UFPEL 2024

4 10° SIIEPE , , )
‘};"' BN NTEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS OZONIZADOS DE
GIRASSOL E OLIVA CONTRA Sporothrix spp.

VITORIA XAVIER CABRAL!; TATIELEN HERNANDEZ SEVERO? LUCIELE
PEREIRA DE MELO?3; CAROLINE QUINTANA BRAGA?% DANIELA ISABEL
BRAYER PEREIRA® SERGIO JORGE®

lUniversidade Federal de Pelotas, FaVet, Laboratério ClinPet — vitoriaxc@hotmail.com
2Universidade Federal de Pelotas, FaVet, Laboratério ClinPet — tatihsevero@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas, IB, Laboratério de Micologia — lucielemelo.96 @gmail.com
4Universidade Federal de Pelotas, I1B, Laboratério de Micologia — carolinegbraga@hotmail.com
5Universidade Federal de Pelotas, 1B, Laboratério de Micologia — danielabrayer@gmail.com
6Universidade Federal de Pelotas, FaVet, Laboratério ClinPet — sergiojorgevet@hotmail.com

1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca causada pelo fungo Sporothrix spp., descrita
em diversas espécies animais, entretanto, os felinos domésticos sdo os mais
acometidos (RODRIGUES et al., 2020). E uma zoonose de distribuicio mundial, no
Brasil hA um aumento exponencial de casos relatados de esporotricose felina e
humana, principalmente na regido Sudeste e Sul do pais. No Rio Grande do Sul,
as cidades de Pelotas e Rio Grande lideram a lista com maiores numeros de
diagndstico (RAMIREZ-SOTO et al., 2018; MICHELON et al., 2019; GREMIAO et
al., 2020; GREMIAO et al., 2021).

O tratamento dessa zoonose em felinos, segundo PEREIRA et al. (2009), é
realizado com antifingicos sistémicos, sendo o de primeira escolha o itraconazol,
mas também pode ser administrado cetoconazol ou terbinafina, podendo associar
com anfotericina B e iodetos. De acordo com GREMIAO et al. (2021), a criocirurgia,
termoterapia e retirada cirdrgica também podem ser utilizadas. O tratamento é
longo, persistindo por varios meses, portanto, o prognéstico da doenca depende da
adesdo dos tutores a prescricdo e ao tempo de uso correto. Na rotina clinica ha
cada vez mais casos refratarios e resistentes ao tratamento com itraconazol,
conforme relatado por NAKASU et al., (2020).

A ozonioterapia, de acordo com ANZOLIN, SILVEIRA-KAROSS, BERTOL
(2020) é uma prética integrativa utilizada em diversas enfermidades, que consiste
no uso de oz6nio. O interesse nessa pratica se da devido ao alto poder oxidante
existente nessa molécula. Possui varias formas de aplicacdo no paciente, inclusive
topica por meio de Oleos ozonizados. O emprego de 0leos ozonizados na medicina
veterinéria produz bons resultados na cicatrizacéo de les@es, infec¢des fungicas e
bacterianas, entre outras utilizagdes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar qualitativamente a atividade
antifingica nos 6leos ozonizados de oliva e girassol frente isolados de Sporothrix

Spp.
2. METODOLOGIA

Os isolados de Sporothrix spp. (n=3) utilizados para os testes de
suscetibilidade in vitro foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Micologia, 1B
da UFPel e foram isolados de: felino (1), bovino (1) e canino (1) naturalmente
infectados por esporotricose na regido de Pelotas - RS. Os isolados clinicos foram
identificados por suas caracteristicas macro e micromorfolégicas. Dessas, duas
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amostras foram classificadas quanto a espécie por PCR, sendo Sporothrix
brasiliensis, enquanto uma ainda néo foi encaminhada para PCR até o momento
desde relato.

Os oleos ozonizados de girassol (OG) e oliva (OO) foram adquiridos da
empresa Philozon ®. As especifica¢des fisico-quimicas de ambos os 6leos foram
fornecidas pela empresa fabricante.

Os ensaios foram realizados conforme descrito por SOUZA et al. (2022).
Foram utilizadas placas de Petri contendo Sabouraud Dextrose Agar (Kasvi®) e
cada placa foi dividida em duas partes iguais (A e B), onde A correspondeu ao 6leo
ozonizado de girassol e o B controle; outra placa onde A correspondeu ao 6leo
ozonizado de oliva e B controle; e uma terceira placa onde A correspondeu ao 6leo
ozonizado de girassol e B ao 6leo ozonizado de oliva. Um bloco medindo
aproximadamente 1lcmxlcm de diametro foi obtido a partir das culturas
previamente preparadas de Sporothrix spp. e imediatamente depositado na
superficie do agar na placa no local do controle. Nos locais de tratamento
(tratamento com OG e OO0), primeiramente foi adicionado 25uL de cada 6leo a ser
testado e sobre o 6leo foi colocado outro bloco de cultura de Sporothrix spp., por
fim, foi adicionado mais 25uL dos 6leos por cima do bloco.

