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ARTICLE INFO  ABSTRACT 
 
 

A esporotricose é uma micose subcutânea causada por Sporothrix schenckii, um fungo dimórfico 
muito disperso na natureza, especialmente em climas temperados e tropicais. Objetivou-se nesta 
pesquisa avaliar a eficácia dos óleos de girassol, oliva e dendê in natura e ozonizados no controle 
in vitro de Sporothrix schenckii ATCC 16345. Para avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos 
foi utilizada a linhagem padrão de Sporothrix schenckii ATCC 16345. Os óleos foram ozonizados 
por meio de um gerador corona. Para a avaliação da concentração inibitória mínima (CIM), 
diluições seriadas dos óleos foram preparadas em placas de microdiluição com 96 poços. A 
seguir, acrescentados 0,05L da suspensão padronizada (106 células viáveis mL-1) da linhagem de 
S. schenckii.  Avaliação foi realizada após incubação a 28oC por 24h. Verificou-se que todos óleos 
apresentaram atividade antifúngica. Os óleos de girassol e de dendê ozonizados apresentaram a 
menor CIM (6,25% e 12,5%, respectivamente) e a menor CFM (12,5%), para os demais óleos os 
valores variaram entre 25% a 100%. Os óleos vegetais in natura e ozonizados representam uma 
abordagem interessante do ponto de vista farmacêutico para o manejo de uma variedade de 
patologias em humanos e animais. 
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INTRODUCTION 
 
A esporotricose é uma infecção micótica granulomatosa 
crônica causada por Sporothrix schenckii, um saprófito comum 
do solo, madeira em decomposição, feno e musgo esfagno, que 
é endêmico em áreas tropicais / subtropicais. Os estudos 
filogenéticos recentes delinearam a distribuição geográfica de 
várias espécies distintas de Sporothrix causando esporotricose 
(Mahajan, 2014; Bonifaz e Tirado-Sánchez, 2017).   Com a 
invasão da derme e do tecido subcutâneo, a doença pode 
evoluir de forma localizada ou mesmo generalizar-se ou, como 
é mais comum, pode ocorrer evolução para uma forma 
cutâneo-linfática. Há outras manifestações clinico-patológicas 
menos frequentes e, dentre elas deve-se destacar a forma 
respiratória que pode ser adquirida pela inalação de propágulos 
fúngicos eliminados por animais mediante espirros provocados 
por lesões nasais (Rosa et al., 2005, Tortora et al., 2017). O 
gênero Sporothrix é classificado como dimórfico, ou seja, 
apresentando-se na forma filamentosa em ambientes com  

