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RESUMO

Candida spp, € um patégeno associado a saude, causa infec¢des superficiais ou
invasivas com alta taxa de mortalidade. A patogenicidade é atribuida aos fatores de
viruléncia como adeséo, proteinases, fosfolipases e hemolisinas. O surgimento de
cepas resistentes aos tratamentos convencionais evidencia a necessidade da
obtencéo de farmacos de alta eficacia e que ndo gerem resisténcia microbiana, entre
0S quais, 0s 0leos vegetais ozonizados tém ganhado destaque por sua ampla gama
de efeito antimicrobiano, sao eficazes nas terapéuticas antifungicas, antibacterianas
e antivirais. Neste contexto, objetivou-se nesta pesquisa avaliar a eficacia de éleos
vegetais ozonizados e in natura na inativacdo in vitro de Candida albicans ATCC
25923 e Candida tropicalis ATCC 4563. Para analisar a atividade antifungica foram
utilizados 6leos vegetais de coco, de dendé, girassol, de oliva e de pequi, todos na
forma in natura e ozonizados em concentragdes que variaram de 0,32% a 100%. Foi
determinada a concentracéo inibitéria minima pelo método de microdiluicdo em placa.
Posteriormente, verificou-se a concentracdo fungicida minima e a cinética fungicida
dos dleos. Os resultados evidenciaram que os 6leos vegetais de girassol, coco, dendég,
pequi e oliva in natura e ozonizados inativaram Candida tropicalis e Candida albicans,
no entanto, os 6leos in natura de dendé, girassol e coco apresentaram concentracées
inibitorias e fungicidas minimas superiores aos 6leos ozonizados, enquanto os de oliva
e de pequi ndo apresentaram diferencas. Em relacédo a capacidade de redugao das
unidades formadoras de colénias em funcédo do tempo verificou-se que os dleos de
oliva e de pequi ozonizados e in natura foram mais eficazes. Pelos resultados os 6leos
vegetais apontaram a possibilidade de utilizagcdo na terapéutica de espécies de
Candida.

Palavras-chave: Candida spp, antifungicos, plantas medicinais, oz6nio, sinergismo.



Abstract

Candida spp, is a pathogen associated with health, causes superficial or invasive
infections with a high mortality rate. The pathogenicity is attributed to virulence factors
such as adhesion, proteinases, phospholipases, and hemolysins. The emergence of
strains resistant to conventional treatments, highlights the need to obtain highly
effective drugs that do not generate microbial resistance, among which, ozonized
vegetable oils have gained prominence for their wide range of antimicrobial effect, are
effective in antifungal therapies, antibacterial and antiviral. In this context, the objective
of this research was to evaluate the effectiveness of ozonated and in natura vegetable
oils in the in vitro inactivation of Candida albicans ATCC 25923 and Candida tropicalis
ATCC 4563. To analyze the antifungal activity, vegetable oils of coconut, palm oil,
sunflower, olive and pequi, all fresh and ozonized in concentrations ranging from
0.32% to 100%. The minimum inhibitory concentration was determined by the plate
microdilution method, and then the minimum fungicidal concentration and the
fungicidal kinetics of the oils were verified. The results showed that the vegetable oils
of sunflower, coconut, palm oil, pequi and olive, in natura and ozonized, inactivated
Candida tropicalis and C. albicans, however the in natura oils of palm, sunflower and
coconut presented minimum inhibitory and fungicidal concentrations higher than those
of ozonized oils, while those of olive and pequi did not show differences. Regarding
the ability to reduce colony-forming units as a function of time, it was found that olive
and pequi oils, ozonated and in natura, were more effective. Based on the results, the

vegetable oils indicate the possibility of using them in the therapy of Candida spp.

Keywords: Candida spp, antifungals, medicinal plants, ozone, synergism
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1. INTRODUCAO

InfecgBes fungicas por espécies de Candida (Candida spp), tem sido descritas
como uma ameaca a saude global. O género Candida é tipicamente um patégeno
associado a saude. Causa infec¢des superficiais ou invasivas com alta taxa de
morbidade e mortalidade, especialmente nos individuos com doencas cronicas de
base ou imunossupressao (JEFFERY-SMITH, 2018).

O género Candida € constituido de aproximadamente 200 espécies de
leveduras, no entanto as de interesse clinico sdo; Candida albicans, guilliermondii,
kefyr, krusei, tropicalis, parapsilosis, viswanathii e glabrata. Sendo a espécie albicans
responsavel pela maioria das infeccdes (ALVARES;SVIDZINSKI;CONSOLARO,
2007; SARDI et al. 2013).

Em condi¢des normais as leveduras sdo comensais, predominantemente nos
tratos gastrintestinal, geniturinario, pele e mucosa de individuos saudaveis. Todavia o
desequilibrio da flora normal, ruptura das barreiras do epitélio ou disfuncdo do sistema
imunoldgico favorecem a transi¢cdo de Candida spp de um comensal a um patégeno
(ALVARES;SVIDZINSKI;CONSOLARO, 2007; SARDI et al. 2013).

Embora a maioria das infeccbes sejam prevalentes por Candida albicans,
espécies de Candida néo albicans (NACSs), resistentes tem sido isolada de infec¢des
em varios paises nas Ultimas décadas. Dentre as quais Candida tropicalis é descrita
como a segunda espécie mais virulenta. Além disso Isolados de Candida tropicalis
em infeccbes graves apresentaram resisténcia aos medicamentos antifungicos
atualmente disponiveis, como o0s derivados azoles, anfotericina B e
equinocacandinas, o que é um grave problema na terapéutica, jA que varios fatores
estdo envolvidos no desenvolvimento da resisténcia antifungica, incluindo o uso
indiscriminado de antifingicos no tratamento de infeccbes nosocomiais (CHOI et al.
2016; SENEVIRATNE et al. 2016).

Os fatores de risco para infecgdes por Candida tropicalis séo semelhantes aos
de outras espécies de Candida. Isso ndo é surpreendente, visto que muitas espécies
de Candida sdo patdgenos oportunistas e estdo principalmente associadas a
pacientes em estado critico e imunocomprometidos, tais como, idade avancada,

diabetes mellitus, cirurgia recente, a presenca de um dispositivo médico permanente
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(por exemplo, cateter venoso central), o uso de hemodidlise, um estado neutropénico,
doenca renal crénica ou o uso de antibioticos e / ou antifiangicos de amplo espectro
(RUIZ-GAITAN et al. 2018; TIAN et al. 2018, WANG et al. 2018).

A patogenicidade de Candida spp € atribuida as caracteristicas de viruléncia,
como capacidade de aderéncia, morfogénese, producdo de biofilme e enzimas
hidroliticas (AHMAD, MOLEPO, PATEL, 2016). A compreensdo desses fatores e
atividades que contribuem para a viruléncia em diferentes espécies de Candida é
crucial para o desenvolvimento de novas drogas antifangicas (LARKIN et al. 2017,
WANG et al. 2018).

Uma vez que o desenvolvimento de novos antifingicos é restrito pelo nimero
limitado de alvos seletivos em fungos (LARKIN et al. 2017; HILLIER et al. 2021).
Portanto, o conhecimento desses fatores de viruléncia em Candida spp que foi
relatado como resistente a drogas antifingicas, ajudara a encontrar novos alvos de
drogas antifungicas e a desenvolver agentes antifiungicos mais eficazes para melhores
regimes terapéuticos.

Nesse contexto destacam-se 0s produtos de origem natural, como o0 gas 0zonio
e as plantas medicinais, utilizadas nas formas de tinturas, extratos, chas, infusdes e
6leos vegetais (MARTINEZ-SANCHEZ, 2021; BRASIL, 2006).

O gas ozbnio (O3), tem sido alvo de estudos em diversos paises, sua adi¢do
em produtos como, Oleos extraidos de plantas oleaginosas tem se mostrado
alternativa promissora para uso dermatoldgico, jA que o0s 6leos vegetais possuem
capacidade de armazenamento do principio ativo por mais tempo, possui atividade
biocida, contra bactérias, virus e fungos, além de propriedades cicatrizantes
(BELTRAN et al. 2021; CARSOSO et al. 2021).

No Brasil 0 uso do Os nos tratamentos de saude € descrito como pratica segura,
associado a resultados positivos, de baixo custo e baixa complexidade (BRASIL,
2018). Além disso, a busca por alternativas terapéuticas a partir de fontes naturais,
tém se tornado uma prioridade médica indispensavel para manter o controle de

patogenos resistentes.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a eficacia de 6leos vegetais ozonizados e in natura na inativacao in vitro de
Candida albicans ATCC 25923 e Candida tropicalis ATCC 4563.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Avaliar a atividade antifungica dos seguintes Oleos vegetais in natura e
ozonizados: Oleo de Coco; Oleo de Dendé; Oleo de Girassol; Oleo de Oliva;
Oleo de Pequi, sobre isolados de Candida albicans ATCC 25923 e Candida
tropicalis ATCC 4563;

Definir a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM);

Definir o tempo de sobrevivéncia das espécies de Candida quando expostas
aos diferentes oOleos;

Verificar presenca de sinergismo do gas ozénio com os 6leos vegetais in
natura;

Avaliar possiveis diferencas de acuracia nos resultados encontrados atravées

das metodologias de microdiluicdo em placa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANDIDA SPP, E CANDIDIASE

O género Candida é classificado taxonomicamente no Reino Fungi, Divisdo
Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem
Saccharomycetales, Familia Sacchamycetaceae (HOOG et al. 2011). Pode ser
encontrada no solo, 4gua, na microbiota de homens e animais, em ambientes
hospitalares e nas superficies de objetos e alimentos (EGGIMAN et al. 2003;
PASQUALOTTO, 2004).

E composto por aproximadamente 200 espécies, entre elas as de interesse
clinico sdo: Candida albicans, guilliermondii, kefyr, krusei, tropicalis, parapsilosis,
viswanathii e glabrata. (KHAN et al. 2010; WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Entre as quais
Candida albicans é prevalente na maioria das infeccbes, no entanto infeccbes por
NACs, estdo emergindo significativamente nas uUltimas décadas, o que representa
grandes desafios para os servicos de satde (DE ALBUQUERQUE MARANHAO et al.
2019).

Candida spp € comensal na microbiota da maioria dos individuos saudaveis,
pode ser encontrada em varios sitios anatébmicos, como, nos tratos gastrintestinal,
trato geniturinario, na pele e mucosas. Todavia um desequilibrio no sistema
imunolégico pode favorecer o surgimento de infecges, denominadas candidiase ou
candidose (D’ECA JUNIOR, 2010; HUANG, 2012;).

Infeccbes leves apresentam lesbes de pele ou mucosas e atinge
frequentemente espacos interdigitais, mamas, virilhas, unhas e mucosas oral ou
vaginal (LOPEZ et al. 2005; LOCKHART et al. 2017). Nos casos graves atinge a
corrente sanguinea e 6rgdos internos como pulmao, rim, baco figado e coracéao,
podendo evoluir para sepse e meningites (PEIXOTO et al, 2014;: MACALUPU, 2018).

3.1.1 Epidemiologia

Infecc¢des fungicas por Candida spp sdo descritas como um grave problema de
saude publica nas regifes subdesenvolvidas e paises desenvolvidos, uma vez que
representam 80% dos registros de infec¢cdes em hospitais, sobretudo nas Unidades

de Terapia Intensiva (UTIs). O que ndo € surpreendente visto que 0 progresso e
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avancos nos tratamentos meédicos para doencas graves, aumentam a sobrevida dos
pacientes, porém, resultam em nichos ecolégicos de microrganismos produtores de
biofilmes e as complicacdes infecciosas (RUIZ-GAITAN et al. 2018; TIAN et al. 2018,
WANG et al. 2018).

