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Resumo

Introdugdo: As dermatofitoses sao enfermidades causadas por fungos filamentosos do
grupo dos dermatofitos, sao as micoses cutaneas mais frequentes e relevantes em
animais de producao. Objetivo: Avaliar a eficacia in vitro de 6leos ozonizados no controle
de agentes causadores da dermatofitose bovina. Metodologia: Foram utilizadas cepas de
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton verrucosum isoladas de bovinos
naturalmente infectados. Apds reidentificacao microbioldgica, os fungos foram
cultivados em agar Sabouraud e inoculados, por meio de discos miceliais de 0,5 cm, em
placas contendo o mesmo meio suplementado com o6leos ozonizados comerciais (oliva,
coco e girassol) nas concentracdes de 2,5%, 5%, 7,5% e 10%. As placas foram incubadas a
25 °C em BOD, com avaliacao diaria do crescimento micelial em dois sentidos
perpendiculares. Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey a 5% de
significancia. Resultados: Observou-se efeito fungistatico significativo com os trés oleos
ozonizados na concentracao de 10%, frente as duas espécies testadas, apos 72 horas de
contato. Conclusao: Os dleos ozonizados demonstraram potencial para o controle de
dermatofitos in vitro. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para explorar outras
concentracoes €, principalmente, validar a eficacia e seguranca do uso topico por meio
de testes in vivo.

Palavras-chave: Tratamento alternativo; Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
verrucosum, Saude publica.
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Abstract

Introduction: Dermatophytoses are diseases caused by filamentous fungi from the
dermatophyte group and are the most common and relevant cutaneous mycoses in
production animals. Objective: To evaluate the in vitro efficacy of ozonated oils in
controlling the causative agents of bovine dermatophytosis. Methodology: Strains of
Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton verrucosum isolated from naturally
infected cattle were used. After microbiological reidentification, the fungi were cultured
on Sabouraud agar and inoculated using 0.5 cm mycelial discs into plates containing the
same medium supplemented with commercial ozonated oils (olive, coconut, and
sunflower) at concentrations of 2.5%, 5%, 7.5%, and 10%. The plates were incubated at 25 °C
in a BOD incubator, with daily evaluation of mycelial growth in two perpendicular
directions. The results were analyzed by ANOVA and Tukey's test at a 5% significance
level. Results: A significant fungistatic effect was observed with all three ozonated oils at
the 10% concentration against both tested species after 72 hours of exposure. Conclusion:
Ozonated oils demonstrated potential for in vitro control of dermatophytes. However,
further studies are needed to explore other concentrations and, most importantly, to
validate the efficacy and safety of topical use through in vivo testing.

Key words. Alternative treatment; Public Health: Trichophyton mentagrophytes;
Trichophyton verrucosum.
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1. Introdugao animais. Em  bovinos, a  espécie
Trichophyton verrucosum ¢é a principal
responsavel pela enfermidade, com
menor incidéncia de Trichophyton
mentagrophyton'?. Mesmo sadios, ©
tegumento de bovinos pode apresentar
elevada diversidade de fungos
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As dermatofitoses sao infeccdes fungicas
cutaneas causadas por fungos
filamentosos dos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, sao as
micoses Mmais frequentes e relevantes em
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filamentosos potenciais causadores de
dermatofitoses’.

Mesmo a doenca apresentando baixas
taxas de mortalidade, ela é considerada
um grave problema, tanto para saude
publica devido ao seu potencial
zoonotico, como também pelas perdas
econdmicas ocasionadas na
bovinocultura, assim como seus elevados
custos com o tratamento®. As lesdes
cutaneas resultantes podem desvalorizar
o couro, afetando negativamente a
industria. Além disso, a diminuicao na
produtividade dos animais infectados
contribui  para perdas econdmicas
adicionais >®.

Dados epidemiologicos indicam que as
dermatopatias correspondem a 3,5% das
doencas diagnosticadas em ruminantes,
com 13,88% dessas atribuidas a causas
infecciosas e parasitarias, incluindo
dermatofitoses’. Animais jovens ou
submetidos a elevados niveis de estresse,
por serem estes portadores de baixa
resposta imunoloégica, sao o0s mais
propensos a adquirir a enfermidade®.
Principalmente nestes, a queda de
produtividade, generalizacao do quadro
clinico da doenca e diminuicao do peso
corporal sdo os indicios de perda
econdmica mais acentuados'.