 
temperaturas em tomo de 28 °C e na forma leveduriforme 
quando estão em temperaturas em tomo de 37 °C (Mora-
Montes, 2018).  A pigmentação das colônias é bem variável: 
no início são brancas ou cremes, mas tornam-se amarelas, 
marrom-escuro, cinza-escuro ou frequentemente negras. As 
colônias dificilmente são flocosas ou algodonosas (Menezes e 
Silva et al., 2006). As espécies patogênicas de Sporothrix têm 
a capacidade de produzir colônias pigmentadas por meio da 
produção de melanina (Romero-Martinez et al., 2000, Tortora 
et al., 2017). As melaninas têm se mostrado importantes 
fatores de virulência em vários fungos, incluindo a proteção 
dos fungos das condições adversas encontradas durante o 
parasitismo devido à resposta imune do hospedeiro, assim com 
a proteção contra drogas antifúngicas (Taborda et al., 2008). 
Para o tratamento da esporotricose é recomendado o uso de 
itraconazol. Anfotericina B é usado inicialmente para o 
tratamento de doença sistêmica grave, durante a gravidez e em 
pacientes imunossuprimidos até a recuperação, em seguida, 
seguido por itraconazol para o resto da terapia.  
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A terbinafina, antifúngico do grupo das alilaminas, foi 
considerada eficaz no tratamento da esporotricose cutânea, não 
demonstrando problemas de resistência frente ao agente, além 
de efeitos tóxicos reduzidos quando comparado ao itraconazol 
(Coskun et al., 2004; Mahajan, 2014). A quimiorresistência de 
patógenos microbianos tem se tornado um fenômeno mundial 
preocupante e a mortalidade global de pacientes que sofrem de 
infecções microbianas está aumentando regularmente 
(Woodhouse e Farrar, 2014). O uso inadequado de 
antimicrobianos também pode promover a seleção de 
elementos de resistência pré-existentes. Portanto, mesmo o uso 
bem fundamentado de compostos antibacterianos e 
antifúngicos pode ser insuficiente para prevenir a aquisição de 
resistência, e novos conceitos e técnicas são necessários para 
gerenciar patologias microbianas (Reardon, 2014; Shor e 
Perlin, 2015). A busca por um amplo espectro de agentes 
antimicrobianos que possam evitar a resistência ao mesmo 
tempo em que mantêm efeitos colaterais razoáveis fez com que 
os óleos ozonizados experimentassem um aumento de 
interesse científico e de aplicações clínicas. O tratamento de 
óleos vegetais com ozônio leva à criação de um reservatório de 
ozônio que é liberado lentamente na pele, graças ao fato de que 
o ozônio pode ser mantido como ozonídeo de ácidos graxos 
insaturados (Ugazio et al., 2020). Segundo Borrelli e Bocci 
(2018) tem se mostrado muito eficaz e absolutamente atóxico 
quando usado em dosagens que induzem apenas um estresse 
oxidativo. Neste contexto, objetivou-se nesta pesquisa avaliar 
a eficácia de óleos in natura e óleos ozonizados no controle in 
vitro de Sporotrix schenckii ATCC 16345. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Linhagem e meios de cultivo: Para avaliar a atividade 
antimicrobiana dos óleos in natura e óleos ozonizados, se 
utilizou a linhagem padrão de Sporothrix schenckii ATCC 
16345 (American Type Culture Collection), reativada em meio 
agarizado Sabouraud-Dextrose (SAB, Oxoid®) com 
cloranfenicol e incubada por 7 dias a 35oC e, posteriormente 
cultivadas em Caldo Sabouraud (CS, Oxoid®) acrescido com 
cloranfenicol sob agitação orbital (200rpm) por 5 dias a 35oC 
       
 Óleos ozonizados: Para ozonização foi empregado 1 litro de 
cada óleo vegetal: girassol (Liza®), Oliva (Borges®) e dendê 
(Hemmer®). O ozônio foi produzido por meio de um gerador 
que tem como princípio o efeito corona (Ozon & Life, 1,5RM, 
registro ANVISA  81509100001) e o oxigênio puro foi suprido 
via cilindro de oxigênio. O ozônio produzido de forma 
constante pelo equipamento foi conduzido por um tubo de 
silicone para o difusor, gerando, assim, 15µg minuto-1 de 
ozônio. Os óleos vegetais foram expostos ao ozônio de forma 
direta por meio de um difusor, por um período de 4 horas. 
Todo o procedimento foi conduzido em temperatura 
controlada de 25ºC em uma capela de exaustão, visando 
minimizar os riscos de inalação do gás ozônio, seguindo as 
normas internacionais de segurança. Após ozonização, os 
óleos foram avaliados quanto à sua esterilidade, sendo retirado 
0,1mL de cada óleo e inoculado em placas de Petri contendo 
meio ágar triptecaseina de soja (TSA,Oxoid®), incubado a 
37ºC por 24/48 horas, quando foi verificada a ausência de 
crescimento microbiano. Foi considerado estéril o óleo que 
não apresentou nenhuma colônia. Os óleos ozonizados foram 
mantidos sob refrigeração (8ºC).  
 
 Avaliação da atividade antimicrobiana de células em 
suspensão: Para avaliar a atividade antimicrobiana foram 

preparadas suspensões em solução salina (NaCl a 0,85%) de 
Sporothrix schenckii ATCC 16345    contendo 106 células 
viáveis mL-1 do micro-organismo, padronizadas pela escala 0,5 
de McFarland standard (BioMérieux). A concentração 
inibitória mínima (CIM) foi determinada pelo método de 
microdiluição em placas de 96 poços, preconizada pelo 
National Committee for Clinical Laboratory Standard (CLSI, 
2008, 2012). Inicialmente, realizou-se a diluição dos óleos. 
Para tal fim, foram distribuídos 50µL de caldo Sabouraud nos 
poços das microplacas. Nos primeiros poços foram 
adicionados 50 µL dos óleos, obtendo-se uma diluição de 50% 
(1/2). Posteriormente, foram realizadas diluições seriadas nos 
6 poços subsequentes, retirando-se 50 µL do poço de maior 
concentração para o seguinte, até a obtenção da concentração 
0,78% (1/128). Assim, a série de diluições obtidas 
corresponderam a 50% (1/2), 25% (1/4), 12,5% (1/8), 6,25% 
(1/16), 3,12% (1/32), 1,562% (1/64) e 0,78% (1/128). Em 
seguida, foram adicionados 50 µL da suspensão fúngica. 
Foram realizados controles positivos (suspensões fúngicas) e 
negativos (óleos isentos de suspensões fungicas e meio de 
cultura estéril). As microplacas foram incubadas a 35oC por 24 
horas, em condições de aerobiose.  Ao término desse período, 
determinou-se a CIM, que foi definida como a menor 
concentração do óleo capaz de inibir o crescimento 
microbiano. 
 