A ocorréncia dessas infeccdes acarretam maior tempo de internacdo e aumento
dos custos hospitalares, além de elevados indices de morbidade e mortalidade
(MENEZES et al. 2011; ALVES, 2017).

Embora a espécie albicans, seja prevalente, as infec¢cdes por NACs tem se
tornado frequente. Nesse contexto Candida tropicalis € amplamente considerada a
segunda ou terceira espécies mais virulenta de Candida spp, com forte produtor de
biofilme, produz vérios fatores de viruléncia, incluindo adeséo a células epiteliais e
endoteliais, secrecdo de enzimas liticas, como proteinases, fosfolipases e
hemolisinas, transicdo de botdo para hifas e o fenbmeno comutacdo fenotipica
(NUCCI, COLOMBO, 2007; ALVARES, 2007; CORNELY et al.; WANG et al. 2015).

Rodrigues (2020) realizou um estudo no Brasil com 22 hospitais publicos, no
Estado de S&o Paulo, onde foram obtidas 144 cepas de candidemia, dentre as quais
Candida albicans, esteve presente em todos os hospitais, representando a segunda
espécie mais frequente com 42 (29,1%), enquanto Candida tropicalis em terceiro lugar
foi isolado em 21 (14,6%) dos casos totais durante os anos de 2017 e 2018
evidenciando a prevaléncia de Candida spp dentre as infec¢bes fungicas.

Nos Estados Unidos, Hillier et al. (2021) realizaram uma pesquisa com 303
mulheres de idade entre 18 e 45 anos, diagnosticadas com vaginite, em 8 clinicas de
atendimento comunitario, e pelos resultados obtidos verificaram que o nivel de
concordancia entre exame laboratorial de cultura e NAAT (Nucleic Acid Amplification
Test) foi de 90% para o grupo de Candida spp, as espécies identificadas foram
albicans, tropicalis, parapsilosis, dubliniensis.

De Albuquergue Maranhao et al. (2019), em sua pesquisa aponta Candida spp,
como a causa mais comum de infec¢ao ginecologica em mulheres, Candida albicans
representa 60%, enquanto as infec¢coes por NACs apontam 25% dos casos.
Crastechini, et al. (2018), em estudo in vivo com 493 pacientes, portadores de

estomatite proteica, identificaram Candida albicans em 96% dos isolados clinicos.
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3.1.2 Morfogénese

As espécies do género Candida apresentam variacdes e divergéncias
gendmicas e fenotipicas entre si, tais como, morfologia, tamanho celular, requisitos
de crescimento, composicao da parede celular e distribuicdo dos fatores de viruléncia.
Sao predominantemente leveduriformes, a maioria das espécies deste género sao
dimorficas, ou seja, crescem na forma de leveduras e pseudo-hifas. No entanto
Candida albicans e Candida tropicalis sdo considerados fungos polimorficos visto que
possuem a capacidade de formar leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras (D’ECA,
2010; BALLAL et al. 2008).

A transicdo morfologica entre leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras é
regulada por fatores considerados externos e internos. Os fatores externos referem-
se as condi¢bes enfrentadas pelo fungo durante os ciclos de vida no organismo do
hospedeiro, tais como, a elevagao da temperatura corpérea (37°C), alteracbes do pH,
soro humano, baixos niveis de oxigénio, altos niveis COz2, deficiéncia nutricional, entre
outros. Os fatores internos séo relacionados as alteracfes genéticas e epigenéticas,
como a via de transducao de sinais e fatores de transcricdo, que desempenham
importante papel na regulacdo da morfogénese de Candida spp (CORNELY et al.
2015; MENEZES; CUNHA;CUNHA, 2011).

As formas leveduriformes possuem tamanhos variaveis, entre 2 e 11um de
didametro e consistem em células simples, de formato redondo ou ovais
(Blastoconidios). Em cultivo apresentam col6nias de coloracdo branca a creme de
aspecto pastoso, com superficie lisa ou rugosa. Replicam-se tanto na presenca de
oxigénio quanto em anaerobiose, normalmente de forma assexuada e por brotamento
(THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011; WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

As pseudo-hifas crescem a partir do brotamento, na fase de transicéo entre a
levedura e o micélio, onde os brotos formados permanecem ligados uns aos outros,
dando origem ao tubo germinativo, ou processo de filamentacdo, nesta fase nao
ocorre a formacao de septos. As hifas verdadeiras crescem a partir dos filamentos
denominados tubos germinativos, que forma estruturas alongadas, interligadas, com
lados paralelos, larguras uniformes e septos, apresentadas na figura 1 (THOMPSON,;
CARLISLE; KADOSH, 2011; TIRABOSCHI et al. 2017).
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Figura 1 - Principais morfologias de patdgenos fungicos humanos A, B e C -
Imagens de células de Candida albicans visualizada por microscopia de contraste de

fase e esquema representativo de cada morfologia.

A B C
r
E / ¢
LT = J /
Leveduras Pseudohifas Hifas

Fonte: Thompson; Carlisle; Kadosh (2011).

As alteracdes fenotipicas e morfolégicas de Candida spp contempla os
principais mecanismo de agresséao e invasao tecidual, visto que facilita a aderéncia ao
substrato e favorece a formacao do biofiime (ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA;CHAVES,
2017).

3.1.3 Fisiopatogenia

As leveduras de Candida spp habitam na microbiota humana, em diversos
sitios anatdbmicos sem causar nenhum efeito prejudicial a saude. Todavia alguns
fatores podem facilitar a transicdo do fungo de comensal a um patégeno, como, o
desequilibrio da microbiota normal, ruptura das barreiras do epitélio de pele ou
mucosas, aumento da populacao fungica por uso de antimicrobiano ou disfungéo do
sistema imunolégico (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; HUANG, 2012).

As infecc¢des por Candida spp podem ocorrer pelas vias endégena ou exogena.
A via enddgena é considerada o principal mecanismo de transmissao, sendo a
mucosa gastrointestinal, provavelmente, a via mais comum deste tipo de infec¢cdo. O
risco de infec¢do por esta via € excepcionalmente elevado em pacientes submetidos

a cirurgia abdominal recente ou com outros eventos gastrointestinais como perfuracao
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gastroduodenal, fistula, ou pancreatite aguda necrosante (COLOMBO, 2007; D’ECA
JUNIOR et al. 2011; MENEZES et al. 2013).

A infeccdo pela via exdgena ocorre principalmente por infecgdo cruzada, ou
seja, quando é transmitida por meio das méaos de profissionais da saude durante o
cuidado, e/ou formacédo de biofilme em dispositivos médicos internos. Visto que as
leveduras podem estar presentes em superficies inanimadas Umidas ou secas, além
de dispositivos e materiais médico-hospitalares, como os diferentes tipos cateter ou
solucdes intravenosas que estejam contaminadas (COLOMBO, 2007; MENEZES et
al. 2013; D’ECA JUNIOR).

3.1.4 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia em Candida, envolve a capacidade de aderéncia a
células e tecidos, morfogénese, variabilidade fenotipica, producéo de biofilme sobre
células e superficies inanimadas, pleomorfismo, capacidade de expressao de enzimas
extracelulares, fosfolipases e proteinases, que invadem e degradam os tecidos do
hospedeiro levando a candidiase (AHMAD, MOLEPO, PATEL, 2016).

Na patogenicidade, acredita-se que haja uma acao sinérgica entre os fatores
de viruléncia de Candida spp e os fatores de risco do hospedeiro, onde, os varios
mecanismos de agressdo do patdgeno, associados a debilidade na resposta
imunolégica do hospedeiro atuam no desenvolvimento de candidiase (TAMURA et al.
2007; SARDI et al. 2013; SARIGUZEL et al. 2015).

3.1. 5 Capacidade de adesao

A capacidade de adesdo € o primeiro fator de viruléncia no processo de
infeccéo por Candida spp. Esse processo consiste na fixagao e penetragao do fungo
na célula do hospedeiro, ou em superficies inanimadas. A adesédo é condicionada por
fatores biologicos e néao bioldgicos (SILVA et al. 2012; SARDI et al. 2013).

Os fatores ndo bioldgicos compreendem as interagfes quimicas que ocorrem

entre as macromoléculas, como, interacdes hidrofobicas, eletrostaticas e pontes de
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hidrogénio. Nos fatores bioldgicos, a adesdo € mediada por proteinas chamadas de
adesinas, presentes na parede celular fungica que se ligam especificamente a
moléculas que estdo na superficie das células epiteliais do hospedeiro tais como
lipideos, polissacarideos, glicoproteinas ou a componentes da matriz extracelular
como fibrina, fibronectina, laminina e colageno (SARDI et al. 2013; DA ROCHA et al.
2021).

Apés a levedura aderir & superficie, ocorre a proliferacdo de novos micro-
organismos que resulta na formacdo de comunidades ou colonias caracterizando,
assim, a estrutura conhecida como biofilme (KHAN et al. 2010; NOBILE et al. 2008).

3.1. 6 Enzimas Hidroliticas

As leveduras sao capazes de secretar enzimas hidroliticas, que destroem as
membranas celulares dos tecidos e facilita a colonizacdo e o processo da infeccao.
As enzimas sao, aspartil proteinases (Saps), fosfolipases, lipases e hemolisinas. Em
Candida albicans e Candida tropicalis as enzimas de maior relevancia sdo as
proteinases, fosfolipases e hemolisinas (KUMAR, KUMAR, MENON, 2006;
OMBRELA, RACCA, RAMOS, 2008).

As Saps, hidrolisam ligacdes peptidicas das proteinas, como o colageno,
gueratina e mucina presentes na superficie das mucosas, bem como componentes do
sistema imunoldgico (citocinas, anticorpos e complemento), o que facilita a invasao
dos tecidos do hospedeiro (MENEZES et al. 2013; SANTOS, 2018).

A atividade proteolitica em Candida albicans é atribuida a uma familia de
genes SAP de pelo menos dez membros, oito dos quais codificam proteinases que
sao secretadas ligadas ao espaco extracelular Sap1-8, enquanto Sap9 e Sapl0 séo
proteinas de membrana. Essas enzimas séo ativas em pH acido, sendo evidentes as
diferencas entre as faixas de pH e atividade ideal para cada enzima (KUMAR,
KUMAR, MENON, 2006).

As enzimas fosfolipases degradam os fosfolipideos presentes na membrana
plasmatica das células do hospedeiro e facilitam a penetracdo na fase hifa. De acordo

com a literatura a principal atividade fosfolipase € devido a expressao do gene PLB1,



27

regulada por fatores nutricionais, ambiental como temperatura e pH, e fase de
crescimento da levedura (OMBRELA, RACCA, RAMOS, 2008).

O género Candida tem a capacidade de secretar substancias hemoliticas
denominadas hemolisinas, que promovem a destruicdo das hemacias, apdés a
destruicdo dos eritrocitos ocorre a liberacdo do ferro (essencial ao seu
desenvolvimento) e captacao pelas leveduras (MAUBON et al. 2014; PASTOR
GARCIA, 2020).

