microbiana do 6leo essencial de cravo-da-india.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.
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Figura 15: Variagdo percentual da contagem microbiana do dleo essencial de eucalipto
globulus.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.

As Figuras 16 a 21 apresentam a variagao percentual média da contagem

microbiana em relacdo aos O6leos essenciais in natura e Oleos essencias

ozonizados.
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Figura 16: Variacdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos éleos
de citronela in natura e ozonizado.
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O oleo de citronela com e sem 0z6nio apresentaram-se capazes de inibir
o crescimento de S. schenckii no intervalo de tempo de 5 a 10 minutos. No
intervalo de 0 a 5 minutos verificou-se que o 6leo ozonizado apresentou uma
eficacia maior em relagdo ao 6leo in natura. No entanto ambos foram capazes
de anular a carga microbiana em um curto tempo de exposigao.

A Figura 17 evidencia que o 6leo de canela apresentou queda na
contagem do S. Schenckii, de 20% pra 0leo in natura e de 40% para o Oleo
ozonizado, no intervalo de tempo de 5 a 10 minutos. No entanto, ambos os 6leos
inibiram o crescimento do fungo em 20 minutos, comprovando a atividade

antifangica.

Canela

0.0 -
Variavel

F —@— com oz6nio

—m— sem ozbnio

Variac&o microbiana

N

o

[ N
—
W

0e5min
5e10 min
10e20 min
20 60 min
60 e120 min
120 €240 min
240 e 480 min
480 e 1440 min
apds 1440 min

Tempo (min)

Figura 17: Variacdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos 6leos
de canela in natura e ozonizado.

Na Figura 18 observa-se que o Oleo de cravo-da-india ozonizado
apresenta sinergismo relacdo ao 6leo in natura, verificando-se diferenca
significativa, com inibigdo da carga microbiana em um intervalo de tempo curto
(5 a 10 minutos), enquanto o 6leo in natura anulou o crescimento do fungo no

periodo de 240 - 480 minutos.
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Figura 18: Variacdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos dleos
de cravo-da-India in natura e ozonizado.

Com relagédo ao 6leo essencial de Eucalipto globulus, (Figura 19) in natura
apresentou-se capaz de anular o crescimento do microrganismo no intervalo de
10 a 20 minutos, enquanto no Oleo ozonizado a eficacia foi maior, pois no
intervalo 5-10 minutos a redugao da carga microbiana foi de 100%, no mesmo

periodo o 6leo in natura reduziu -98,5%.
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Figura 19: Variagdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos éleos
de Eucalipto globulus in natura e ozonizado.
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O dleo de eucalipto staigeriana (Figura 20) com 0zdnio mostrou ser capaz
de inibir o crescimento o intervalo de tempo de 60 a 120 minutos, enquanto o

6leo in natura precisou de um periodo maior (120 a 240minutos).
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Figura 20: Variagdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos éleos
de Eucalipto staigeriana in natura e ozonizado.

Oleo de menta (Figura 21) ozonizado anulou a carga microbiana no
intervalo de tempo de 20 a 60 minutos, enquanto o 6leo in natura zerou no
intervalo de tempo seguinte (120-240 minutos).
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Figura 21: Variagdo percentual média da contagem de Sporothrix schenckii exposto aos éleos
de Menta pepirita in natura e ozonizado
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Na maior parte dos resultados os Oleos de citronela, canela, eucalipto
globulus apresentaram-se como mais eficazes na diminuigdo da contaminag&o
por Sporothrix, independentemente do tratamento com o0z0nio, pois nestes
casos, a carga microbiana foi anulada em tempos curtos (até 20 minutos). O
ozonio apresentou maior efetividade no éleo de cravo-da-india, agindo de forma
pontual e auxiliando na redugdo da carga microbiana. Os Oleos eucalipto
staigeriana e menta foram menos eficazes, anulando a carga microbiana em até
240 minutos.

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de origem vegetal cujos
constituintes diferem com base em suas origens. Varias atividades biologicas
foram relatadas, incluindo agédo antimicrobiana, antiinflamatoria, antimutagénica,
antidiabética e anticancer (RAUT e KARUPPAYIL, 2014).

Os Oleos essenciais de varias especies de plantas, apresentam
atividades antifungicas entre elas a Cinnamomum spp. (MAHBOUDI e
KAZEMPOUR, 2015), Mentha piperita (TULLIO et al.,, 2019) e Syzygium
aromaticum (BATIHA et al., 2020), assim como o efeito antibacteriano frente a
linhagens Gram-positivas e Gram-negativas (HASHIM et al., 2017). Além disso,
0s Oleos essenciais sdo capazes de produzir efeito sinérgico quando
combinados com antifingicos sintéticos e outras moléculas (AMBER et al., 2019;
MITTAL et al., 2019).

Na presente pesquisa, o 6leo de cravo-da-india em combinagdo com
o0zbnio (6leo ozonizado) apresentou maior efetividade frente ao Sporothrix,
agindo de forma pontual e auxiliando na reducéo da carga microbiana em 20
minutos, evidenciando a eficacia (Figura 18) e apresentando sinergismo sobre o
6leo essencial in natura.

Devido a promissora atividade antimicrobiana, os 6leos essenciais foram
usados em combinacdo com outras moléculas com a finalidade para reduzir a
toxicidade da droga, efeitos colaterais e resisténcia a agentes unicos (TULLIO et
al., 2019).