A crescente resisténcia dos dermatofitos
aos antifungicos convencionais ressalta a
necessidade de novas estratégias de
controle®. A ozonioterapia surge como
uma alternativa promissora, devido ao
alto potencial oxidativo do ozbnio, eficaz
contra  bactérias, virus, fungos e
protozoarios". Além disso, também
possui capacidade de se difundir para os
tecidos, causando vasodilatacao,
estimulando o fluxo sanguineo para os
tecidos, o qgue conseguentemente
aumentara a disponibilidade de
nutrientes, oxigénio e de componentes
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imunologicos ao local afetado pelo
patdgeno™.

O o0zobnio, quando aplicado topicamente,
POSsuUi acao antisséptica e estimula a
cicatrizacao de lesdes cutaneas®. Estudos
recentes demonstram a eficacia de oleos
essenciais ozonizados, como o0s de

Cinnamomum cassia, Eugenia
caryophyllata e Cymbopogon
winterianus, no controle in vitro de
Trichophyton mentagrophytes,

sugerindo seu potencial terapéutico
contra dermatdfitos®. Como principal
forma topica de utilizacao do ozoénio,
utiliza-se o o6leo ozonizado, por possuir
acao antimicrobiana, e os mais utilizados
sdo o de girassol e oliva'®. Assim, diante
do exposto, esta pesquisa teve por
objetivo avaliar a eficacia comparativa
dos dleos ozonizados de oliva, coco e
girassol, em diferentes concentracoes, Nno
controle in vitro de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton
verrucosum.

2. Metodologia

Foram selecionadas duas espécies de
dermatofitos: Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton
verrucosum, previamente isoladas de
bovinos com  sinais  clinicos de
dermatofitose em propriedades rurais da
regiao Noroeste do estado de Sao Paulo.
As amostras estavam armazenadas no
banco de fungos do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Brasil —
Campus Fernandopolis.

Para garantir a pureza e autenticidade
das cepas, os fungos foram submetidos a
novo  processo de  reativacao e
identificacao morfoldgica. Fragmentos
das culturas foram inoculados em meio
Agar Sabouraud Dextrose e incubados
em estufa do tipo BOD a 25°C por sete
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dias. A identificacao foi realizada por
meio de exame macroscopico das
colénias (observacao do anverso e do
reverso) e exame microscopico apos
coloracao com lactofenol azul de
algodao. Uma gota do corante foi
colocada sobre uma ladmina de vidro,
seguida de um fragmento da colbnia,
gue foi coberta com laminula. As
estruturas fungicas foram observadas
em microscopio optico com aumento de
400x para confirmacao das
caracteristicas morfolégicas tipicas das
espécies.

Foram utilizados o6leos  ozonizados
comerciais (Ozonebalm®) de oliva,
girassol e coco. Cada dleo foi
armazenado em frascos ambar a 8°C,
conforme recomendacdes do fabricante,
para preservacao das propriedades fisico-
guimicas e garantir a estabilidade dos
compostos ozonizados. A autenticidade
dos produtos foi verificada mediante lote
e certificacao de origem.

Para a avaliacao da atividade antifungica,
0s Oleos ozonizados foram testados nas
concentracdes de 2,5%, 5%, 75% e 10%,
diluidas em 200 mL de meio Agar
Sabouraud ainda liquido
(aproximadamente 45°C) e vertidas em
placas de Petri estéreis, preparadas em
triplicata. A escolha das concentracoes
testadas baseou-se em estudos prévios
gue demonstraram eficacia antifungica
significativa de o¢leos ozonizados nessa
faixa de diluicao, além de representar
doses viaveis para aplicacao topica em
futuros testes in vivo.

Foi utilizado um controle negativo
composto por placas contendo apenas o
meio de cultura, sem adicao de Ooleo
ozonizado, para garantir que eventuais
efeitos  fungistaticos ou fungicidas
observados  fossem exclusivamente
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atribuiveis aos 6leos testados.

Apos solidificacao do meio e um periodo
de estabilizacao de 2 horas, foi realizada a
inoculacao dos fungos. Discos miceliais
de 0,5 cm de didmetro, retirados das
bordas de colbnias ativas, foram
transferidos para o centro de cada placa.
As placas foram entdo incubadas a 25°C
em BOD.