3.1.7 Biofilme

O biofilme é caracterizado pela integracéo e formacgéo de comunidades, mono
ou multiespécies de microrganismo aderidas a um substrato e células planctonicas
gue se movimentam no interior do biofilme (figura 2), onde existem diferenciados
fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética (RUTHERFORD; BASSLER,
2012; SARDI, 2013; SHIESARI JUNIOR, et al. 2015).

Dessa forma o biofilme caracteriza uma comunidade altamente diferenciada.
Essa estrutura multicelular e complexa é envolvida por uma matriz de polimeros
extracelulares o (Extracellular Polymeric Substances — EPS), produzida pelo préprio
biofilme, essa membrana age como barreira fisica protegendo o biofilme da acdo do
sistema imunolégico do hospedeiro e impedindo que antimicrobianos ou desinfetantes
cheguem a seus sitios de ac¢édo (SARDI, 2013; SHIESARI JUNIOR, et al. 2015).

Assim a vida no biofilme garante iniUmeras vantagens no processo patolégico.
J& que permitem a coexisténcia de organismos aerobios e anaeroébios, interligados
por meio de microcanais internos (quérum sensing-QS), que fazem a comunicacao
entre as ceélulas, além da distribuicéo de agua, nutrientes e metabdlitos e aquisicao de
novas caracteristicas genéticas pelos microrganismos integrantes (figura 2). Portanto
a ocorréncia de biofilmes em superficies vivas ou inanimadas € um fator importante
para o desenvolvimento de infec¢des clinicas (RUTHERFORD; BASSLER, 2012; DA
SILVA TRENTIN, 2013).
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Figura 2 - Esquema representativo dos estagios de formacao de biofilme de

Candida albicans.
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Chandra et al. (2001) e Mukherjee et al. (2005), descreveram a formacédo do
biofiilme de Candida albicans, em trés etapas; adesao inicial (1 a 11 h), fase
intermediaria (12 a 30 h) e fase de maturacéo (38 a 72 h):

v Fase Inicial/Primaria (1-11 h): as células de Candida albicans apresentam-se
como blastoporos (forma de leveduras), aderidas ao substrato, brotamento de
novas leveduras, seguido de agregacdo e formacdo de microcolénias. Os
microrganismos passam de seu estilo vida plancténico ao séssil. Nessa fase 0
biofilme pode ser reversivel;

v' Fase Intermediaria (12-30 h): O biofilme se torna irreversivel, observa-se o
desenvolvimento da EPS cobrindo as microcol6nias, formagéo de microcanais
de comunicagdo no interior da matriz, a proliferacéo de células e microcol6nias,
0S mecanismos de comunicacéao intracelulares promovem uma mudanca de
crescimento do tipo leveduriforme para hifas e/ou pseudo-hifas, na arquitetura
do biofilme envolvidos pela matriz de polissacarideo;

v' Fase de Maturacao (38-72 h): presenca da EPS, e crescimento tridimensional
do biofilme. Nesta fase o biofiime é composto por células diferenciadas em
pseudo-hifas, hifas verdadeiras e leveduras, o rompimento da EPS e
deslocamento de células principalmente na forma de leveduras pode entao
formar um novo biofilme em outro sitio (MUKHERJEE et al, 2005; CHANDRA
et al. 2001).
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A formacao de biofilme em materiais bioldgicos e nédo biologicos, constituem
fontes de infeccao, principalmente nos ambientes hospitalares. Essas infec¢des estao
relacionadas a instalacdo ou manipulacéo de dispositivos médicos internos (IMD), em
procedimentos invasivos. Ocorrem frequentemente nos tratos urinario, respiratorio e
infeccdo da corrente sanguinea (MUKHERJEE et al. 2005; RUTHERFORD;
BASSLER, 2012; DA SILVA TERNTIN, 2013).

3.1.8 Resisténcia aos antifungicos

Com o aumento na incidéncia das infeccfes fungicas novas drogas tém sido
introduzidas na terapéutica, em contrapartida, o uso indevido e a frequente exposi¢ao
tém contribuido para o surgimento de novas cepas resistentes, principalmente nos
ambientes hospitalares (MOREIRA et al. 2017; MACALUPU, 2018).

Resisténcia aos antifungicos € quando um microrganismo nao € susceptivel a
uma determinada droga, ou seja, quando a realizacao de testes de susceptibilidade in
vitro indicam que as doses da (MIC ou CIM) de uma droga, ultrapassa o limite
estabelecido para o tratamento da espécie (PEREIRA, 2017; TIRABOSCHI et al.
2017).

A resisténcia microbiana pode ser intrinseca (primaria), quando o
microrganismo apresenta resisténcia sem nunca ter entrado em contato com droga ou
resisténcia adquirida (secundaria) quando a resisténcia ocorre apos a exposicao do
microrganismo a droga (PEREIRA, 2017; TIRABOSCHlI, et al. 2017).

Assim a resisténcia aos antifingicos intrinseca ou adquirida, constitui grande
desafio no combate de fungos patdégenos resistentes, uma vez que tem aumentado
sua incidéncia na pratica clinica, sobretudo nos pacientes imunodeficientes e
imunossuprimidos (MOREIRA et al. 2017; MACALUPU, 2018). O que torna essencial
o desenvolvimento de drogas com base em fontes naturais, que nao ocasione
resisténcia microbiana e que sejam mais eficazes para melhores regimes terapéuticos
(LOPEZ-AVILA, 2016; RIZZATI, 2022).
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3.2 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo utilizados no tratamento de doencas desde a
antiguidade por diferentes povos, nas formas de tinturas, extratos, chas, infusdes,
Oleos vegetais (VIEIRA; MARTINS, 2000; SILVA, 2017).

A utilizacdo de plantas para tratar doencas, denominado fitoterapia, tem
ganhado énfase nas Ultimas décadas, uma vez que constituem as bases
farmacoldgicas de origem vegetal para o tratamento de diversas doencas. A fitoterapia
tem sido associada a inumeros beneficios, como, combate a resisténcia microbiana,
diminuicdo dos efeitos colaterais e toxicidade. Diminui a dependéncia a medicina e
tratamento convencional. Tal abordagem incentiva ainda o desenvolvimento
comunitério, a solidariedade e a participacao social (MATTOS et al. 2018).

No Brasil a portaria n°® 971/2006 aprova a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF), no Sistema Unico de Saude (SUS). A utilizacdo dessa
pratica esta em expansdo no mundo todo, sobretudo no Brasil ja existe varios
programas implantados ou em fase de implantacdo em todas as regifes (IBIAPING
et al. 2014). Uma vez que o Brasil possui “a maior diversidade vegetal do mundo,
ampla sociodiversidade, uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento
tradicional e tecnologia para validar cientificamente esse conhecimento” (BRASIL,
2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2002), destaca que 80% da
populacdo mundial fazem uso de plantas medicinais, contudo muitas ainda nao
possuem eficacia comprovada (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; SILVA, 2017).

Nesse sentido varios estudos tém sido realizados na tentativa de verificar a
eficacia dessas plantas no controle de microrganismos, e possibilidades de uso na
terapéutica, observando os requisitos de seguranca, eficacia, qualidade, uso racional
e acesso (BRASIL, 2006).
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3.2.1 Oleos vegetais

Oleos vegetais sdo substancias obtidas de plantas oleaginosas. Geralmente
extraido por técnica de prensagem a frio de sementes ou polpa do fruto, raramente
outras partes da planta podem ser usadas na extracéo. E descrito pela quimica como
acidos graxos (AcGs), pertencem a classe dos lipidios (BENASSI et al. 2013;
CARDOSO, 2021).

Possuem alta solubilidade em solventes orgéanicos e insolubilidade em agua.
Assim como as proteinas, acidos nucleicos e carboidratos, os lipideos sé&o
componentes essenciais das estruturas bioldgicas e estdo presentes em todos o0s
tecidos, principalmente nas membranas celulares e células de gordura (JORGE,
2009).

Os AcGs podem apresentar diferentes composices quimica, como,
triacilglicerois, monoacilglicerdis, diacilglicerois, fosfolipidios, cerebrosidios, esterdis,
terpenos e outras substancias. No entanto os O6leos vegetais sdo constituidos
predominantemente de 98 a 99% de triacilglicerol, triacilglicerideos e
aproximadamente 1 a 2% de outras substancias como fosfolipidios, ceridios, clorofila,
pigmentos e nutrientes da alimentacao entre outros (ANVISA, 2005; JORGE, 2009).

Os 6leos vegetais se diferem das gorduras pelo fato de que em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C) apresentam-se na forma liquida, enquanto as
gorduras vegetais em temperatura ambiente se mantém na forma sélida ou pastosa
(ANVISA, 2005).

Figura 3 - Reacdo de esterificacdo entre uma molécula de glicerol e trés

moléculas de &cidos graxos, onde o produto principal € uma molécula de triglicerideo.
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Fonte: Autor
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A representacao quimica dos AcGs é formada por um glicerol e trés acidos
graxos iguais ou diferentes, formando um tipo particular de éster, conhecido
cientificamente como triacilgliceréis (TAGS) (figura 3) também conhecido como
triglicérides, triacilglicerideo ou triacilglicérido (ANVISA, 2005; NARAYANANKUTTY
et al. 2018).

Os AcGs podem ser classificados como saturados ou insaturados, de acordo
com auséncia ou nado de ligacdes duplas na cadeia (figura 4). Entre os acidos graxos
saturados de maior ocorréncia estdo os acidos lauricos, palmitico e esteérico,
engquanto entre os acidos graxos insaturados estdo os acidos oleicos, linoleico e
linolénico (JORGE, 2009).

Figura 04 - Estrutura molecular dos acidos graxos de maior ocorréncia na

natureza.
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Fonte: Autor.

Os AcGs séo utilizados na alimentagcédo, desempenham func¢des energéticas,
estruturais e hormonais no organismo. Tém sido relacionados com diversos
beneficios & saude, tais como, atividades antioxidantes, prevencdo de doencas
cardiacas, antidiabéticas, antiartriticas, melhora do sistema imunologico e

cicatrizante, por sua acao contra bactérias e fungos (LIMA et al. 2015).

Além disso a producdo e comercializacdo de 6leos vegetais e seus produtos
representam importancia socioecondmica no mundo todo gerando emprego e renda
para comunidades locais, produtores agricolas, industria e comércio (JORGE, 2009;
APPAIAH et al. 2014;).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autoriza a

comercializacao de diversos 6leos vegetais como 6leo de algoddo, amendoim, arroz,
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canola, milho girassol, soja, oliva, coco, palma e gergelim entre outros (ANVISA,
1999). A RESOLUCAO RDC N° 481, DE 15 DE MARCO DE 2021, dispde sobre 0s
requisitos sanitarios para comercializacdo de 6leos e gorduras vegetais no territério
nacional (ANVISA, 2021).

3.2.2 Oleo de Coco (Cocos nucifera L)

O Cocos nucifera, conhecido como coqueiro € uma planta originaria do sudeste
asiatico. Apresenta distribuicdo mundial, principalmente nas regides de clima tropical
e subtropical, favoravel ao seu desenvolvimento. No Brasil a regido nordeste destaca-
se com a maior producdo de coco do pais. A altura do tronco varia de acordo com a
espécie, produz em média de 60 a 80 cocos ao ano, com expectativa de vida de
aproximadamente 100 anos (BENASSI et al. 2013; LIMA et al. 2015).