A quimiorresisténcia de patégenos tem se tornado um fenédmeno mundial
preocupante, pois a mortalidade global de pacientes que sofrem de infec¢des
microbianas estd aumentando regularmente. A resisténcia a azdis e resisténcias
cruzadas séo consideraveis, o que dificulta a terapia antifingica (WOOLHOUSE
e FARRAR, 2014; SHOR e PERLIN, 2015).
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O tratamento de micoses com agentes quimicos antifingicos sistémicos,
como cetoconazol, fluonazol e derivados de itraconazol, apresentam efeitos
colaterais, em particular, quando esses produtos quimicos sdo usados por longo
prazo. Portanto, a busca por alternativas adequadas para essas drogas €
continua (MITTAL et al., 2019). Uma abordagem possivel é usar a terapia com
oz6nio no tratamento de fungos patogénicos (ZANARDI et al.,, 2008; DE
ALMEIDA et al, 2012; UGAZIO et al., 2020). Na presente pesquisa os 6leos de
cravo, citronella e eucalipto (E. globulus) apresentaram eficécia no controle in
vitro de Sporothrix schenckii, apontando assim a possibilidade de utilizagéo

como um método alternativo na terapéutica antifungica.

5.2. Trichophyton mentagrophytes

A epécie Trichophyton mentagrophytes pertence ao grupo dos dermatofitos,
fungos filamentosos microscépicos que possuem afinidade pela queratina. Eles
afetam a pele, as unhas ou o cabelo e causam lesbes superficiais em humanos
chamadas dermatofitose, que séo as formas mais comuns de micose superficial
no mundo (TORTORA et al., 2017).

A dermatofitose € a principal causa de morbidade associada a micoses
superficiais, com recidivas frequentes, muitas vezes refratarias a terapia
(MADHAVI et al., 2011). Na terapia antifungica muitos medicamentos
convencionais sdo usados, no entanto, o impacto da dermatofitose esta
aumentando no mundo. Dessa forma, a busca por novas alternativas
terapéuticas para um melhor manejo desta doenca se faz necesséria
(HAVLICKOVA et al., 2008; YOUMSI FOKOUO et al., 2020). Segundo Karpinski
(2020) uma alternativa aos medicamentos convencionais pode ser os 0Oleos
essenciais, que possuem um amplo espectro antimicrobiano.

Com o intuito de avaliar a atividade antifingica dos 6leos essenciais, na
presente pesquisa foram estimadas a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentragdo fungicida minima (CFM) para os Oleos essenciais de canela,
citronela, cravo-da-india, citronela, eucalipto globulus, eucalipto staigeriana e

menta pepirita in natura e ozonizados frente a Trichophyton mentagrophytes
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(Tabela 4). Verificou-se que os 6leos de canela, cravo-da-india, citronela,
eucalipto glouolus e eucalipto stageriana in natura apresentaram CIM e CFM que
variaram entre 0,8% a 25%, enquanto os 6leos ozonizados de 0,8 a 3,1%,

evidenciando atividade antifingica.

Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) para os Oleos essenciais in natura e ozonizados frente a
Trichophyton mentagrophytes.

Oleo essencial CIM (%) CFM (%)
In natura Com ozo6nio In natura Com ozo6nio

Canela 6,2 0,8 3,1 0,8
Cravo 6,2 0,8 12,5 0,4
Citronela 25 1,5 25 0,4
Menta 0,8 0,8 0,8 0,8
Eucalipto G 12,5 3,1 6,25 1,5
Eucalipto S 12,5 1,5 3,1 0,8

Os resultados das CFM, para maioria dos 6leos, evidenciaram que o efeito
do ozbnio é significativo, uma vez que é necessario utilizar menor quantidade
para o controle de T. mentagrophytes. Neste contexto, 0 uso do 0zonio otimiza
o combate ao fungo, auxiliando no controle da contaminacéo e, por conseguinte,
diminuindo o tempo de desinfecgao.

A Tabela 5 evidencia as estatisticas descritivas da variagdo global da
carga microbiana do Tricophyton mentagrophytes ao longo dos periodos
avaliados de acordo com os 6leos essenciais e com o tratamento com ozénio.
Verificou-se que os 6leos essenciais de citronela, de canela e de cravo-da-India
foram os mais eficazes apds o tratamento com oz6énio (n=3), indicando que
houve uma acéo do 0zdnio ao ser incorporado nos 6leos, potencializando a agdo
antifangica. Com relacdo ao eucalipto globulus ozonizado (n=12), n&o
apresentou diferencas quando comparado com o 6leo in natura, indicando que

ndo houve diferengas quanto ao controle de Tricophyton mentagrophytes.
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Tabela 5. Estatisticas descritivas da variagdo percentual (%) global da contagem
microbiana em relacdo aos 6leos avaliados.

5 In natura Com ozbnio
Oleo essencial Valor p?
N MédiatDP? Mediana n MédiatDP Mediana

Citronela 9 -58,2+45,0 -80,0 3 -99,7+0,00 -99,7 0,015
Canela 6 -49,9+54,6 -49,9 3 -98,3+0,00 -98,3 1,000
Cravo 6 -829+17,8 -829 3 -99,7+0,00 -99,7 0,026
Eucalipto G 12 -68,2+19,1 -69,6 12 -72,3+18,1 -79,6 0,839
Eucalipto S 15 -60,7+29,2 -66,6 12 -67,2+25,0 -69,1 0,509
Menta 15 -41,6%42,9 -33,3 9 -37,8+65,2 -52,6 0,810

L Valor p referente ao teste de Mann-Whitney a p<0,05. 2 DP: desvio padréo.