O crescimento micelial foi avaliado,
diariamente, medindo-se o didmetro
meédio das coldnias em dois eixos
perpendiculares, utilizando régua
milimetrada. As mensuracdes foram
realizadas até que as colbnias do grupo
controle ocupassem cerca de 2/3 do
diametro da placa, com a possibilidade
de prolongamento do tempo de
incubacao ate 15 dias, caso fosse
observada taxa de crescimento lenta,
permitindo uma analise mais robusta e
completa do comportamento das cepas
frente aos 6leos ozonizados.

Todos os dados obtidos foram
organizados em planilhas eletrénicas e
submetidos a analise estatistica por meio
de analise de variancia (ANOVA). As
meédias foram comparadas pelo teste de
Tukey, adotando-se nivel de significancia
de 5%.

3. Resultados

Os resultados do teste de suscetibilidade
de Trichophyton mentagrophytes aos
Oleos ozonizados demonstraram efeito
fungistatico progressivo ao longo do
tempo, especialmente nas
concentracdes mais elevadas. A Tabela 1
apresenta os valores médios de
crescimento micelial (cm) apods 24, 48 e
72 horas de incubacao.
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Tabela 1- Anélise do crescimento micelial (cm) de Trichophyton mentagrophytes
frente a Oleos ozonizados em diferentes concentracoes.

Trichophyton mentagrophytes

24 horas 48 horas 72 horas
OLEO OZONIZADO 25% 5% 75% 10% 25% 5% 75% 10% 25% 5% 75% 10%
COCO 08 08 077 07 2,1 19 18 18 36 34 33 3
GIRASSOL 09 09 08 08 23 23 22 22 36 36 35 3,5
OLIVA 09 08 08 08 24 23 22 2,1 38 377 35 3,3

TESTEMUNHA 2 12 12 12 27 27 27 27 41 41 4] 4.1

Na concentracao de 10%, os oleos de conforme ilustrado na Figura 1. Entre os
coco, girassol e oliva apresentaram trés, o 6leo de coco demonstrou o maior
reducao significativa do crescimento do efeito inibitério apds 72 horas (3,0cm
fungo em relacao ao controle (sem oleo), contra 4,1 cm do controle).

Figura 1- Crescimento micelial de T. mentagrophytes frente aos 6leos ozonizados (10%)

A Figura 2 destaca o crescimento mentagrophytes frente ao dleo de coco
micelial de Trichophyton Nna concentracao 10% apos 72 horas.

Figura 2 - Crescimento micelial de Trichophyton mentagrophytes frente ao 6leo de coco
Nna concentracao 10% apos 72 horas.
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A Tabela 2 apresenta os valores de testemunha, indicando diferencas

significancia estatistica (Teste de Tukey) significativas em todos os tempos
entre 0s Oleos ozonizados e a avaliados (p < 0,05).
Tabela 2 - Diferenca estatistica do crescimento micelial (cm) de Trichophyton
mentagrophytes frente a oleos ozonizados com 10% de concentracao.
OLEO OZONIZADO 24 horas 48 horas 72 horas
1-4 0,0140 0,0013 0,0003
2-4 0,0472 0,0408 0,0127
3-4 0,0313 0,0227 0,0010

1: Coco; 2: Girassol; 3: Oliva; 4: Testemunha
* diferem estatisticamente entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05)

No caso de Trichophyton verrucosum, resultados estao sumarizados na Tabela
observou-se padrao semelhante. Os 3.

Tabela 3 - Analise do crescimento micelial (cm) de Trichophyton verrucosum frente aos
Oleos ozonizados em diferentes concentracoes.

Trichophyton verrucosum

24 horas 48 horas 72 horas

OLEO OZONIZADO 25% 5% 75% 10% 25% 5% 75% 10% 25% 5% 75% 10%

COCO 12 1 09 09 26 25 24 23 4 39 37 35
GIRASSOL 13 13 12 12 27 27 26 26 4 4 4 39
OLIVA 13 12 1] 11 26 25 25 24 4 4 39 38
TESTEMUNHA 1,6 16 16 16 3] 31 3] 31 45 45 45 45
Na concentracao de 10%, os oOleos de Figura 3. A maior inibicdao foi registrada
coco, girassol e oliva também também com o déleo de coco a 10%, que
apresentaram reducao significativa do apresentou crescimento de 35 cm apds
crescimento do fungo em relacao ao 72 horas, em comparagao com 4,5 cm da
controle, conforme apresentado na testemunha.
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Figura 3 - Crescimento micelial de T. verrucosum frente aos 6leos ozonizados (10%).