No Brasil a producéo de coco se d& entre as variedades de coqueiro Gigante,
destinado para o consumo do coco seco, da espécie Ando para o consumo da agua
de coco e o Hibrido (obtido do cruzamento do coqueiro Ando com o Gigante), possui
dupla finalidade tanto para o consumo in natura do coco seco ou para agroindustrial
(figura 5). A producdo do coqueiro Gigante representa 70 % da éarea plantada, a
espécie Ando representa 20%, ja o coqueiro Hibrido aponta apenas 10% da area de
producdo. No entanto, novos plantios vém ocorrendo com variedades do grupo Anéo
e/ou Hibridos com produtividade superior ao Gigante (MARTINS; JESUS JUNIOR,
2010).

Figura 5 - (A) Coqueiro Gigante; (B) Coqueiro Ando; (C) Coqueiro Hibrido.

Fonte: Martins; Jesus Junior (2010).
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O coco é formado pelo epicarpo, pelicula lisa que envolve o fruto, em uma
coloracdo que varia do verde ao marrom, seguida do mesocarpo, camada grossa e
fibrosa utilizada de maneira variada na industria e para pesquisas, e do endocarpo,
bastante duro e de coloragdo escura, que envolve o albumen gelatinoso, a polpa
(figura 6), e 0 aquoso, a agua de coco (LIMA et al. 2005; BENASSI et al. 2013;
CABRAL, 2015).

Figura 6 - (A) corte longitudinal do coco verde e suas partes constituintes; (B)

corte longitudinal do coco maduro, castanha ou copra do coco.

\

—
‘ Mesocarpo Fibroso Copra

| Epicarpo

P

Albamen liquido

| Albamen sélido

Fonte: Modificado de Cabral (2015).

O 6leo de coco (Coconut oil) € composto em sua maioria de acido laurico que
representa aproximadamente 45 a 53% dos acidos graxos, seguido de outros
componentes como, acido caprilico, caprico, miristico, palmitico, estearico, oléico e
linoleico. Em menores concentragbes pode conter outras substancias como,
monoglicerideos, diglicerideos, fosfatideos, ceras, pigmentos (carotenoides e
clorofila) e esterdis (matéria insaponificavel) como os tocoferdis, que inibem a
oxidacdo das cadeias de acidos graxos insaturados do 6leo de coco (MORETTO,
FETT, 1998; APPAIAH et al. 2014; NARAYANANKUTTY et al. 2018).

Diversos estudos tém comprovado as acdes terapéuticas do coco in natura e
do 6leo de coco, tais como, diurético, no tratamento de infec¢des da pele, trato urinario
e disenterias entre outros (APPAIAH et al. 2014; LIMA et. al. 2015;
NARAYANANKUTTY et al. 2018).
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3.2.3 Oleo de Dendé (Elaeis guineensis Jaquim)

O dendezeiro (Elaeis guineensis jaquim), conhecida também como, Palmeira-
de-dendé, Palma-de-guiné, entre outros é uma planta oleaginosa pertencente a
familia das Arecaceae. Originaria da Africa, atualmente é cultivada em varios paises
da Asia, Europa e América do Sul. Introduzida no Brasil no século XVI, durante o
periodo de escraviddo, devido as condi¢gfes de clima e solo semelhantes as de seu
habitat original adaptou-se no solo baiano. Assim o azeite de dendé constitui heranca
africana na cultura da culinaria baiana (CURVELO, 2010; FEROLDI; CREMONEZ;
ESTEVEAM, 2014; REIS, 2017).

Os frutos da palmeira Elaeis guineensis tem formato ovoide, de cor amarelo ou
laranja, possui tamanho médio de 5 cm de comprimento, seu peso € de 3 a 30g.
Possui trés variedades, classificadas de acordo com a espessura do endocarpo,
sendo; Psifera, Dura e Tenera (resultante do cruzamento das variedades Psifera e
Dura). A variedade Psifera € conhecida pela auséncia de casca protetora da améndoa.
A variedade Dura apresente casca com espessura minima de 2 mm. Ja a variedade
Tenera apresenta casca com espessura inferior a 2mm (CURVELO, 2010; REIS,
2017; RAUL, 2019).

Figura 7 — (A) Planta de Dendezeiro (Elaeis guineensis Jaquim); (B) frutos

verdes e maduros organizados em cachos.

Fonte: Adaptado de Reis (2017).
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O oleo de dendé pode ser extraido por diferentes procedimentos, os métodos
mais utilizados séo a prensagem mecanica e a extracdo com solventes. A partir do
fruto dendé pode ser extraido dois tipos de 6leo, sendo, o 6leo de palma (palm oil), e
Oleo de palmiste (Palm kernel), com caracterizacao visual e composi¢des quimicas
diferentes (CURVELO, 2010; FEROLDI; CREMONEZ; ESTEVEAM, 2014).

Oleo de Palma: extraido da polpa (mesocarpo) do fruto maduro, possui
denominacéo internacional (Crude Palm Oil — CPO). O mesocarpo contém em média
20-22% de 6leo. E composto pelos acidos graxos palmitico (43,5%) e oléico (42%), e
em menor quantidade os &cidos linoleicos (8,4%), estearico (4,4%), entre outros, além
de apresentar tocoferol e tocotrienol. Possui antioxidantes naturais, e acéo
bactericida, atuando na regeneracdo e cicatrizagdo de tecidos (FEROLDI,;
CREMONEZ; ESTEVEAM, 2014; REIS, 2017).

Oleo de Palmiste: extraido da semente, possui denominagéo internacional
(Palm Kernen Oil — PKO). A améndoa ou semente de dendé contém
aproximadamente 50 % de 6leo. Possui composicao de acidos graxos laurico (46,3%),
acido oléico (16,7%), miristico (15,7%), palmitico (9,4%), céprico (3,2), caprilico
(3,0%), linoléico (1,5%) entre outros. A grande quantidade de acido laurico lhe confere
propriedades antioxidantes naturais, anti-inflamatéria, além de propriedades biocida
contra bactérias, fungos e virus (CURVELO, 2010; VIEIRA et al. 2018).

Figura 8 — (A) Cacho de dendé. (B) Polpa e semente do fruto do dendezeiro

(Elaeis guineensis Jaquim).

Polpa
(azeite de Dendé)

_ Améndoa ‘
(Oleo de Palmiste) |

Fonte: Modificado de Reis (2017).
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O Oleo de dendé pode ser consumido in natura, processado ou transformado
na industria de alimentos, cosmética, farmacéutica e biocombustivel entre outros. Na
medicina o azeite de dendé tem sido relacionado com a prevenc¢éo de doengas, como,
cegueira, lepra e raquitismo, devido as fontes de gorduras da alimentacéo, além dos
precursores de vitamina A (betacaroteno), vitamina D, vitamina E (tocoferdis e
tocotriendis), e vitamina K (CoQ10, esqualeno, fitosteréis, flavonoides, acidos
fendlicos e glicolipidios), porém esses dados constituem observac¢des que necessitam
de respaldo cientifico (REIS, 2017; RAUL, 2019).

3.2.4 Oleo de Girassol (Helianthus annuus L.)

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma dicotiledénea anual, pertencente a
ordem Asterales e familia Asteraceae. O género deriva do grego hélios, que significa
sol, e de anthus, que significa flor, ou "flor do sol", que gira seguindo o movimento do
sol, € nativo da América do Norte. Atualmente, o girassol € cultivado em todos os
continentes. No Brasil o cultivo teve inicio no século XIX, na regido Sul, provavelmente
trazida por colonizadores europeus, atualmente a producdo de girassol tem
aumentado significativamente em producdo de grdos e area cultivada no pais
(GAZOLA et al. 2012).

O fruto do girassol € a semente, geralmente tem formato achatado, composto
pelo pericarpo (casca) e pela polpa ou améndoa, apresenta variedade no tamanho e
cor da semente. Pode ser consumido in natura na alimentacdo humana, alimentacao
para aves, suinos e bovinos, além de outras utilidades como, forragem, silagem, entre
outros. O 6leo produzido industrialmente a partir das sementes, é o principal produto
do girassol (GAZOLA et al. 2012; DALCHIAVON; MALACARNE; DE CARVALHO,
2016).

O 6leo de girassol é essencialmente constituido por triacilglicerdis. Destaca-se
por suas propriedades fisico-quimicas e nutricionais. E composto em sua maioria
pelos acidos graxos insaturados oleicos (49,02%), acido linoleico (45,35%) em
menores quantidades contém os acidos graxos saturados, acido laurico, miristico,
palmitico, e estearico, além de outras substancias como vitamina E, e polifendis entre
outros (CORREIA, et al. 2014; DALCHIAVON; MALACARNE; DE CARVALHO, 2016).
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Figura 9 — (A) Flor de Girassol (Helianthus annuus L.); (B) Semente e Oleo de

Girassol (Helianthus annuus L.).
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Fonte: Magalhaes (2020).

O oOleo de girassol possui utilidades culinarias, indastrias de cosméticos e
farmacéuticas. Além disso apresenta acfes anticarcinogénicas, antitrombaticas,
antimicrobianas, atua na regeneracéo de tecidos e cicatrizacdo de feridas (TOPAN,
2012).

3.2.5 Oleo de Oliva (olea europea Linné.)

A oliveira (Olea europea Linné), pertence a familia das oleaceas, tem sua
origem ao Sul do Mar Caspio, ao norte do Ira e regido meridional do Mar Mediterraneo.
A oliveira foi difundida em varios outros continentes, como: Oceania (Australia),
Américas (Chile, Argentina, Uruguai, Brasil), Africano (Africa do Sul) e Asia (China). A
maior parte é produzida nos paises europeus (BOHMER, 2018; LORENCATO, 2020).

A oliveira é conhecida por sua resisténcia, ja que é capaz de sobreviver a
escassez de agua. Produz frutos em geral a partir do quinto anos do plantio e se
mantém fértil por séculos. Classificada como arvore de porte médio, possui tronco
contorcido, de casca grossa e ramos delgados. As folhas compridas e estreitas sao
verdes escuras na parte superior e verde acinzentada ou esbranquicada na parte
inferior. Suas flores organizadas em cachos, sdo brancas e aroméaticas (REIS, 2017;
BOHMER, 2018; LORENCATO, 2020).

O fruto ou azeitona é constituido por um carog¢o, contém uma unica semente e
uma camada externa, que pode ser consumido na alimentacdo ou destinado a
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extracdo do Oleo. Contém em média 50% de agua, 22% de 6leo, 19,1% de
carboidratos, 5,8% de celulose, 1,6 % de proteinas, e 1,5 de minerais (GRABHER,;
HARRIS, 2016; REIS, 2017).

Figura 10 - (A) Oliveira (Olea europaea); (B) azeitonas verdes; (C) Azeite de

oliva.

Fonte: Lorencgato (2020); Rosa (2020).

O o6leo ou azeite de oliva € extraido do mesocarpo ou polpa da azeitona. A
extracdo é feita através de prensagem mecénica ou uso de solventes. O azeite
extravirgem é obtido por prensa mecénica a frio. E composto majoritariamente (98%
do peso total) por triacilgliceroéis e acidos graxos livres, sendo a maior parte por acido
oleico em média (85,4%), acido palmitico (12,3%), e acido linoleico (2,2%), além de
outras substancias como, hidrocarbonetos (esqualeno e o B-caroteno, e luteina),
polifendis, vitamina A, vitamina D, vitamina E, e vitamina K (REIS, 2017; BOHMER,
2018).