Os ensaios foram realizados em duplicata e todas as placas foram mantidas
a 24°C por sete dias, para obter a forma micelial do fungo. A leitura qualitativa levou
em consideracao o crescimento do fungo a partir do bloco.

A fim de avaliar se a acéo dos 6leos foi fungicida ou fungistatica, um novo
ensaio foi realizado onde os blocos foram transferidos para placas de Petri
contendo Sabouraud Dextrose Agar (Kasvi®) e Brain Heart Infusion Agar (Kasvi®).
As placas de BHI foram incubadas em estufa a 37°C, enquanto as de Sabouraud
foram mantidas em temperatura ambiente a 24°C por sete dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o presente estudo realizado foi possivel identificar que o uso dos 6leos
ozonizados de oliva e girassol inibiram o crescimento do fungo na forma micelial
em todas as amostras testadas, ndo tendo diferencas observadas entre os 6leos.
Os controles positivos de ambos, sem nenhum tipo de tratamento, tiveram seu
crescimento normal, conforme o esperado. Por outro lado, nas amostras tratadas
com os 6leos néo foi observado o crescimento do fungo (Figura 1).

Figura 1 A e B: Ensaios de suscetibilidade in vitro sobre isolados Sporothrix
spp. A: acao do 6leo ozonizado de girassol; C controle positivo, com crescimento
fungico e OG tratamento com inibicdo do crescimento. B: acdo do 6leo ozonizado
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de oliva; C controle positivo, com crescimento fangico e OO tratamento com
inibicdo do crescimento.

Os achados neste experimento estdo de acordo com SOUZA et al. (2022),
que demostram uma importante atividade antifiingica in vitro do 6leo de girassol
ozonizado contra isolados de Sporothrix spp. Em outro experimento realizado por
BRAGA et al. (2024), com Pythium insidiosum utilizando éleo de girassol e 6leo de
girassol ozonizado relatam que o 6leo ozonizado produziu efeito anti-Pythium mais
potente, comparado ao outro.

Na segunda etapa do experimento realizado com o objetivo de identificar qual
a atividade dos 6leos, nao foi constatada a acéo fungicida de nenhum dos dleos,
visto que apesar do fungo nao ter se desenvolvido a partir do fragmento aplicado
na placa de Petri com o meio de Sabouraud e BHI, ao analisar diretamente o bloco
ainda foi possivel visualizar as coldnias, sugerindo que ndo ocorreu uma atividade
fungicida. A agéo fungistatica encontrada nesse experimento, esta consoante com
os dados encontrados por GUERRER et al. (2012), que demonstram em sua
pesquisa que o 6leo ozonizado é capaz de inibir o crescimento de diversos fungos
causadores de micose de unha em humanos, possuindo efeito fungistatico.

Conforme descrito por NAKASU et al. (2020), os casos em que o fungo esta
resistente ao tratamento medicamentoso estdo cada vez mais frequentes. 1Sso
deve-se ao fato de que as leveduras sdo capazes de sofrer pequenas mutacdes
em seu componente celular, principalmente modificacfes nos niveis de ergosterol
das membranas, o que diminui a acao terapéutica, uma vez que esse € o local alvo
do medicamento (FLAIR, 2014; BLAIR et al., 2015). Nesse estudo identificamos
que os Oleos ozonizados possuem uma importante acdo fungistatica contra o S.
brasiliensis, podendo ser associado ao tratamento convencional, entretanto,
precisa-se esclarecer melhor os mecanismos de acéo dos 6leos ozonizados, além
de utilizar microscopia eletrbnica para averiguar o efeito causado na parede celular
fungica.

4., CONCLUSOES

A atividade antifingica dos 6leos ozonizados de girassol e oliva observada
neste experimento indicam que esses compostos possuem efeito fungistatico frente
aos isolados de Sporothrix spp., podendo ser aliados a uma terapia integrativa nos
casos de esporotricose.

No entanto, mais estudos s&o necessarios, utilizando maior nimero de
isolados clinicos para avaliar a concentracao inibitéria e fungicida minima desses
compostos, além de avaliar a resposta do uso direto dos 6leos em lesdes clinicas
de pacientes.
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