Os oleos ozonizados de coco, girassol dermatofito Trichophyton
e oliva, na concentracao de 10% verrucosum conforme dados da
tambéem apresentaram efeito Tabela 4 e Figura 44.

fungistatico significativo frente ao

Tabela 4 - Diferenca estatistica do crescimento micelial (cm) de Trichophyton
verrucosum frente a oleos ozonizados com 10% de concentracao.

OLEO OZONIZADO 24 horas 48 horas 72 horas
1-4 0,0000 0,0001 0,0000
2-4 0,0002 0,0020 0,0014
3-4 0,0000 0,0002 0,0002

1: Coco; 2: Girassol; 3: Oliva; 4: Testemunha
* diferem estatisticamente entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

TESTEMUNHA [ \ TRATAMENTO P78
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Figura 4 - Crescimento micelial de Trichophyton verrucosum frente o6leo de coco

ozonizado na concentracao 10% em 72 horas

Discusséo

A dermatofitose bovina e
frequentemente causada pelos fungos
Tricophyton mentagrophytes, T.

verrucosum e M. gypseum®, por isso, a
escolha dos agentes desta pesquisa.

Outras pesquisas ja relataram efeitos de
Oleos essenciais frente aos dermatdfitos
estudados, como acao do oleo de
Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.,
Eucalyptus, Salvia rosmarinus,
Cinnamomum verum, Syzygium
aromaticum, Mentha'®?.

Estudos recentes tambem reforcam a
eficacia e seguranca do uso topico de
6leos ozonizados. Fathallah et al#
demonstraram, em modelo in vivo com
ratos, que o d6leo de girassol ozonizado
promove cicatrizacao eficiente com
minima toxicidade local. Khalil et al?
avaliaram a seguranca do uso topico
prolongado desses o6leos e  nao
observaram efeitos adversos relevantes.
Além disso, Lopez et al.?* evidenciaram a
eficacia clinica em caes com dermatites
superficiais, sem reacodes colaterais, 0 que
corrobora a viabilidade do uso
veterinario.

A acao positiva do oleo de girassol com
relacao a inibicao do crescimento dos
dermatofitos analisados pode estar
relacionada a grande concentracao de
acidos graxos ndo saturados que ele
possui, principalmente o acido linoleico,
CUja acao positiva para cura de feridas na
pele e dermatofitoses cutaneas ja foi
relatada®. Além disso, o ozdnio possui
capacidade de promover a oxidacao das
paredes celulares das membranas
citoplasmaticas dos dermatofitos,
potencializando a acao do oleo frente a
estes microrganismos e sem promover
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resisténcia do patdégeno®.

Moureu et al?’ evidenciaram também o
efeito antibacteriano do 6leo de girassol
ozonizado contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Streptococcus
uberis. Assim como Rensi et al®
evidenciaram efeito bactericida sobre
cepas de Propionibacterium acnes.

O oleo de oliva ozonizado, em pesquisa
realizada por Elshinawy et al?,
apresentou efeito antimicrobiano contra
espécies de bactérias Gram positivas,
inclusive demonstrando a capacidade de
inibicao da formacao de biofilmes e a
aderéncia microbiana a fibroblastos, sem
apresentar efeitos citotdoxicos graves nas
células humanas.

Em contrapartida, Pietrocola et al*°
afirmaram que o 6leo de oliva ozonizado
nao foi eficaz contra microrganismos
Gram  positivos. Desta forma, fica
evidente que a composicao dos oleos e a
condicao de ozonizacao devem ser
levadas em consideracao pois pode
ocorrer diferencas entre a producao de
compostos antimicrobianos
promovendo maior ou menor
potencializacao de sua acao frente ao
microrganismo testado®2,

A eficacia do oleo de coco tambem foi
relatada in vitro frente a Candida spp,
Propionibacterium acnes?®*?.