O azeite de oliva possui diversas utilidades na culinaria, industria cosmética e
farmacéutica. E utilizado desde a antiguidade para tratar doencas, atualmente
diversos estudos comprovam sua eficacia como, acdo antioxidante, hidratante,
calmante, fortalece o sistema imunoldgico, regula a fungéo intestinal, regeneracéo de
tecidos, atua na absorcdo do calcio, previne sintomas de artrite, previne doencas
cardiovasculares e cancer, ajuda nas funcdes cognitivas, possui atividade
antiplaquetaria, anti-inflamatéria e antimicrobiana (GRABHER; HARRIS, 2016;
TERAMOTO, 2017).
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3.2.6 Oleo de Pequi (Caryocar brasiliense)

O pequizeiro ou Caryocar brasiliense, € uma arvore nativa do cerrado brasileiro.
Pertence ao género Caryocar, da familia das Caryocaraceae. Da ordem Theales, é
composta por 25 espécies agrupadas em dois géneros Caryocar e Anthodiscus, o
género Caryocar se divide em caryocar brasiliense e caryocar subespécies. O
Caryocar brasiliense € mais frequentemente encontrado (LIMA et al. 2007; FALEIRO
et al. 2008).

O pequizeiro em geral possui porte arbéreo médio de 7 a 12 metros de altura,
dependendo da regido, area ambiental e espécie. As folhas do pequizeiro contém trés
“dedos” no final do ramo, sdo grandes e com pequenos pélos, nos dois lados da folha,
e possuem as bordas recortadas. As flores de cor branco-amarelada também sé&o
grandes e reunidas em cachos (OLIVEIRA, 2009; RODRIGUES et al. 2009), conforme
ilustrado na figura 11.

Figura 11 — (A) Caryocar brasiliense ou pequizeiro; (B) Flor do pequizeiro. (C)

Folha do Caryocar brasiliense ou pequizeiro.

Fonte: Embrapa Cerrado (2017).

Sua distribuicdo ocorre em varios estados brasileiros de bioma cerrado. Assim
a frutificacdo ou safra do pequi, que ocorre no periodo mais chuvoso, depende de
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fatores ambientais, como, clima, temperatura e pluviosidade, podendo ocorrer entre
0s meses de dezembro até abril (BRANDAO, 2002; AQUINO, 2007).

O fruto do pequizeiro recebe o nome de pequi, que vem da lingua indigena tupi,
onde “py” significa pele e “qui” espinhos, assim o nome faz referéncia aos pequenos
espinhos no contidos no caroco. O nome Caryocar brasiliense, refere-se a caroco
(“caryon” significa nucleo ou carogo), dentro do fruto grande e redondo (“kara” quer
dizer cabega), e que ocorre amplamente no Brasil (“brasiliense” significa originario do
Brasil). Popularmente os frutos do pequizeiro € também conhecido como, pequi, piqui,
piqui4, grdo de cavalo, piquia bravo e améndoa de espinho (BRANDAO, 2002;
AQUINI, 2007).

Durante a safra cada planta produz em média de 110-420 frutos, podendo obter
de 1 a 6 carocos por fruto. O fruto (figura 12) é formado por cinco partes; a mais
externa o Exocarpo ou Epicarpo Coriaceo, de cor verde; o Mesocarpo Externo e o
Mesocarpo Interno de coloracdo amarelada o qual constitui a parte comestivel do
fruto. O Endocarpo Espinhoso protege a Améndoa ou semente, a qual é revestido por
uma fina camada marrom (LIMA, 2006; FALEIRO et al. 2008).

Figura 12 - (A) Os frutos do pequizeiro ainda verde.(B) o fruto do pequizeiro

maduro e pronto para 0 consumo.

Fonte: Embrapa Cerrado (2017).

O 6leo do pequi pode ser extraido do mesocarpo interno (polpa) e da améndoa
(MELO JUNIOR et al. 2004). A extracéo do 6leo pode ocorrer de trés formas: com o

cozimento da polpa ou mesocarpo interno; através do uso de solventes adicionado a
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farinha da polpa; e extrusdo mecanica atraves da prensa da améndoa (RODRIGUES
et al. 2009; EMERENCIANDO, 2017).

Figura 13 - Partes do Fruto do Pequizeiro. Epicarpo Coriadceo de cor verde (EC),
Mesocarpo Externo (ME), Mesocarpo Interno (MI), Endocarpo Espinhoso (EE) e

améndoa ou semente (A).

Fonte: Emerenciando (2017).

O d6leo de pequi € composto pelos acidos graxos palmitico (35,17%) e oleico
(55,87%), sendo o total de saturados 37,97% e de insaturados 61,35%, apresentando
ainda 0,68% nao identificados (DE LIMA et al. 2007; RODRIGUES et al. 2009;
EMERENCIANDO, 2017). Além disso, possui alto teor de carotenoides, é rico em
lipidio, proteinas, vitamina C e outros micronutrientes (BRANDAO, 2002; AQUINO,
2007).

Na medicina popular o valor terapéutico do pequi vem sendo pesquisado e sua
eficacia tém sido amplamente comprovadas para diversas finalidades, tais como,
doencas respiratérias, bronquite, gripes e resfriados, Ulceras cutaneas, inflamacoes
na pele e dores osteomusculares (VIEIRA; MARTINS, 2000; DE LACERDA NETO et
al. 2018). Possui atividade antibacteriana, antioxidante e anti-inflamatéria. Além de
prevenir doencas associadas com a visao e outras relacionadas com a idade. O
extrato de suas folhas possui atividade contra micoses (fungos) e moluscos (caracois)
(RODRIGUES et al. 2009; EMERENCIANDO, 2017).

3.3 0ZONIO (O3)

A substancia Os foi descoberta no século XIX pelo quimico alemé&o Christian

Friedrich Schonbein, desde entdo tem sido utilizado no tratamento de efluentes,
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higienizador de alimentos, e desodorizantes de ambientes, além de tratamentos
médicos e odontologicos (MARTINS; KOZUSNY-ANDREANI; MENDES, 2015;
UGAZIO et al. 2020).

O Os é um gés natural presente na atmosfera, util por absorver as radiacdes
ultravioletas. E formado por trés moléculas de oxigénio (O2), que se forma
constantemente quando os raios solares sdo capazes de quebrar uma molécula de
oxigénio (O2), liberando o &tomo de oxigénio (O), permitindo a unido desse atomo

isolado a outra molécula de Oz formando a molécula de o0zbnio (Os), (BOCCI, 2005).

Para uso na &rea da salde precisa ser sintetizado através de geradores
especificos. Na medicina o Os é produzido artificialmente através de um gerador
elétrico do tipo corona, que forma o 0zdénio a partir da passagem de oxigénio puro por
uma descarga elétrica de alta voltagem e alta frequéncia. O O3 € um produto 100%
natural que utiliza o ar como matéria prima e ndo gera residuo, ja que a molécula de
O3 se decompde espontaneamente no ambiente (BOCCI et al. 2009; SANGUANINI,
2019; ABOZ, 2022).

O Os tem ganhado destague na medicina por sua efichcia comprovada no
tratamento de diversas doencas, de origem inflamatéria, infecciosa e isquémica,
apresenta potencial promissor no tratamento de lesGes crbénicas de pele ou mucosas
(UGAZIO et al. 2020).

E reconhecido como agente bactericida, antivirais e antifingicos, além de acdo
contra protozodrios e parasitos de importancia na saide animal e humana. Seu poder
oxidante promove destruicdo do material biologico bacteriano (UGAZIO et al. 2020).
A acédo do Os sobre os microrganismos tem inicio na destruicdo da membrana celular
bacteriana, no interior da célula promove a oxidacdo dos aminoacidos e &cidos
nucleicos, resultando em morte celular. No entanto, para obter bons resultados, na
terapéutica alguns fatores devem ser observados, como a concentracéo do Os, tempo
de exposicéo e a espécie microbiana (MARTINS; KOZUSNY-ANDREANI; MENDES,
2015).

Em diversos paises o Os tem sido utilizado no tratamento de feridas
contaminadas de dificil cicatrizacdo, ja que sua atividade antimicrobiana reduz a

infeccdo, além disso € capaz de liberar substancias, promove a regeneracao tecidual,
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diminui a resposta inflamatoria, e ativa o sistema imunologico, acelerando o processo
de cicatrizacdo (UGAZIO et al. 2020).

No Brasil a Portaria n°® 702, de 21 de marco de 2018, inclui a ozonoterapia como
pratica integrativa complementar (PICS) na Politica Nacional de Préticas Integrativas
e Complementares (PNPIC), do Sistema Unico de Satde (SUS), para tratamentos de
doencas, uma vez que pode ajudar a recuperar de forma natural a capacidade
funcional do organismo humano e animal. Além disso a utilizacdo de Os nos
tratamentos de saude consiste em uma pratica segura, aliado a bons resultados, baixo
custo e baixa complexidade (BRASIL, 2018).

3.3.1 Oleo Ozonizado

Os 6leos vegetais sao ricos em acidos graxos insaturados como acidos oleicos,
linoleico e linolénico, contém também os &cidos graxos saturados como, palmitico,
estearico e laurico. Tem atividade antimicrobiana comprovada contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de varias espécies de virus, fungos, protozoarios e
parasitos. Todavia estudos comprovam que € possivel potencializar as propriedades
dos Gleos através da adicdo de ozénio (UGAZIO et al. 2020; CARDOSO et al. 2021).

A terapia com Os deve seguir protocolos especificos para cada utilizacao.
Assim o0 0leo ozonizado € obtido através do borbulhamento de uma mistura de ozono-
oxigénio em 6leo vegetal a temperatura ambiente. Apdés a ozonizacdo quando
armazenado em temperatura ambiente sua duracdo varia de 6 meses a 1 ano,
enquanto refrigerado pode durar varios anos (TRAVAGLI et al. 2021; BOCCI,
ZANARDI, TRAVAGLI, 2011).

Os oOleos vegetais reagem facilmente com o Oz . As moléculas geradas apoés a
ozonizacgao possuem propriedades oxidativas que confere mecanismos microbicidas
ao Oleo ozonizado. A quantidade de Os que os Oleos sdo capazes de incorporar
depende do grau de insaturacdo de seus acidos graxos, ja que a reacao acontece
quando o Oz é capaz de quebrar as duplas ligagbes presentes nos acidos graxos
insaturados, carbono-carbono, dando origem aos ozonideos. Esta reacdo chamada
de ozondlise gera compostos oxidativos como peréxido de hidrogénio, hidroperdxidos,
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aldeidos e acidos carboxilicos que sdo as principais moléculas responsaveis pela
acao antimicrobiana desses 6leos (BELTRAN et al. 2021; CARSOSO et al. 2021).

Os veiculos oleosos tém se mostrado promissor na aplicacdo de Og, visto que
€ capaz de manter o principio ativo por mais tempo. Utilizados na dermatologia e
cosmeética, esses compostos inibem o crescimento microbiano, o efeito microbicida é
induzido, uma vez que 0S microrganismos ndo possuem mecanismos para impedir a
acdo oxidativa do Os. Além disso, ainda em contato com a lesédo, esses compostos
também produzem reacdes capazes de ativar o sistema imunoldgico e producéo de
substancias que aumentam a vascularizacdo, influenciando a regeneracéo tecidual e
0 processo de cicatrizacdo (BOCCI, ZANARDI, TRAVAGLI, 2011; DUARTE et al.
2014).