Para se determinar a CIM, foi adicionado, em cada poço, o 
corante 2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride (TTC, Merck 
KGaA, Darmstadt, Alemanha), no volume de 50µL, que 
reflete a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no 
processo de respiração. Pela hidrogenação do TTC é produzida 
nas células vivas uma substância vermelha, estável e não 
difusível, o trifenil formazan. Isto tornou possível distinguir as 
amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas que 
mantêm a sua cor (Sylvester, 2011). Para determinação da 
concentração fungicida mínima (CFM), alíquotas de 0,1 mL, 
de cada poço, foram semeadas em triplicata, em placas de ágar 
Sabouraud-Dextrose. Após período de incubação de 4-7 dias 
horas a 35ºC, será verificada ausência ou presença de 
crescimento microbiano (unidades formadoras de colônias - 
UFC). Para determinação da CFM foram consideradas as 
placas que apresentarem ausência de crescimento fúngico.  
 
Viabilidade Fúngica: Para avaliação da viabilidade fúngica 
foi adotada a metodologia descrita por Kozusny-Andreani et 
al. (2018), com adaptações. A linhagem de Sporothrix 
schenckii foi reativada em ágar Sabouraud-Dextrose, 
incubadas a 35oC por 5 dias.  Uma colônia foi inoculada em 
1000 mL de caldo Sabouraud (Oxoid®) e incubada a 37oC por 
5 dias.  A densidade celular inicial foi determinada pela 
absorbância a 550nm usando a escala de McFarland standard 
(BioMérieux) que corresponde a concentração de 1,0x108 UFC 
mL-1. Para o tratamento com ozônio a densidade celular foi 
ajustada para concentração de 1,0x106 UFC mL-1 em solução 
de NaCl (0,5%). Como controle (sem tratamento com ozônio) 
foi utilizada uma amostra de S. schenckii na concentração de 
1,0x106 UFC mL-1. Das amostras tratadas com óleos 
ozonizados in natura foram coletados 0,1mL, em diferentes 
intervalos de tempo (0, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 620 
minutos e 24 horas), inoculadas em ágar Sabouraud-Dextrose e 
incubadas a 35oC por 5 dias quando as colônias foram 
contadas. Também nesses intervalos de tempo foi retirado 
1mL de amostra para confirmação da presença de micro-
organismos viáveis nas concentrações não inibitórias. Foi 
adicionado em cada amostra 50µL de 2,3,5-
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Triphenyltetrazolium Chloride (Merck KGaA, Darmstadt, 
Alemanha). O experimento foi repetido por quatro vezes, 
quando foi obtida a media de UFC mL-1 e calculada a 
porcentagem de viabilidade celular para cada intervalo de 
tempo. 
 
Formação de biofilme, avaliação antimicrobiana e 
microscopia: Para a formação do biofilme foi preparada uma 
suspensão celular com uma concentração final de 1x10 6cels 
mL-1 em caldo Sabouraud-Dextrose. Para a realização dos 
ensaios se utilizaram placas de cultura celular de 8 poços, em 
cada poço foi colocado 300 μL da suspensão celular para o 
crescimento do biofilme e, no poço usado para o branco 300 
μL de meio de cultura estéril. A placas foram incubadas a 
incubadas a 35oC por 5 dias.  O crescimento do biofilme foi 
verificado periodicamente. Durante a formação do biofilme o 
meio existente nos poços foi substituído por meio fresco de 12 
em 12 horas. Após este período foram adicionadas sobre os 
biofilmes concentrações crescentes de óleos ozonizados e in 
natura. As placas foram novamente incubadas a 35oC, por 15, 
30, 60, 120, 240, 280 minutos e 24 horas, quando foi retirado o 
liquido dos poços e os biofilmes corados com azul de algodão 
(Newprov®), para observação em microscópio de luz. 
 