Os

resultados da Tabela 5

indicam a existéncia de diferencas

significativas na média da variacdo microbiana global em dois 6leos essenciais

ozonizados: citronela (p=0,015, Figura 22) e cravo-da-india (p=0,026, Figura 23),

evidenciando que o tratamento com 0zonio surtiu efeito positivo e significativo na

diminuigc&o da carga fungica. Nos demais Gleos avaliados, o 0zdnio apresentou

efeito positivo na reducdo de T. mentagrophytes, porém este efeito ndo foi

significativo (p>0,05).

Figura 22: Cultivo em agar Sabouraud-Dextrose de Trichophyton mentagrophytes,

apos dez minutos de agdo do 6leo de citronela ozonizado (A) e 6leo de citronela in natura (B).

FONTE: Autor
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Figura 23: Cultivo em agar Sabouraud-Dextrose de trichophyton mentagrophytes apos
cinco minutos de acéo do 6leo de cravo-da-india ozonizado (A) e 6leo-de cravo-da-india in
natura (B). FONTE: Autor

A eficacia do 6leo de cravo-da-india no controle de T. mentagrphytes foi
comprovada em pesquisa realizada por Park et al. (2007). Os resultados obtidos
evidenciaram que as atividades antifingicas contra dermatdfitos foram elevadas,
sendo necessarios 0,2mg mL* de 6leo essencial para obter 60% de eficacia,
inibindo completamente o crescimento de hifas.

Estudos de cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) do
6leo essencial de cravo-da-india revelaram a presenca de eugenol como
composto principal. A andlise fitoquimica mostrou a presenca de saponinas,
alcaldides, flavondides, glicosideos, taninos e esterdides (KAUR e KAUSHAL,
2019). O eugenol é constituinte antifingico mais eficaz do éleo de cravo-da-india
contra os dermatdfitos, provocando alteragbes morfoldégicas como danos a
parede e membrana celular e expanséo do reticulo endoplasmatico, que foram
observadas por microscopia eletronica de transmisséao (PARK et al., 2007).

O oleo de cravo-da-india utilizado na presente pesquisa apresentou 86%
de eugenol (Tabela 1), e a acéo antifungica deste composto foi eficaz no controle
de T, mentagrophytes, e provavelmente, a sua atividade foi aumentada com a
ozonizacao, em vista que foi verificado que o tempo necessario para o controle
do fungo foi de 5 minutos (Figura 23 ). De acordo com Siham et al. (2020) poder
inibitério do crescimento de espécies de fungos e de bactérias resistentes
evidenciou que Syzygium aromaticum (cravo-da-india) possui propriedades para
ser considerada uma planta medicinal, e ser utilizada como fonte de compostos
biol6gicos ativos podem ser uma alternativa eficaz aos antifingicos

convencionais.
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As Figuras 24 e 25 evidenciam o comportamento das variagdes
percentuais da contagem microbiana de cada um dos 6leos essenciais utilizados
nesta pesquisa. A discrepancia na localizacdo das medianas reitera a existéncia
de diferencas estatisticas significativas, revelando que os tratamentos sem
o0z6nio apresentaram maior dificuldade em diminuir a carga microbiana. Neste
caso, os 0Oleos ozonizados apresentam maior eficacia em auxiliar na diminuigdo
da contaminag&o e otimizar o processo de desinfecgao.

A atividade antifingica do 6leo de citronela sobre espécies de Aspergillus
foi demostrada por Yousef (2013). Foi verificado no estudo realizado por este
autor que o 6leo de citronela indicou que o citral € o componente principal
(70,17%), com bioatividade sobre A. niger e A. fumigatus. O 6leo essencial foi
considerado altamente fungicida, pois apresentou os menores valores de MIC e
CFM e a maior inibicdo de crescimento e foi eficaz na inibicdo da viabilidade
fungica e germinag&o de esporos. Ainda de acordo com este autor, os resultados
mostraram que o 6leo de citronela produz um efeito fungitdxico, o que apdia seu

possivel uso na medicina para terapéutica das infec¢bes micéticas.

Variag&o da carga microbiana
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Figura 24: Variagdo percentual da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto ao éleo
essencial de citronela in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.
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Variacdo da carga microbiana

Cravo com 0z6nio Cravo sem ozonio

Figura 25: Variacdo percentual da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto ao dleo
essencial de cravo-da-India in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.

Nas Figuras 26 a 31 sé@o apresentados o comportamento da variagdo da
carga microbiana do T. mentagrophytes em relacdo aos O6leos essenciais
estudados e uso do ozonio.

Os resultados obtidos com o 6leo de citronela ozonizado revelaram efeito
sinérgico, sendo capaz de zerar a carga microbiana no intervalo de tempo de 5
a 10 minutos, enquanto, o 6leo in natura precisou de um tempo de acdo maior

(20 a 60 minutos), evidenciando diferencas estatisticas significativas.
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Figura 26: Variacdo percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto

aos Oleos de citronela in natura e ozonizado.