Figura 14 — Esquema representativo da reacdo quimica do Os com

triglicerideos.
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Fonte: Travagli et al. 2010.
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4. METODOLOGIA
4.1 LOCAL DA PESQUISA

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Brasil (UB), na cidade de Fernanddpolis-Sao Paulo.

A selecao dos 6leos vegetais incluidos neste estudo foi baseada na producao
e utilizacdo pela populacdo em diversas regides do pais, além do fato do 6leo vegetal
ser uma alternativa terapéutica menos agressiva ao tecido humano, sendo de dificil
resisténcia microbiana e sobretudo de facil obtencéo.

Os 6leos foram adquiridos no comércio local. Os produtos estavam contidos na
embalagem do fabricante e ndo se teve acesso ao método de extracdo utilizado em

sua obtencédo e a origem dos frutos para sua producao.

4.1.1 Meios de cultivo

Foram utilizados os meios de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e 0 meio
liguido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD). Os quais foram preparados conforme a
descricéo do fabricante sob condi¢des de esterilidade.

4.1.2 Micro-organismos

Foram utilizadas as cepas padrdo: Candida albicans ATCC 25923 e Candida
tropicalis ATCC 4563, pertencentes a colecdo do Laboratorio de Microbiologia da UB.
As cepas foram inoculadas nas placas de Petri estéril contendo meio de cultura ASD,
em seguida encubados em temperatura de 35°C por 24 horas.

Figura 15 - Cepas de Candida albicans (A); Cepas de Candida tropicalis (B).

Fonte: Autor
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4.1.3 In6culo

Para preparacdo do in6culo, os microrganismos foram obtidos das colonias
cultivadas em meio CSD (figura-15), submetido a agitacdo orbital constante (225 rpm)
e temperatura controlada (28° C) por 24 horas. Foram preparadas suspensfes em
solucao fisiologica estéril a (NaCl 0,5%), e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da
escala de Mc Farland para obtencédo de 10® UFC/ml (CLSI, 2015; FREIRE et al. 2014).

4.1.4 Oleos vegetais ozonizados

Foram utilizados cinco 6leos vegetais, sendo eles, 6leo de Coco Extra Virgem
da marca Copra®, Oleo de Dendé da marca Kidendé®, oleo e Girassol da marca
Liza®, 6leo de Oliva da marca Borges® e 6leo de Pequi da marca Aroma D’MInas®.

Todos na forma in natura e ozonizados.

O 03 foi produzido por meio de um gerador que tem como principio o efeito
corona (Ozon & Life) e o oxigénio puro foi suprido via cilindro de oxigénio. O O3
produzido de forma constante pelo equipamento foi conduzido por um tubo de silicone

para o difusor, conforme ilustrado na figura 16.

Figura 16 - Ozonizacao dos 0Oleos vegetais

Fonte: Autor.

Todos os 6leos foram expostos ao Oz de forma direta por meio de um difusor,
por um periodo de 2 horas. Ambos os 0Oleos foram ozonizados em temperatura

controlada de 25° C. Todo o procedimento de ozonizacdo foi conduzido em uma
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capela de exaustdo da marca Quimis modelo 216.11, visando minimizar os riscos de

inalagéo do gas O3, seguindo as normas internacionais de seguranca.

ApGs ozonizado cada Oleo foi testado quanto a sua esterilidade, foi entdo
retirado 0,1mL de cada Oleo e inoculados em placas de Petri contendo agar
triptecaseina soja (TSA, Oxoid®), incubados a 37° C por 24/48 horas, quando foi
verificada a auséncia de crescimento microbiano. Foi considerado estéril o 6leo que
nao apresentou nenhuma coldénia. Os 6leos ozonizados foram identificados e

mantidos sob refrigeragao (8°C).

4.2. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CEM)

Todas as avaliacdes foram realizadas em CSD suplementado com detergente
Tween 20 (concentracéo final de 0,5% (v/v). As linhagens dos microrganismos foram
suspensas em CSD para dar uma densidade final de 106 CFU ml - 1, e estas foram
confirmadas por contagens de células viaveis. Os ensaios foram realizados conforme
os protocolos estabelecidos pelo CLSI (2018). A determinacao da CIM e CFM dos
Oleos vegetais in natura e ozonizados foi realizada através da técnica de microdiluicao

em placa de 96 pocos.

O experimento foi conduzido empregando-se concentragdes que variaram de
0,00 a 100% e os controles negativo e positivo. Todos 0s poc¢os, receberam 0,05 ml
de CSD, cada poco da segunda e quarta coluna recebeu 0,05 ml do 6leo vegetal. O
conteudo da quarta coluna, de forma a representar diluicdo 100%, foi homogeneizado
e 0,05 ml foram transferidos para os poc¢os da coluna seguinte, representando a
diluicdo 50%. O procedimento foi repetido até a ultima coluna, representando as
diluicbes 25%, 12,50%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78% e 0,39%.

Por Gltimo foram acrescentados 0,05mL do inéculo (106 células viaveis mL-1)
de cada linhagem, com excecédo dos controles negativo. A coluna 1 e 2 foram
destinadas aos controles negativo e a coluna 3 para controle positivo.

Apbs incubacdo a 37°C por 24h, foi adicionado 50 puL em todos os poc¢os do
corante 2,3,5 -Triphenyltetrazolium Chloride, o que tornou possivel visualizar as

amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas que mantiveram a sua cor. A
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concentracao inibitéria minima foi considerada como a menor concentracao de 6leo

vegetal capaz de inibir o desenvolvimento microbiano (SYLVESTER, 2011).

Figura 17 - Esquema representativo da susceptibilidade in vitro utilizando o

teste de microdiluicdo em caldo.
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Fonte: Modificado de Kume, (2020).

Para determinar a CFM, ap6s a leitura da CIM, aliquotas de 20 ul de amostras
de todos os poc¢os com inibicdo total do crescimento e do Ultimo po¢co com crescimento

foram inoculados na superficie de placas de Petri com ASD.

As placas foram incubadas a 28 ° C por 24/48 horas ou até que o crescimento
do fungo fosse observado nas amostras controle, conforme pode ser demostrado na
Figura 19. Os valores de CFM foram determinados como a concentragdo mais baixa
de dleos vegetais, sem crescimento visivel (AIEMSAARD e PUNAREEWATTANA,
2017).



50

Figura 18 - Esquema representativo da metodologia de microdilui¢ao.
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Fonte: Modificado de Kume (2020).

4.3 CINETICA FUNGICIDA DOS OLEOS VEGETAIS

Em tubos de 40 pL foram adicionados de cada 6leo vegetal in natura e
ozonizado e CSD na diluicao determinada pela CFM representando 1000 pL, foi entdo
acrescentado a suspenséo fangica pL de 108 UFC mL-1, em seguida incubados a
37°C. Aliquotas de 0,05 ml, foram retiradas nos tempos: 0', 5', 10', 20', 60', 120", 240",
480' e 24 horas. As amostras foram espalhadas em cultura em, incubadas durante
24/48 horas a 37°C.

Todas as avaliacdes foram realizadas em triplicata. As colénias microbianas
foram contadas apo6s o periodo de incubacado. Foi realizada uma avaliacdo sobre a
variacdo da carga microbiana a fim de observar qual 6leo vegetal apresentou a maior
variacdo negativa (queda) na contagem microbiana.

Para a avaliacdo da eficacia do efeito antimicrobiano de cada um dos 6leos
essenciais, um estudo sobre a variacdo da carga microbiana foi realizado a fim de
observar qual Oleo essencial apresentou a maior variacdo negativa (queda) na
contagem microbiana. Nesse contexto, a variagdo percentual da contagem microbiana

consistiu na seguinte relacéo:

(Contagem,ymin — Contagemaymin) % 100

Contagem microbianay iq1(%0) =
g 6leo essenctal( ) ContagemOmin

Essa relacado foi empregada para todos os Oleos essenciais avaliados. De
acordo com a expressdo acima, variacbes negativas mostram diminuicdo na

contagem microbiana e variagdes positivas mostram aumento da contagem
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microbiana a medida que o tempo de exposi¢cdo aumenta. A variacdo percentual da
contagem microbiana foi determinada por meio de estatisticas descritivas (tabela 3) a
fim de observar quais 6leos essenciais obtiveram maior eficacia na reducéo da

contagem microbiana.

4.4 AVALIACAO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tabulados e foi realizada a analise descritiva das
concentragfes minima inibitérias e fungicida de cada um dos 6leos essenciais de
acordo com os tratamentos (in natura e ozonizado).

O Teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a contagem microbiana
referente aos Oleos avaliados de acordo com o tipo de tratamento (in natura X
ozonizado) e para comparar a variacdo da contagem microbiana referente aos 6leos
avaliados de acordo com o tipo de tratamento (in natura x ozonizado).

O Teste de Kruskal-Wallis foi para comparar a variacdo da contagem microbiana
dos 6leos avaliados restringindo o tipo de tratamento.

Foram realizados gréaficos de linha para a visualizacdo da evolugcdo da contagem
microbiana em relacdo ao tempo de exposi¢cao do microrganismo ao 6leo essencial
de acordo com o tratamento empregado.

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

Na realizacao das analises foi empregado o Software Minitab 17 (Minitab Inc.)
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5 RESULTADOS
5.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E CONCENTRACAO FUNGICIDA
MINIMA DE OLEOS VEGETAIS OZONIZADOS E IN NATURA

Em um primeiro momento foi realizado um estudo com todos os 0leos vegetais
com o objetivo de avaliar a CIM e a CFM a fim de caracterizar o potencial de cada um
dos d6leos contra Candida albicans e Candida tropicalis (tabela 1). Os resultados
apontam que na grande maioria dos casos os 6leos in natura apresentaram CIM e
CFM superiores aos 06leos ozonizados. Nos 6leos de pequi e oliva, tais concentracbes
foram semelhantes para o 6leo in natura e ozonizado para a acdo contra Candida
tropicalis. Para a acdo contra Candida albicans, todos o0s 0leos ozonizados
apresentaram concentracdes inibitérias e fungicidas minimas inferiores aos 6leos in
natura, evidenciando que a acdo do 6leo ozonizado € superior, pois peguenas

concentracfes séo suficientes para inibir o crescimento do microrganismo avaliado.

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentrac@o fungicida minima
(CFM) para os 6leos vegetais ozonizados e in natura frente a Candida albicans ATCC
25923 e Candida tropicalis ATCC 4563.

Oleo essencial | Tratamento Candida tropicalis Candida albicans
CIM (%) | CFM (%)! | CIM (%)* | CFM (%)!
Pequi In natura 100 100 3,1 6,2
Ozonizado 100 100 1,6 3,1
Girassol In natura 100 100 12,5 25
Ozonizado 50 50 3,1 6,2
Dendé In natura 12,5 50 100 100
Ozonizado 1,6 6,2 1,6 3,1
Coco In natura 50 100 50 100
Ozonizado 25 50 12,5 25
Oliva In natura 50 100 100 100
Ozonizado 50 100 1,6 3,1

1 CIM: concentragdo inibitéria minima e CFM: concentragéo fungicida minima.
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A tabela 2 evidencia os resultados obtidos para a contagem de Candida

albicans exposta aos 0leos vegetais ozonizados e in natura nas suas respectivas CIM.

Tabela 2. Médiatdesvio padrdo (Mediana) de Candida albicans submetida aos 6leos

vegetais ozonizados e in natura.