Análise estatística: Os resultados foram expressos como a 
porcentagem de viabilidade de quatro medidas independentes 
para cada experimento. As avaliações estatísticas foram 
realizadas usando o software estatístico SPSS ver. 10. A 
significância foi definida como um valor de p <0,05. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Na Tabela 1 são apresentados os resultados referentes à 
concentração inibitória mínima (CIM) e à concentração 
fungicida mínima (CFM) para cada um dos óleos avaliados in 
natura e ozonizados. Verificou-se que todos óleos 
apresentaram atividade antifúngica. Os óleos de girassol e de 
dendê ozonizados evidenciaram a menor CIM (6,25% e 
12,5%, respectivamente) e a menor CFM (12,5%), para os 
demais óleos os valores variaram entre 25% a 100%.  

 
Tabela 1. Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

fungicida mínima de óleos vegetais in natura e óleos vegetais 
ozonizados 

 
ÓLEOS CIM (%) CFM (%) 

Óleo de girassol 25 25 
Óleo de girassol ozonizado 6,25 12,5 
Óleo de dendê 25 25 
Óleo de dendê ozonizado  12,5 12,5 
Óleo de oliva 100 100 
Óleo de oliva ozonizado  25 25 

Fonte: Elaborado pelas autoras 
 

Quando a viabilidade das células fúngicas foi avaliada 
verificou-se que os óleo de girassol in natura e ozonizados 
inativaram Sporothrix schenckii 60 minutos e 240 minutos 
respectivamente (Figura 1).  Foram necessários tempos 
maiores de exposição aos óleos de dendê e de oliva in natura e 
ozonizados foram eliminar as células fúngicas. Verificou-se 
nulidade da viabilidade de S. schenckii aos 480 minutos frente 
aos óleos ozonizados de oliva e dendê, e de 960 minutos e 24 
horas quando foram expostos aos óleos de dendê e oliva, 
respectivamente. Os resultados evidenciam que a inativação de 
S. Schenckii pelos óleos vegetais in natura e ozonizados 
depende do tempo de exposição quando comparados com o 

controle positivo, evidenciando diferenças significativas (p 
<0,05, Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos por 
Kozusny-Andreani et al. (2018), em pesquisa realizada com 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os autores 
verificaram a inativação pelo ozônio das estirpes bacterianas 
estudadas depende da espécie, sua concentração e do tempo de 
exposição ao gás. 

 

 
Fonte: Elaborado pelas autoras 

 
Figura 1. Porcentagem de viabilidade de Sporothrix schenckii 
exposto à óleos vegetais in natura e óleos vegetais ozonizados 

 
Na figura 2 são apresentadas imagens obtidas pela microscopia 
de luz Os biofilmes de Sporothrix schenckii expostos à 
atividade de dos óleos de girassol in natura e girassol 
ozonizado (concentração 25% e 12,5%, respectivamente) e 
sem exposição (controle). Verificou-se que nos primeiros 15 
minutos o controle e o óleo in natura não apresentaram 
alterações nas estruturas fúngicas, enquanto que o óleo 
ozonizado evidenciou modificações na morfologia das hifas.  
Após 30 minutos, o controle não apresentou mudanças 
estruturais, o óleo in natura evidenciou leve efeito modificador 
sobre as hifas, enquanto que o óleo ozonizado teve ação 
destrutiva das células fúngicas. Verificou-se que o tempo 
necessário para eliminação de todas as células de S. schenkii, 
quando o biofilme foi tratado com óleo de girassol ozonizado, 
foi de 60 minutos e do óleo in natura de duas horas. As 
estruturas celulares do controle permaneceram sem alterações 
durante todo o período de avaliação (24 horas, Figura 2). 
 