Sinergismo foi observado, também com os 6leos de canela (Figura 27) e

de cravo-da-india (Figura 28) ozonizados, evidenciando nulidade na contagem

de T. mentagrophytes no intervalo de 5 a 10 minutos, enquanto que, o 6leo in

natura apresentou um resultado nulo nos intervalos de tempo de 10 a 20 minutos.
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Figura 27: Variacao percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto

aos Oleos de canela in natura e ozonizado.
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Figura 28: Variacdo percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto
aos Oleos de cravo-da India in natura e ozonizado.

As Figuras 29 e 30 apresentam a percentual média da contagem de
Trichophyton mentagrophytes exposto aos Oleos de eucalipto in natura e
ozonizado. Verificou-se que os 6leos essenciais de ambas as espécies utilizados
in natura e ozonizados apresentaram atividade antifingica semelhante, sendo

necessario periodos de exposi¢cdo mais prolongados.
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Figura 29: Variacdo percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto
aos 6leos de eucalipto globulus in natura e ozonizado.
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Figura 30: Variacdo percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto
aos oleos de eucalipto stageriana in natura e ozonizado

O Oleo de menta piperita in natura e ozonizado (Figura 31) apresentou
grandes variacGes ao longo dos intervalos de tempo. Observou-se que o 6leo
ozonizado anulou a carga microbiana no intervalo de tempo de 20 a 60 minutos

enquanto que o 6leo in natura foi entre120 a 240 minutos.
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Figura 31: Variacdo percentual média da contagem de Trichophyton mentagrophytes exposto
aos 6leos de menta piperita in natura e ozonizado.

Segundo Sabo e Knezevic (2019) a aplicagdo médica tradicional do éleo

essencial e extratos de eucalipto indica grandes propriedades antimicrobianas.
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Estes autores afirmam que o 6leo essencial de Eucalyptus camaldulensis € mais
ativo contra bactérias e fungos quando comparados com os de outras espécies
do género Eucalyptus, em Gram negativas de 0,01-3,2%, e fungos a 0,125-
1,0%.

Na presente pesquisa os Oleos de Eucalyptus globulus e E. staigeriana
apresentaram eficacia em concentragfes inibitoria minima (CIM) de 12,5%, e
fungicida minima (CFM) de 6,25% e 3,1%, respectivamente. No entanto, quando
estes 6Oleos foram ozonizados apresentaram atividade antifangica com CIM de
15% e 3,1% e CFM de 0,8% e 1,5% para os Oleos de E. globulus e E.
staigeriana, respectivamente (Tabela 4), evidenciando a acgdo sinérgica do
ozonio.

A atividade antidermatofitica do 6leo essencial de Mentha piperita foi
observada por Ibrahim e El-Salam (2015) contra quatro fungos dermatdfitos
queratinofilicos (Microsporum canis, Epidermophyton floccosum, Trichophyton
rubrum e Trichophyton mentagrophytes). Os resultados evidenciaram edicécia
na concentragéo de 12,5%. Estes resultados corroboram os obtidos na presente
pesquisa, em vista que a atividade antifungica foi verificada nas concentragdes
de 0,8% (Tabela 3), No entanto o tempo necessério para eliminar totalmente T.
mentagrophytes foi no intervalo de 120 a 240 minutos para o 6leo in natura e
de 20 a 40 minutos para o 6leo ozonizado, evidenciando a acgao sinérgica do
ozbnio (Tabela 4, Figura 30).

A administragéo terapéutica do 0zonio, conhecida como terapia de ozoénio,
surgiu como um possivel tratamento para a reparacao de tecidos, pois promove
a cicatrizagdo de feridas. Apresenta propriedades bactericidas, antivirais e
antifangicas e tem sido utilizado como recurso terapéutico no tratamento da
inflamagé&o e da infecgdo (ZANARDI et al., 2008).

O ozbnio via topica na forma gasosa ou em Oleos se destaca como
tratamento para a reparagéo de tecidos, pois promove a cicatrizagéo de feridas
e possui propriedades antimicrobianas, imunoldgicas, antioxidantes e
oxigenantes. A efichcia do Oleo ozonizado pode representar uma terapia
integrativa no tratamento de lesdes teciduais, principalmente em pacientes que
apresentam patologias como diabetes mellitus, aterosclerose e no processo de

envelhecimento. Para doengas como Ulceras ou estomatite aftosa, gengivite e
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dermatite, o 6leo ozonizado auxilia no alivio da dor e na aceleragédo do processo
de cicatrizacéo (DE ALMEIDA et al., 2012; ANZOLIN et al., 2020).

Segundo Moureu et al. (2016). o uso de dleos ozonizados como farmacos
ou cosméticos requer informacdes sobre sua estabilidade ao longo do tempo.
Estes autores destacam que a melhor forma de preservar a composi¢ao inicial
do 6leo ozonizado é mantendo em baixa temperatura. Este critério foi observado
na presente pesquisa, sendo assim os 0leos ozonizados foram mantidos sob
refrigercao.

De acordo com Ugazio et al.(2020) a busca por um amplo espectro de
agentes antimicrobianos que auxiliem a evitar a resisténcia dos microrganismos
e ao mesmo tempo em que mantenham efeitos colaterais razoaveis, fez com que
o0s Oleos ozonizados experimentassem um aumento de interesse cientifico e das

aplicacdes clinicas.