Oleos vegetais (CFM in In natura Ozonizado Valor p?!
natura/CFM ozonizado)

Coco (100%/25%) 8,8.10°+1,2.10° (1,8.10% 4,5.10°+8,0.10° (4,0.10% | 0,133
Dendé (100%/3,1%) 2,8.10%+8,2.10° (0,0) 2,5.10%+7,4.10° (0,0) 0,937
Girassol (25%/6,2%) 1,0.10%+1,4.10° (2,1.10%) 6,1.105+1,1.10° (1,4.10%) | 0,168
Oliva (100%/3,1%) 7,1.10%+1,3.106 (3,0.10%) 3,8.105+9,2.10° (3,1.10%) | 0,229
Pequi (6,2%/3,1%) 8,1.10%+1,4.10° (3,4.10%) 4,1.10°1,1.10° (1,3.10%) | 0,113

Valor P? referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05.

Os resultados da tabela 2 revelam que ndo houve diferencas significativas entre

a contagem microbiana para todos os 6leos vegetais avaliados quando o éleo in natura

foi comparado com o O6leo ozonizado, visto que todos os valores p do teste

comparativo resultaram superiores ao nivel de significancia adotado.

Na figura 19 sdo apresentados os graficos de intervalos de confianca para cada

um dos 6leos analisados de acordo com os tratamentos.
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Figura 19. Intervalos de confianca (95%) para cada um dos Oleos essenciais
avaliados de acordo com os tratamentos estudados. Circulos e quadrados indicam as

médias e as medianas da contagem microbiana, respectivamente.
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Nas figuras 20 a 24 sédo apresentados o comportamento da contagem
microbiana de cada um dos 6leos vegetais de acordo com os tempos avaliados de

exposicéo aos tratamentos.

Figura 20. Contagem microbiana de Candida albicans para o 6leo de coco in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 21. Contagem microbiana de Candida albicans para o 6leo de dendé in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 22. Contagem microbiana de Candida albicans para o 6leo de girassol in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 23. Contagem microbiana de Candida albicans para o 6leo de oliva in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 24. Contagem microbiana de Candida albicans para o 6leo de pequi in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Em todos os 6leos essenciais avaliados, a contagem microbiana apresentou
valores nulos em tempos menores quando submetida ao tratamento com Oleo
ozonizado; ou seja, a carga microbiana atingiu contagem nula mais rapidamente
quando comparada a carga microbiana do 6leo in natura. Somente o 6leo de dendé
apresentou valores nulos de contagem microbiana no mesmo tempo para ambos 0s
tratamentos (20 minutos de exposicdo ao 6leo in natura e ao 6leo ozonizado).

Mesmo que a comparagdo entre os 6leos in natura e ozonizado ndo tenha
resultado em diferencas estatisticamente significativas é possivel pressupor que a
eficacia dos 6leos ozonizados € superior em relacdo aos 0leos in natura, ja que o
tempo necessario para anular a contagem microbiana utilizando os 6leos essenciais
ozonizados € inferior ao tempo utilizado para anular a contagem microbiana utilizando
os 6leos in natura. Sendo assim, quando se utiliza o 6leo tratado com O3, a contagem

microbiana atinge valores nulos mais rapidamente, em tempos menores.

Tabela 3. Médiatdesvio padrdo (Mediana) da variacdo percentual (%) da contagem

microbiana em relacdo aos 6leos avaliados.

Oleos essenciais (CFM in Tratamentos Valor P?
natura/CFM ozonizado) In natura Ozonizado

Coco (100%/25%) -58,9+41,9 (-90,5) -73,7+32,9 (-91,3) 0,220
Dendé (100%/3,1%) 29,0+315 (-100) -98,4+3,3 (-99,9) 0,936
Girassol (25%/6,2%) -60,0+39,6 (-77,7) -77,1+£28,1 (-90,9) 0,275
Oliva (100%/3,1%) -68,8+42,8 (-90,2) -87,6+11,5 (-91,3) 0,349
Pequi (6,2%/3,1%) -73,3+33,1 (-87,3) -93,0+4,2 (-92,8) 0,099
Valor P 0,378 0,081

1 Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05. 2 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis
a P<0,05.

A comparacdo da variagdo da contagem microbiana entre os tratamentos
resultou na auséncia de diferencas significativas (abordagem longitudinal, em linha),
ja que todos os valores P dos testes estatisticos resultaram superiores a 0,05. Desse
modo, esse resultado indica que o comportamento da redugéo da carga microbiana,
guando os tratamentos in natura e ozonizado foram comparados, ndo apresentou
diferencas significativas, isto €, a reduc¢do da carga microbiana foi semelhante em

ambos os tratamentos para todos o0s 6leos essenciais avaliados.
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Na comparacdo dos 0leos essenciais, restringindo o tratamento, verificou-se
auséncia de diferencas significativas (abordagem transversal, em coluna), pois todos
os valores P resultaram superiores a 0,05. Neste contexto, ndo houve um Oleo
essencial que se destacou na reducdo microbiana tanto no tratamento in natura
guanto no ozonizado, todos apresentaram comportamento de reducdo microbiana
semelhante.

Apesar da auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos, o 6leo de
pequi (73,3% de reducéo) foi o que apresentou maior média de reducdo microbiana
para o tratamento in natura, seguido do 6leo de oliva (68,8% de reducao). Para o
tratamento in natura, o 6leo de dendé foi o que apresentou menor eficacia contra
Candida albicans (figura 25). Para o tratamento ozonizado, o 6leo de dendé foi o que
apresentou maior reducdo média da carga microbiana (98,4% de reducao), seguido
do 6leo de pequi (93% de reducédo). O 6leo de coco ozonizado apresentou a menor

eficacia dentre os 6leos ozonizados avaliados no estudo (figura 26).

Figura 25. Intervalos de confianca da média para variacdo percentual da contagem
microbiana dos 6leos essenciais in natura. Circulos e quadrados indicam as médias e

as medianas da variacdo da contagem microbiana, respectivamente.
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Figura 26. Intervalos de confianca da média para variacdo percentual da contagem
microbiana dos 6leos vegetais ozonizados. Circulos e quadrados indicam as médias

e as medianas da variagcdo da contagem microbiana, respectivamente.
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5.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS VEGETAIS OZONIZADOS E IN
NATURA FRENTE A CANDIDA TROPICALIS

Os resultados da tabela 4 revelam que n&o houve diferencas significativas entre
a contagem microbiana para todos os 6leos essenciais avaliados quando o 6leo in
natura foi comparado com o 6leo ozonizado, visto que todos os valores P do teste

comparativo resultaram superiores ao nivel de significancia adotado.

A tabela 4 evidencia a contagem do microrganismo Candida tropicalis
submetido aos 0Oleos essenciais estudados in natura e ozonizados nas suas

respectivas concentracées minimas fungicidas.



Tabela 4. Médiatdesvio padrédo (Mediana) do microrganismo Candida tropicalis

submetido aos 6leos essenciais in natura e ozonizados.
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Oleos essenciais (CFM
in natura/CFM

0zonizado)

In natura

Ozonizado

Valor p?

Coco (100%/50%)
Dendé (100%/3,1%)
Girassol (100%/50%)
Oliva (100%/100%)
Pequi (100%/100%)

3,7.105£6,8.10° (5,6.10°%)
8,6.105+1,2.10° (6,7.10%)
3,7.105+6,8.10° (7,0.10%)
6,6.105+1,6.10° (2,0.102)
1,6.10%+4,7.10° (0,5.10%)

4,8.10°+8,1.10° (5,0.10?)
9,4.105+1,3.108 (7,7.10?)
4,2.10°+7,71.105(6,8.102)
6,2.105+1,6.10° (2,3.10?)

7,6.105+2,2.10° (0,0)

0,987
0,974
0,657
1,000
0,084

1 Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05.

Na figura 27 estédo apresentados os intervalos de confianca para cada um dos

6leos analisados de acordo com os tratamentos.

Figura 27. Intervalos de confianca (95%) para cada um dos Oleos essenciais

avaliados de acordo com os tratamentos estudados. Circulos e quadrados indicam as

médias e as medianas da contagem microbiana, respectivamente.
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As figuras 28 a 32 evidenciam o comportamento da contagem microbiana de

cada um dos 6leos essenciais de acordo com 0s tempos avaliados de exposi¢cédo aos

tratamentos.
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Figura 28. Contagem microbiana de Candida tropicalis para o 6leo de coco in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.

Oles
2000000 —&— coco natura
— B coco czonizado

@ 1500000 1
=
2
=]
[=]
|
M
E 1000000 -
E
&
on
m
e
=
S

500000 -

0 L L I

1] 5 10 20 60 120 240 480  24h

Figura 29. Contagem microbiana de Candida tropicalis para o 6leo de dendé in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 30. Contagem microbiana de Candida tropicalis para o 6leo de girassol in

natura e ozonizado de acordo com o0s tempos de exposicao.
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Figura 31. Contagem microbiana de Candida tropicalis para o 6leo de oliva in natura
e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.

Oleo
SO00000 - —— ulfva natur.a
— B oliva ozonizado
4000000 -
[1+]
=
2
=]
o
S 3000000
E
E
o)
20000004
i)
=
=]
w
1000000
0+ L L i H

0 5 i 20 a0 120 240 480  24h



63

Figura 32. Contagem microbiana de Candida tropicalis para o 6leo de pequi in natura

e ozonizado de acordo com os tempos de exposicao.
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Verificou-se que os 6leos ozonizados foram responsaveis por diminuir a carga
microbiana em tempos menores quando comparados aos 6leos in natura; ou seja, a
carga microbiana atingiu contagem nula mais rapidamente no 6leo ozonizado quando
comparado a carga microbiana do 6leo in natura. Somente o 6leo de oliva apresentou
valores nulos de contagem microbiana no mesmo tempo para ambos os tratamentos
(240 minutos).

Apesar da auséncia de diferencas estatisticamente significativas na
comparacdo da contagem microbiana dos 6leos essenciais estudados, é possivel
pressupor que a eficacia dos 6leos ozonizados é superior em relagdo aos 0leos in
natura, pois o tempo necessario para diminuir a contagem microbiana utilizando os
Oleos essenciais ozonizados € menor que o tempo utilizado pelos Oleos in natura.

A variagdo da carga microbiana também foi avaliada para cada 6leo essencial
(tabela 5).
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Tabela 5. Médiatdesvio padrdo (Mediana) da variacdo percentual (%) da contagem

microbiana em relacao aos extratos avaliados.

Oleos essenciais (CFM in Tratamentos Valor P!
natura/CFM ozonizado) In natura Ozonizado

Coco (100%/50%) -72,1+31,1 (-84,9) -76,2+34,7 (-94,6) 0,625
Dendé (100%/3,1%) -66,8+40,9 (-88,3) -67,3+46,0 (-97,5) 0,537
Girassol (100%/50%) -69,4+35,2 (-82,1) -80,6+28,3 (-91,8) 0,063
Oliva (100%/100%) -92,4%5,7 (-92,3) -90,3+11,1 (-93,3) 0,839
Pequi (100%/100%) -95,624,1 (-96,2) -99,9+0,0 (-99,9) 0,056
Valor P 0,097 0,157

Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05. 2 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a
P<0,05.

A comparacao da variacdo da contagem microbiana entre os tratamentos in
natura e ozonizado resultou na auséncia de diferencas significativas (abordagem
longitudinal, em linha), ja que todos os valores P dos testes estatisticos resultaram
superiores a 0,05. Desse modo, independentemente do tratamento, a variacdo da
contagem microbiana foi estatisticamente semelhante.