A incidência de infecções fúngicas e infecções nosocomiais 
aumentou dramaticamente nos últimos anos, especialmente em 
pacientes com imunidade prejudicada. Ao mesmo tempo, a 
maioria dos antifúngicos convencionais tem muitos problemas 
em termos de toxicidade, interações medicamentosas, falta de 
eficácia fungicida, o custo do tratamento e emergências de 
cepas resistentes. Portanto, uma intenção de remédios naturais 
com plantas com virtudes terapêuticas que impulsiona uma 
intensa busca por novos medicamentos mais eficazes e menos 
tóxicos (Siham et al., 2020). Sporothrix schenckii é um 
complexo de várias espécies de fungos encontrados em solos, 
plantas, vegetais em decomposição e outros ambientes 
externos. É o agente etiológico da esporotricose em humanos e 
vários animais. Humanos e animais podem adquirir a doença 
por meio da inoculação traumática do fungo no tecido 
subcutâneo. Apesar da importância da esporotricose, 
atualmente considerada uma doença emergente em vários 
países, os fatores que impulsionam sua crescente importância 
médica ainda são amplamente desconhecidos (Tellez et al., 
2014). Há mais de um século, o ozônio é conhecido por ser um 
excelente desinfetante que, no entanto, teve que ser usado por 
longo tempo com cautela devido às suas propriedades  
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oxidantes. Somente nas últimas décadas tem sido possível 
medir com precisão sua concentração e incorporar 
permanentemente o gás em compostos como óleos essenciais e 
vegetais, nos quais o ozônio gasoso reage quimicamente com 
substratos insaturados, levando à formação de derivados de 
ozônio terapeuticamente ativos (Salsabila et al., 2018). A 
atividade farmacológica dos óleos ozonizados é dependente do 
nível de ozonização e da composição do óleo (BatooL et al., 
2009). No processo de ozonização de óleos, o ozônio reage 
com duplas ligações carbono-carbono de ácidos graxos 
insaturados, formando ozonídeos ou anéis e peróxidos 1,2,4-
trioxolano considerados como os principais produtos 
responsáveis pela atividade antimicrobiana e pela estimulação 
de reparação e regeneração tecidual (Zanardi et al, 2008; 
Almeida et al. 2012).  Os óleos vegetais in natura e 
ozonizados representam uma abordagem interessante do ponto 
de vista farmacêutico para o manejo de uma variedade de 
patologias em humanos e animais (Captain, 2018). Em alguns 
países, os óleos ozonizados estão disponíveis para o uso 
alternativo dos recursos disponíveis, caracterizados por serem 
fontes naturais e renováveis, obtidos por meio de tecnologia 
simples, de baixo custo e com ampla atividade biológica com 
redução de efeitos colaterais (Tofanini, 2004). O ozônio via 
tópica na forma gasosa ou em óleos se destaca como 
tratamento para a reparação de tecidos, pois promove a 
cicatrização de feridas e possui propriedades antimicrobianas, 
imunológicas, antioxidantes e oxigenantes. A eficácia do óleo 
ozonizado pode representar uma terapia integrativa no 
tratamento de lesões teciduais, principalmente em pacientes  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
que apresentam patologias como diabetes mellitus, 
aterosclerose e no processo de envelhecimento. Para doenças 
como úlceras ou estomatite aftosa, gengivite e dermatite, o 
óleo ozonizado auxilia no alívio da dor e na aceleração do 
processo de cicatrização (Anzolin et al., 2020). Óleos vegetais 
ozonizados podem ser líquidos ou semi-sólidos à temperatura 
ambiente. Óleos ozonizados, contendo anéis 1,2,4-trioxolano 
formados em cadeia de ácidos graxos insaturados, podem ser 
considerados como um princípio ativo e um veículo ao mesmo 
tempo, aumentando a absorção e penetração na pele (Travagli 
et al., 2010).  
 
O interesse no uso de óleos ozonizados, significou que vários 
produtos contendo  foram comercializados como agentes 
cosméticos e farmacêuticos, e em produtos têxteis inovadores 
com atividade antibacteriana.  No entanto, novas abordagens 
para a obtenção de óleos ozonizados surgiram muito 
recentemente na tentativa de melhorar suas características e 
reduzir desvantagens, como odor desagradável, alta 
viscosidade e efeitos indesejáveis na pele, incluindo irritações 
e erupções cutâneas (Ugazio et al., 2020). 
 
Conclusão 
 
Todos os óleos apresentaram atividade antifúngica. O óleo de 
girassol e de dendê ozonizados foram mais eficazes controle 
de Sporothrix senckii, evidenciando a possibilidade ser 
utilizado como alternativa ao tratamento da esporotricose. 
 
 

 
Fonte: As autoras 

 

Figura 2. Microscopia de biofilmes de Sporothrix schenkii expostos à atividade de dos óleos de girassol in natura e girassol ozonizado e 
sem exposição (controle). Aumento:400X. 
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