Acredita-se que o efeito positivo dos
Oleos essenciais ocorreu devido a sua
forma de acao frente aos fungos, pPois
estes destroem a parede celular e a
membrana citoplasmatica, inibem a
sintese de DNA, RNA e proteinas,
promovendo acao semelhante aos
antifUngicos de acdo topica* .

Os resultados obtidos mostraram que o
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efeito  bactericida foi maior em
concentracdes mais elevadas de ozonio.
Estudos conduzidos por Nogales et al*¢ e
Tormin et al®, apontaram resultados
semelhantes ao do presente estudo.

Desta maneira, o ozbnio pode ser
considerado uma alternativa terapéutica,
pois possui capacidade de inativar
microrganismos, dentre eles esporos
fungicos, em baixas concentracoes e em
baixo tempo de exposicao™.

Apesar dos resultados promissores
observados neste estudo, & importante
destacar algumas limitacdes que devem
ser consideradas. A pesquisa foi
conduzida exclusivamente in vitro, o que
ndao permite inferir diretamente a
eficacia dos Oleos ozonizados em
condicoes clinicas nos animais afetados.
Além disso, nao foram avaliadas variaveis
como tempo ideal de exposicao, e
frequéncia de aplicacao, fatores que
podem interferir na eficacia e seguranca
do uso desses Oleos na pratica
veterinaria.

No que se refere aos mecanismos de
acao, os Oleos ozonizados atuam por
meio da geracao de espécies reativas de
oxigénio, como o ozoneto e peroxidos,
qgque afetam a integridade  das
membranas celulares microbianas, além
de alterar estruturas intracelulares
essenciais, como proteinas e acidos
nucleicos®. Essa acao € potencializada
pela composicao lipidica dos Oleos
utilizados como veiculos, como o dleo de
girassol e o oleo de oliva, que contém
acidos graxos insaturados susceptiveis a
ozonizacao®. No entanto, essas mesmas
propriedades podem gerar subprodutos
reativos que, em certas concentracoes,
podem causar reacdes adversas como
irritacdes cutaneas ou desequilibrios na
microbiota natural da pele dos animais®.
Portanto, é fundamental que futuros
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estudos explorem nao apenas a eficacia,
mas também a toxicidade e os efeitos
colaterais do uso prolongado desses
compostos.

Do ponto de vista econdbmico, o uso de
6leos ozonizados pode representar uma
alternativa viavel aos antifungicos
convencionais, especialmente em
contextos de producao pecuaria de baixo
custo. Esses produtos podem ser
produzidos localmente, reduzindo a
dependéncia de insumos importados e
0s custos com tratamentos veterinarios,
aléem de minimizar perdas decorrentes
do descarte de produtos ou queda de
produtividade dos animais afetados.
Além disso, a aplicacdao de terapias
topicas com menor impacto ambiental,
como os 6leos ozonizados, alinha-se as
exigéncias crescentes de
sustentabilidade na agropecuaria, uma
vez que nao deixam residuos toxicos No
ambiente e apresentam menor risco de
inducao de resisténcia microbiana.

5. Conclusdes

Conclui-se que os o6leos ozonizados de
coco, girassol e oliva, na concentracao de
10%, apresentaram efeito fungistatico
frente aos dermatofitos Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton
verrucosum. Esses resultados indicam o
potencial uso desses oleos como
alternativa ou complemento  aos
tratamentos convencionais da
dermatofitose bovina causada por esses
agentes etiologicos.

Recomenda-se, para aplicacao pratica,
gue esses Oleos sejam inicialmente
utilizados como terapia topica em lesdes
cutaneas superficiais, respeitando
cuidados com a concentracao e
frequéncia de aplicacdo, de modo a
evitar possiveis reacdes adversas. Alem
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disso, € aconselhavel que a escolha do
oleo base leve em conta a
disponibilidade local e o custo-beneficio.

Ressalta-se, no entanto, a necessidade de
realizacao de ensaios in vivo para
confirmar a eficacia observada in vitro,
avaliar a seguranca do uso prolongado
Nnos animais e estabelecer protocolos de
aplicacao adequados as condicdes de
campo. Tais estudos sao fundamentais
para validar o wuso clinico desses
compostos na  pratica  veterinaria,
especialmente em sistemas de producao
pecuaria de baixo custo e com foco em
sustentabilidade.
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