Na comparacdo dos 6leos essenciais, restringindo o tratamento, verificou-se
auséncia de diferencas significativas (abordagem transversal, em coluna), pois todos
os valores P resultaram superiores a 0,05. Assim, independentemente do 6leo
essencial, ndo houve diferencas significativas na reducdo microbiana, ou seja, 0s
Oleos apresentaram comportamento semelhante em relacdo a reducdo da carga
microbiana.

Apesar da auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos, o 0leo de
pequi (95,6% de reducéo) foi o que apresentou maior média de reducdo microbiana
para o tratamento in natura, seguido do oOleo de oliva (92,4% de reducdo). Para o
tratamento in natura, o 6leo de dendé foi o que apresentou menor eficacia contra
Candida tropicalis (figura 33).

Para o tratamento ozonizado, o 6leo de pequi foi 0 que apresentou maior
reducdo média da carga microbiana (99,9% de reducéo), seguido do 6leo de oliva
(90,3% de reducdo). O 6leo de dendé ozonizado apresentou a menor eficacia dentre

0s Oleos ozonizados avaliados no estudo (figura 34).
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Figura 33. Intervalos de confianca da média para variacdo percentual da contagem
microbiana dos 0leos vegetais in natura. Circulos e quadrados indicam as médias e

as medianas da variacAo da contagem microbiana, respectivamente.
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Figura 34. Intervalos de confianca da média para variacdo percentual da contagem
microbiana dos 6leos essenciais ozonizados. Circulos e quadrados indicam as médias
e as medianas da variagcdo da contagem microbiana, respectivamente.
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Os dleos de pequi e oliva in natura apresentaram maior eficacia na inativacao
tanto de Candida albicans quanto de Candida tropicalis, sendo o 6leo de dendé o que
apresentou menor eficacia para ambos os microrganismos. No entanto os 6leos
ozonizados, dendé e pequi apresentaram maior eficdcia para Candida albicans, e
pequi e oliva apresentaram maior eficacia para Candida tropicalis. Menor eficacia foi
verificada para o 6leo de coco em relacdo a Candida albicans e o 6leo de dendé para
Candida tropicalis.

Os resultados evidenciaram a presenca de diferencas estatisticamente
significativas na comparacao dos 6leos essenciais in natura e ozonizado juntamente
com 0s microrganismos avaliados para os Oleos de dendé e pequi. Para os demais
Oleos essenciais ndo houve diferencas significativas na comparacdo da carga
microbiana (P>0,05).

Para o 6leo essencial de dendé foi possivel observar que a carga microbiana
foi significativamente superior para os 6leos in natura e ozonizado referente ao
microrganismo Candida tropicalis, evidenciando maior resisténcia deste
microrganismo ao efeito antimicrobiano do O6leo essencial. O fato de a carga
microbiana do microrganismo Candida albicans ter apresentado valores inferiores
mostra sua menor resisténcia ao efeito antimicrobiano do 6leo essencial. Sendo
assim, o oOleo essencial de dendé foi mais efetivo contra Candida albicans,
independentemente de ser in natura ou ozonizado.

Para o 6leo essencial de pequi foi possivel observar resultado contrario ao
observado no 6leo de dendé, visto que a carga microbiana foi significativamente
inferior para os 6leos essenciais in natura e ozonizado para Candida tropicalis, sendo
0 Oleo ozonizado o que apresentou maior efeito antimicrobiano para este
microrganismo. O fato de haver maior contagem microbiana para Candida albicans
pressupde que este Oleo essencial apresenta menor efeito contra este microrganismo,
sendo mais efetivo contra Candida tropicalis.

De uma forma geral, o 6leo essencial de dendé foi mais efetivo contra Candida
albicans, independentemente de ser in natura ou ozonizado; e o 6leo essencial de
pequi foi mais efetivo contra Candida tropicalis, sendo o ozonizado o que apresentou
maior efeito antimicrobiano.

A tabela 6 evidencia os resultados comparativos entre as cepas de Candida

albicans e tropicalis:
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Tabela 6. Médiatdesvio padrdo (Mediana) da carga microbiana para os 0leos essenciais in natura e ozonizados de acordo com 0s

microrganismos analisados.

Oleos essenciais Candida albicans Candida tropicalis Valor
(CFM in natura/CFM In natura Ozonizado In natura Ozonizado P!
0zonizado)

Coco (100%/50%) 8,8.10°+1,2.10° (1,8.10% 4,5.10°+8,0.10° (4,0.10%) 3,7.10°+6,8.10° (5,6.10%) 4,8.10°+8,1.10° (5,0.10%) 0,217
Dendé (100%/3,1%)? | 2,8.10°+8,2.10° (0,0) b 2,5.10°£7,4.10° (0,0) b 8,6.10°+1,2.10° (6,7.10% a | 9,4.10°+1,3.10° (7,7.10°%) a | 0,003
Girassol (100%/50%) | 1,0.10°+1,4.106 (2,1.10%) 6,1.10%+1,1.10° (1,4.10?) 3,7.10°+6,8.10° (7,0.10%) 4,2.10°+7,71.10° (6,8.10%) | 0,403
Oliva (100%/100%) 7,1.10°+1,3.10° (3,0.10% 3,8.10°+9,2.10° (3,1.10?) 6,6.10°+1,6.10° (2,0.10?) 6,2.10°+1,6.10° (2,3.10?) 0,505
Pequi (100%/100%)? | 8,1.10°+1,4.10° (3,4.10%) a | 4,1.10°+1,1.10° (1,3.10%) ab | 1,6.10°+4,7.10° (0,5.10%) bc | 7,6.10°+2,2.10° (0,0) c 0,004

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. 2 Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas pelo teste de comparacédo multipla de

Dunn a p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O uso de 6leos ozonizados na medicina ganhou importancia recentemente, por
seu reconhecido potencial antimicrobiano e pela disseminacdo mais frequente de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais. O composto derivado
da reagdo do Os com acidos graxos e outros substratos pode atuar como germicida,
imunoestimulante e agente de restauracdo tecidual. As atividades biologicas e a
estabilidade dos 6leos ozonizados permitem o desenvolvimento de formulagbes
padrdo que entregam os beneficios do Os, apoiadas por estudos pré-clinicos e
clinicos. A qualidade do 6leo ozonizado deve ser de suma importancia para seu uso
clinico, a fim de garantir sua eficicia e evitar toxicidade. A caracterizacao quimica e
fisica e os valores precisos de peroxidos (como indice de dosagem) serdo
considerados como critério de qualidade de uma preparacdo de 6Oleo ozonizado
medicinal. Atualmente, as principais aplicacdes do 0leo ozonizado sdo para uso
externo essencialmente em dermatologia, odontologia, oftalmologia e ginecologia,
porém existem evidéncias de efeitos imunoestimulantes, germicidas e reparadores
quando usado por via oral (MARTINEZ-SANCHEZ, 2021).

Mesmo quando o mecanismo de acéo exato do 6leo ozonizado néo é descrito,
h& muitas evidéncias pré-clinicas e clinicas de sua eficacia antimicrobiana e benéfica
na cicatrizacdo de feridas. O 6leo ozonizado apresenta atividade antimicrobiana para
Staphylococus aureus, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis. Em geral, o efeito letal do 6leo ozonizado é evidente quando
aplicado a cepas multirresistentes de Staphylococcus epidermis, S. aureus, também
quando aplicado a fungos do género Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum,
leveduras como Candida sp e protozoarios como Giardia lamblia (BOCCI, ZANARDI,
TRAVAGLI, 2011; KUME et al. 2021).

A eficicia dos Oleos de girassol, coco, pequi, oliva e dendé in natura e
ozonizado, no controle de Acinetobacter baumannii, foi observada por Silva e
Kozusny-Andreani (2021), contudo o 6leo de dendé in natura e ozonizado apresentou
as menores CIM (25% e 6,25%, respectivamente), quando comparado com os demais
Oleos avaliados. Os resultados obtidos na presente pesquisa evidenciaram atividade

antifangica dos o6leos de coco, pequi, oliva, dendé e girassol frente a Candida tropicalis
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(tabela 2). No entanto, o 6leo de dendé in natura e ozonizados apresentaram menor
CIM (12,5% e 1,6%, respectivamente), revelando a acao sinérgica do Os.

Crastechini et al. (2018), avaliaram a atividade antifangica in vitro do 6leo de
oliva ozonizado sobre as espécies Candida. O 6leo ozonizado mostrou atividade
antifangica in vitro contra todas as espécies de Candida, no entanto maiores
concentracfes foram necessarias para tropicalis, uma vez que para albicans e krusei
a CFM foi de 0,75%, enquanto que para tropicalis a CFM foi de 1,5%. A cepa de
Candida tropicalis ATCC 4563, utilizada na presente pesquisa, evidenciou ser menos
sensivel ao 6leos de oliva in natura e ozonizado, nesse caso as CFMs de ambos os
oleos foram de 100% (tabela 1). Entretanto, quando foi avaliada a capacidade de
reducdo das UFCs em funcéo do tempo verificou-se que os 6leos de oliva e de pequi,
ozonizados e in natura foram mais eficazes (Tabelas 3 e 5)

Celenza et al. (2020) avaliaram o Gleo vegetal ozonizado (Ozodrop, FB Vision)
contra Candida albicans, glabrata, krusei e orthopsilosis pelo método de microdiluicéo,
e todos os isolados de Candida foram considerados suscetiveis com valores de
concentragdo CIM variando de 0,195% a 6,25% concentracdes de 6leo ozonizado
diluido em 0,9% salina; até 70% das células foram inativadas ap6s 1 hora de
exposicao. Na presente pesquisa Candida albicans e tropicalis foram suscetiveis a
todos os 6leos vegetais ozonizados (tabela 1). Entretanto, a CIM obtida para Candida
albicans foi variou entre 1,6% e 12,5%, valores semelhantes aos obtidos por Celenza
et al. (2020), por sua vez a inativacdo de Candida tropicalis foi obtida em
concentracfes que variaram entre 25% e 100%, exceto para o 6leo de dendé
ozonizado com CIM de 6,25%.

De acordo com Tara et al. (2016) as infec¢des vulvovaginais causadas por
Candida spp séo as infecgbes mais comuns dos sistemas genitais femininos. Devido
a terapia prolongada necessaria para Candida spp e sua resisténcia aos tratamentos
convencionais, 0s 0leos vegetais ozonizados oferecem algumas vantagens na
cicatrizagdo de infecgbes fungicas, incluindo baixo custo e auséncia de efeitos

colaterais, consequentemente, ha um beneficio significativo para a saude humana.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a mentodologia utilizada e pelos resultados obtidos pode concluir-se
que:
- Os 6leos vegetais de girassol, coco, dendé, pequi e oliva, in natura e ozonizados
inativaram Candida tropicalis e Candida albicans.
- Os Oleos in natura de dendé, girassol e coco in natura apresentaram concentracdes
inibitérias e fungicidas minimas superiores aos 6leos ozonizados, enquanto que os de

oliva e de pequi ndo apresentaram diferencas.

-Em relacdo a capacidade de redugdo das unidades formadoras de colénias em
funcao do tempo verificou-se que os 6leos de oliva e de pequi, ozonizados e in natura

foram mais eficazes.

-Pelos resultados os O6leos vegetais apontam a possibilidade de utilizagdo na

terapéutica de Candida tropicalis e Candida albicans.
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