5.3 Trichophyton rubrum

A dermatofitose constitui um importante problema de saude puablica, ndo s6 em
paises subdesenvolvidos, mas também em pacientes idosos e
imunocomprometidos em todo o mundo (CARRILLO-MUNOZ et al., 2008). O
tratamento com antifingicos sistémicos, como cetoconazol, fluonazol e
derivados de itraconazol, apresentam efeitos colaterais, principalmente, quando
usados por longo prazo (MADHAVI et al., 2011; MITTAL et al., 2019). Deste
modo, a busca por alternativas adequadas para substituir essas drogas continua.
Uma abordagem possivel é utilizar métodos alternativos, como os Oleos
essenciais e a terapia com oz6nio (ZANARDI et al., 2008; UGAZIO et al., 2020;
ANZOLIN et al., 2020).

Na presente pesquisa foi avaliada a atividade antifingica de seis 6leos
essenciais in natura e a sua combinagdo com o gas ozodnio. Na Tabela 6 sédo
apresentados os resultados obtidos para concentragédo inibitéria minima (CIM) e
concentragdo fungicida minima (CFM) para os 6leos essenciais in natura e
ozonizados frente a Trichophyton rubrum. Verificou-se que todos os Oleos

apresentaram atividade antifingica em concentracdes variaveis.
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Tabela 6. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) para os Oleos essenciais in natura e ozonizados frente a
Trichophyton rubrum.

Oleo essencial CIM (%) CFM (%)
In natura Com ozo6nio In natura Com ozo6nio

Canela 12,5 15 12,5 0,8
Cravo 25 1,5 25 1,6
Citronela 6,25 3,1 25 1,5
Menta 25 3,1 12,5 3,1
Eucalipto G 12,5 1,5 6,25 0,4
Eucalipto S 50 3,1 50 3,1

Os Oleos essenciais de canela, citronela e eucalipto globulus
apresentaram maior atividade antifangica (CIM de 12,5%, 6,25% e 12,5% de
respectivamente). O sinergismo do 0zénio sobre todos os 6leos essenciais foi
verificado, visto que a CIM e a CFM foram inferiores quando comparadas com
os Oleos in natura (Tabela 6).

A Tabela 7 evidencia as estatisticas descritivas da variagdo global da
carga microbiana do T. rubrum ao longo dos periodos avaliados de acordo com

0s 6leos essenciais e com o tratamento com ozonio.
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Tabela 7. Estatisticas descritivas da variagdo percentual (%) global da contagem
microbiana em relacdo aos 6leos avaliados.

Oleo essencial in natura Com ozonio Valor p?
n MédiazDP? Mediana n MédiatDP Mediana
Citronela 3 -99,90,00 -999 3 .999+0,00 -99,9 0,081
Canela 6 -77,1%255  -81,2 3 .999+0,00 -99,9 0,028
Cravo 6 -96,4+3,0 -96,5 3 -99,9+0,00 -99,9 0,028
Eucalipto G 6 -951+0,9 -952 3 .99,9+0,00  -99,9 0,026
Eucalipto S 6 -90,5x103  -90,6 3 .999+0,00  -99,9 0,028
Menta 3 -99,6+0,00 -99,6 3 -99,9+0,00 -99.9 0,081

L Valor p referente ao teste de Mann-Whitney a p<0,05. 2 DP: desvio padréo.

Os Oleos essenciais de citronela e de menta piperita in natura e
ozonizados apresentaram maior eficdcia no controle de T. rubrum (n=3), no
entanto ndo se verificaram diferencas estatisticas (p=0,081). Os resultados
obtidos para M. piperita se contrapdem aos observados por Nyegue et al. (2014),
os autores verificaram que Oleo essencial de Mentha piperita apresentou
escassa atividade antifungica nas cepas de Trichophyton, enquanto nenhuma
atividade foi exibida para Candida albicans.

Estudos realizados por Ibrahim e El-Salam (2015) com a finalidade de
avaliar a atividade antifungica de Mentha piperita frente a diferentes espécies de
dermatofitos verificaram acdo antidermatofitica do 6leo essencial, com CIM de
12,5. Estes autores afirmam que uso de produtos naturais como 6leos essenciais
derivados de plantas em patdégenos, em vez da quimioterapia convencional,
pode ser considerado um modo de seguranga ambiental no tratamento de
doencas.

Pesquisas tem demostrado diferengcas na composi¢cao quimica do 6leo
Mentha piperita. O 6leo empregado por Nyegue et al. (2014) foi piperitona
(67,5%), mentol (10,0%) e R-felandrene (5,8%). Estudos realizados Gandhi et al.
(2020), verificaram a presencga de mentol (37,4%), acetato de mentila (17,4%) e
mentona (12,7%) como os principais componentes, composi¢cao semelhante ao

utilizado na presente pesquisa que continha I-mentol (33%); Mentona (30%);
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Acetato de metila (4%); Eucaliptol (6%). As diferengas quimicas dos O6leos
essenciais podem influenciar na eficiéncia da atividade antimicrobiana.

Com relacéo aos 6leos essenciais de canela (Figura 32), cravo, eucalipto
glébulos e eucalipto staigeriana (Figura 33) ozonizados evidenciaram maior
eficacia (n=3), e revelaram a¢éo sinérgica do 0zénio com os dleos in natura. O
aumento da eficacia pode estar relacionado ao fato do gas ozénio reagir com as
duplas ligacBes dos acidos graxos presentes nos 0Oleos vegetais, formando
principalmente ozonideos (1,2,4-trioxolanos) e peréxidos como hidroperoxidos,
H-O., perdxidos poliméricos e outros peroxidos organicos (ZANARDI et al.,
2008).

A planta Cinnamomum cassia possui uma ampla difusdo de atividades
bioldgicas, validando seu uso na medicina tradicional. No entanto, Balijepalli et
al. (2017) salientam a necessidade de maiores informagdes sobre constituintes
ativos, doses, duragéo do tratamento, condicdes de armazenamento e controles
positivos para o exame de atividades bioldgicas, assim como 0s mecanismos
moleculares envolvidos na elicitacdo de atividades bioldégicas n&o foram
elucidados de forma abrangente.

O dleo de canela utilizado na presente pesquisa apresentou como
componente principal aldeido cin@mico (81%), em menor quantidade a cumarina
(3%); benzaldeido (3%); &lcool cindmico (3%); estireno (3%). Sing et al. (2020)
analisaram o constituintes do oleo essenciail de C. cassia, e verificaram que 0s
principais  constituintes foram aldeido cindmico (75.65%), (E)-o-
methoxycinnamaldehyde (6,08%), e apresentaram bom efeito antimicrobiano
nas cepas de bactérias Gram-positiva e Gram-negativas testadas.

Para ampliar os recursos disponiveis de C. cassia quanto a sua
capacidade antimicrobiana, Powers et al. (2018) analisaram as composic¢des de
Oleos essencias de casca fresca e seca e de folhas e verificaram que existem
similaridade nos componentes, sendo 0s principais aldeido cinamico (79.9%),
(E)-o-methoxycinnamaldehyde (12.0%). Os autores concluiram que o Oleo
essencial de C. cassia tem potencial antimicrobiano, com possibilidade de uso

para reduzir agentes patogénicos.
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Figura 32: Cultivo em agar Sabouraud-Dextrose de Trichophyton rubrum apds cinco minutos
de acdo do 6leo de canela ozonizado (A) e 6leo de canela in natura (B).

Figura 33: Cultivo em agar Sabouraud-Dextrose de Trichophyton rubrum apds cinco minutos
de acdo do 6leo de eucalipto stageiriana ozonizado (A) e 6leo de eucalipto stageiriana in natura

(B).

Os resultados a presentados na Tabela 7 indicam a presenca de
diferencas significativas na média da variacdo microbiana global em quatro 6leos
essenciais: canela (p=0,028), cravo-da-india (p=0,028), eucalipto globulus
(p=0,026) e eucalipto stageiriana (p=0,028). Nos Oleos de citronela e menta
piperita, o 0zonio apresentou efeito positivo na reducéo da carga microbiana,
porém este efeito ndo foi significativo (p>0,05).

Damjanovic-Vratnica et al. (2011) verificaram atividade antimicrobiana do
6leo essencial de eucalipto, especialmente contra as bactérias Streptococcus
pyogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii e
Klebsiella pneumoniae e o fungo Candida albicans.

A atividade antimibacteriana e antifingica do éleo essencial de eucalipto
pode estar associada a presenca de 1,8-cineol, linalol, pinocarveol e limoneno.
Outros componentes presentes em quantidades inferiores, tais como a-terpineol
e terpinen-4-ol, também podem contribuir para a actividade antimicrobiana do

6leo (VILJOEN et al., 2003). Os 6leos essenciais empregados nesta pesquisa
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apresentaram (Tabelal) como componentes principais 1,8 Cineol (80%);
Limonene (9%); Alpha pinene (9%). Provavelmente o 1,8 cineol presente em
maior quantidade agiu como agente antifingico contra Trichophyton rubrum. Os
Oleos de eucalipto globulus e eucalipto stigeriana quando ozonizados
expressaram aumento na atividade antifingica, evidenciando sinergismo do
0z0nio sobre estes 6leos (Figuras 36 e 37).

As Figuras 34, 35, 36 e 37 evidenciam o comportamento das variacdes
percentuais da contagem Trichophyton rubrum dos 6leos essenciais de canela,
cravo-da-india, eucalipto globulus e eucalipto staigeriana nos diferentes periodos
de exposicao aos 6leos. Em todas as figuras, as medianas dos tratamentos com
Oleos in natura apresentam menores variagdes negativas evidenciando que a
acdo do ozonio é efetiva em todos os casos observados, ou seja, diminuindo a

carga microbiana.

Variacdo da carga microbiana
<}
©

Canela com ozbnio Canela sem ozbénio

Figura 34: Variagdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de canela in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.
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Figura 35: Variacdo percentual media da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos o6leos
de cravo-da-India in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.
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Figura 36: Variagcdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de eucalipto glouolus in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se & média e pontos pretos & mediana.
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Figura 37: Variagcdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de eucalipto staigeriana in natura e ozonizado.

Nota: Pontos azuis referem-se a média e pontos pretos a mediana.

As Figuras 38 a 43 revelam o comportamento da variacdo da carga
microbiana média do T. rubrum em relacdo aos 6leos essenciais ozonizados e
in natura avaliados. Observou-se que os 6leos de citronela ozonizado e in natura
foram capazes de inibir o crescimento do fungo no intervalo de 5 a 10 minutos

indicando potencial antifiungico elevado em relacdo a Trichophyton rubrum.
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Figura 38: Variagdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de citronela in natura e ozonizado.
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Em relag&o aos 6leos de canela e cravo-da-india ozonizado (Figuras 39 e 40)
verificou-se que no intervalo de tempo de 5 a 10 minutos houve inibicio da carga
microbiana em 100% no 6leo de canela ozonizado, enquanto que, no mesmo
periodo de exposicao de T. rubrum o éleo in natura houve a reducgéao foi 50%. O
6leo de cravo reduziu no primeiro intervalo de tempo 99% e no mesmo periodo
o0 6leo in natura reduziu 94%. Sendo entao, ambos os 6leos capaz de anular por

completo a carga microbiana no intervalo de 10 a 20 minutos.
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Figura 39: Variagcdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de canela in natura e ozonizado.
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Figura 40: Variacdo percentual media da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos o6leos
de cravo-da-India in natura e ozonizado.
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Os dleos essenciais de eucalipto globulus e eucalipto staigeriana in natura
apresentaram reducéo de 100% da carga microbiana no intervalo de 10 a 20
minutos (Figura 40 e 41), enquanto os 0leos ozonizados foram capazes de

reduzir 100% de T. rubrum nos primeiros minutos de exposi¢éo (0 a 5 minutos).
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Figura 41: Variagcdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos 6leos
de eucalipto globulus in natura e ozonizado.
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Figura 42: Variagdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de eucalipto staigeriana in natura e ozonizado.

Os resultados obtidos em relagéo exposicao de Trichophyton rubrum ao

Oleo essencial de menta piperita ozonizado e in natura evidenciaram que no
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intervalo de 5 a 10 minutos houve reducao de 100% das células fungicas (Figura
43).
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Figura 43: Variagdo percentual média da contagem de Trichophyton rubrum exposto aos éleos
de menta piperita in natura e ozonizado.

Segundo Boukhraz et al. (2016), o efeito de um agente antimicrobiano
também pode ser expresso como a taxa de morte para uma determinada
concentracdo do agente sob condi¢cdes controladas (cinética bactericida ou
fungicida dos Oleos essenciais). Esta taxa € determinada pela medi¢do do
ndmero de microrganismos vidveis em intervalos de tempo diferentes. A
representacao gréafica resultante é conhecida como “curva de morte”. O qual foi
possivel determinar aa presente pesquisa.

Pelos resultados obtidos por meio da cinética fungicida dos Oleos
essenciais in natura e ozonizados, utilizados nesta pesquisa, foi possivel afirmar
que todos os 6leos avaliados foram eficazes no controle de Trichophyton rubrum.
Entretanto, todos os 6leos essenciais ozonizados se destacaram, mostrando
elevada eficiéncia no combate ao T. rubrum, pois a contagem microbiana foi nula

aos 10 minutos de tratamento.
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5.4 Comparagdao geral entre os fungos

A Tabela 8 evidencia as estatisticas descritivas da variagdo microbiana nos
tempos avaliados de cada um dos micro-organismos, de acordo com os 6leos
essenciais in natura e os 6leos essenciais ozonizados. A ideia central desta
andlise é verificar qual dos fungos apresentou maior sensibilidade ao tratamento.

Os resultados das CFM, para maioria dos 6leos, evidenciaram que o efeito

do ozénio é significativo.
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Tabela 8. Médias da variacdo microbiana dos fungos avaliados no estudo de acordo com os Gleos essenciais e 0 uso de ozénio.

3 ) Spothrix schenckii T. mentagrophytes T. rubrum
Oleo essencial? Tratamento : : : : : : Valor p?
MédiatDP? Mediana MédiatDP Mediana MeédiatDP Mediana
ci | Com ozb6nio  -99,9+0,0 -99,9 a -99,7+0,0 -99,7b -99,9+0,0 -99,9 a 0,024
itronela
Sem ozénio  -99,9+0,00 -99,9 a -87,2+£13,7 -89,3 b -99,9+0,0 -99,9 a 0,009
Canel Com ozb6nio -67,0+36,1 -67,8b -98,3+0,00 -98,3 a -99,9+0,0 -99,9 a 0,044
anela
Sem ozénio  -55,8+48,5 -59,0 49,9+54,6 -49,9 -77,1£25,5 -81,2 0,149
c Com ozb6nio  -99,9+0,00 -99,9 -99,7+0,00 -99,7 -99,9+0,00 -99,9 0,055
ravo
Sem ozénio  -45,5+30,9 -46,4 b -82,9+17,8 -82,9ab 96,4+3,0 -96,5 a 0,009
_ Com ozb6nio  -99,9+0,00 -99,9 a -72,3+£18,1 -79,6 b -99,9+0,00 -99,9 a 0,003
Eucalipto G _
Sem ozbnio  -99,0+0,7 -99,1a -68,2+19,1 -69,6 b -95,1+0,9 -95,2 a <0,001
Eucalinto S Com ozb6nio -37,3+43,1 -22,7b -67,2¢25,0 -69,1ab  -99,9+0,00 -99,9 a 0,008
ucalipto
P Sem ozénio -21,8+40,4 00b -60,7£29,2  -66,6 ab  -90,6+10,3 -90,6 a 0,002
Ment Com oz6nio -66,1+32,2 -71,2b -37,8+65,2 -526 b 99,9+0,00 -99,9 a 0,019
enta
Sem ozénio  -66,2+30,2 -80,0ab  -41,6+42,9 -33,3b -99,6+0,00 -99,6 a 0,008

Lvalor p referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. ?Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo
teste de comparagdo multipla de Dunn a p<0,05.



74

Todas as comparacdes entre os fungos apresentaram diferengas significativas
(p<0,05), exceto para o 6leo de canela sem oz6nio (P=0,149) e para o 6leo de cravo
com ozénio (p=0,055). Para o 6leo de citronela, eucalipto globulus e menta piperita,
independentemente do tratamento de ozonizacdo, o fungo T. mentagrophytes
apresentou-se como sendo mais resistente, ja que a queda da variagdo da contagem
microbiana foi significativamente inferior a queda da varia¢éo da contagem microbiana
dos demais fungos.

O fungo Spothrix schenckii apresentou maior resisténcia aos 6leos de canela,
cravo-da-india e eucalipto staigeriana, evidenciando queda de variagio da contagem
microbiana significativamente inferior & dos demais fungos avaliados.

De uma forma geral, o fungo T. rubrum foi 0 que apresentou menor resisténcia
aos tratamentos, evidenciando quedas expressivas na contagem microbiana nos
primeiros momentos de exposicao ao tratamento (até 20 min). Este fungo apresentou
maior resisténcia ao 6leo de canela ndo ozonizado, resultando em uma variagcdo
negativa (queda) em torno de 77%.

Os o6leos essenciais tém se mostrado agentes antimicrobianos extremamente
eficazes em comparacdo aos antibidticos e antifungicos. Além disso, a sua
combinacdo com drogas sintéticas e outros compostos melhora sua eficécia, pela
acao sinergica. Assim, os 0leos essenciais podem ser estabelecidos como uma
alternativa aos agentes antimicrobianos sintéticos para erradicar a forma resistente de
microrganismos infecciosos. Estes 6leos podem interagir com varios locais alvo, como
a destruicdo da membrana citoplasmética ou inibicdo da sintese de proteinas e de
esporos fungicos entre outros (MITTAL et al., 2019).

O tratamento de 6leos vegetais com ozénio leva a criagdo de um reservatério
de ozo6nio que é liberado lentamente na pele, gragas ao fato de que o 0z6nio pode ser
mantido como ozonideo de &cidos graxos insaturados. O interesse no uso de 6leos
ozonizados, fez com que esses copostos fossem comercializados como agentes
cosméticos, farmacéuticos e produtos inovadores com atividade antibacteriana
(UGAZIO et al., 2020).

Atualmente, hd muito interesse clinico e cientifico em encontrar, entre 0s
produtos naturais, ingredientes ativos adicionais como fontes que possam ajudar a
desenvolver novos medicamentos baseados na natureza, e auxiliar os medicamentos

convencionais e fitoterdpicos, atualmente disponiveis, para o tratamento de doencas



75

humanas. Os novos medicamentos fitoterapicos s6 serdo aceitos pelos consumidores
e agéncias regulatéria, se a eficacia para certas doengas bem definidas tiver sido
estabelecida por meio de ensaios clinicos randomizados e, se efeitos adversos graves
nao tiverem sido observados, fornecendo assim um perfil favoravel de beneficios
sobre os riscos (TESCHKE e XUAN, 2020).
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesta pesquisa tratam-se de resultados de um experimento in vitro,
no qual, demonstraram de forma geral, que os 6leos essenciais in hatura e ozonizados
apresentaram atividade antifingica contra Sprothrix schenckii, Trichophyton

mentagrophytes e Trichophyton rubrum.

Com relagdo ao fungo Sporothrix os 6leos de cravo e eucalipto globulus
ozonizados foram os mais eficazes, mostrando-se capaz de agir em sinergismo e
anulando o microrganismo nos primeiros intervalos de exposi¢cdo. J4 o 6leo de
citronela foi o mais ativo in natura e os 6leos de eucalipto staigeriana e menta foram

menos efetivos, levando mais tempo para reduzir o Sporothrix.

Frente ao Trichophyton mentagrophytes a citronela, canela e o cravo
ozonizados se mostraram capazes de anular o microrganismo em um tempo curto de
exposicdo (5-10 minutos), mostrando-se mais eficientes. Os Oleos de eucalipto
staigeriana, eucalipto globulus e menta se revelaram menos potentes sendo

necessario periodos maiores para anular o Trichophyton mentagrophytes.

Quanto ao Trichophyton rubrum os 6leos de canela, cravo e os dois 6leos de
eucalipto (globulus e staigeriana) ozonizados foram mais eficiente na reducdo do
microrganismo, evidenciando o efeito sinérgico. Ja a citronela e a menta foram

eficazes in natura.

Pode-se verificar que o tratamento com 0zonio produziu, para a maioria dos
Oleos, um efeito sinérgico potencializando assim sua agao antifingica com relacdo
aos microrganismos estudados, evidenciando que o tratamento de Oleos essencias

com 0zdnio é promissor.

Desta forma, fica evidente a possibilidade do uso dos 6leos essenciais “in
nautura” e ozonizados na terapéutica antifingica contra infec¢cbes causadas por

Sprothrix schenckii, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum.
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