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RESUMO

REIS, Oswaldo Henrique Barolli. Acdo antifungica do 6leo essencial de Rosa
alba L. Orientadora: Adélia Pereira Miranda. Minas Gerais: UNIFENAS -
Universidade José do Rosario Vellano, 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia

Animal).

Na suinocultura, o estudo da micologia contribui tanto na seguranga alimentar como
no entendimento de diversas patologias. O conhecimento dos agentes fungicos
presentes na pele de animais saudaveis e com patologias superficiais € importante
para um controle eficaz dos riscos potenciais de infecgéo, principalmente quando
associados a espécies confinadas, onde o desequilibrio da microbiota ambiental
pode ser decisivo nas interacbes entre o ambiente e os animais. Objetivou-se
investigar a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. sobre o crescimento microbiano de leveduras Candida albicans (ATCC
10231) e fungos filamentosos causadores de processos infecciosos oportunistas na
pele de suinos, tais como Microsporum nanum (ATCC 11832), Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 9533), Trichophyton rubrum (ATCC 10218) e Trichophyton
tonsurans (ATCC 10870). Os oleos foram extraidos pelo processo de hidrodestilagéo
em aparelho de Clevenger, utilizando partes frescas das pétalas de rosa branca. Os
testes microbioldgicos foram realizados pelo método de difusdo em &agar (“pour-
plate”) com meio de cultura agar Sabouraud-dextrose. Pogos de 5 mm de diametro,
produzidos no agar, foram preenchidos com 15 pL do dleo essencial e, em seguida,
as placas contendo os fungos filamentosos foram incubadas de forma invertida, a 28
°C por 10 dias; e as placas contendo a levedura foram incubadas a 30 °C por 48
horas. Passado este tempo, os halos de inibigdo tiveram seus diametros medidos.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Verificou-se que a
atividade do 6leo essencial em estudo € significativa em relagdo ao crescimento das

especies microbianas testadas.

Palavras - chave: Candida albicans, Microsporum nanun, Trichophyton sp., suinos,

dermatdfitos.



ABSTRACT

REIS, Oswaldo Henrique Barolli. Antifungal action of essential oil of Rosa alba L.
Adviser: Adélia Pereira Miranda. Minas Gerais: UNIFENAS - University José do

Rosario Vellano, 2011. Dissertation (Master's degree in Animal Science).

In swine culture, the study of mycology contributes to food security in the
understanding of various diseases. A knowledge of fungal agents on the skin of
healthy animals and surface pathologies is important for effective control of the
potential risks of infection, especially when associated with confined species, where
the imbalance in the microbiota of the environment can be crucial in the interactions
between environment and animals. The objective was to investigate the in vitro
antimicrobial activity of essential oil of Rosa alba L. petals on microbial growth of
yeasts Candida albicans (ATCC 10231) and filamentous fungi that causes
opportunistic infectious processes in the skin of pigs, such as Microsporum nanum
(ATCC 11832), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Trichophyton rubrum
(ATCC 10218) and Trichophyton tonsurans (ATCC 10870). The oils were extracted
by the process of hydrodistillation in Clevenger apparatus, using fresh white rose
petals. Microbiological tests were performed by the agar diffusion method (pour-
plate) with Sabouraud-dextrose. Wells 5 mm in diameter, produced in the agar, were
filled with 15 pyL of essential oil and the plates containing filamentous fungi were
incubated in an inverted position at 28 °C for 10 days and the plates containing yeast
were incubated at 30 °C for 48 hours. After this time, the inhibition circles were
measured. The data were subjected to analysis of variance and means were
compared by Tukey's test at 5% probability. It was found that the activity of essential

oil under study is significant in relation to the growth of microbial species tested.

Keywords: Candida albicans, Microsporum nanum, Trichophyton sp., pigs,
dermatophytes.
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1 INTRODUCAO

A crescente importancia clinica atribuida as micoses em animais domésticos
(MEINERZ et al.,, 2007), aliada as dificuldades representadas pelo tempo de
administracdo, toxicidade e alto custo dos antifungicos, tem impulsionado a
realizacdo de pesquisas na tentativa de se obterem outras opgdes terapéuticas
(CHAMI et al., 2004; GIORDANI et al., 2004). Nesse contexto, os fitoterapicos vém
ganhando espaco no cotidiano veterinario (CARMO et al., 2008; PRESTES et al.,
2008; RUSENOVA & PARVANOV, 2009; CLEFF et al., 2010).

A expansao da criacdo comercial de animais como vacas e porcos esta
provocando novas epidemias de zoonoses em ambito mundial, e gerando problemas
mais graves nos paises em desenvolvimento, por ameacgar a seguranga alimentar.
Assim, é comprovada a capacidade de melhorar o desempenho dos suinos
(PRESTES et al., 2008).

A pratica do uso de antimicrobianos como promotores de crescimento esta
sujeita a restricdes em diversos paises, pois 0 uso continuo desses produtos pode
resultar na selecdo de microrganismos resistentes ao antibidtico utilizado
(PEDROSO et al., 2005).

No Brasil, a clortetraciclina, oxitetraciclina, penicilina, nitrofurazona,
clorafenicol, avoparcina, os arsenicais, antimoniais e os nitrofuranos ja foram
proibidos como promotores de crescimento na producédo animal. Estas proibicdes se
devem a possibilidade do desenvolvimento da resisténcia bacteriana cruzada em
humanos e a exigéncia do mercado consumidor por produtos (carne, leite, ovos)
livres de residuos de antibidticos. Isso, somado aos custos elevados para o
desenvolvimento de novas drogas e aos residuos que essas drogas podem deixar
na carne, explica o surgimento de esforgos consideraveis para que se racionalize o
seu uso e se criem novas alternativas para o controle e combate de agentes
patogénicos (UTIYAMA, 2004).

Existe, portanto, uma tendéncia mundial pela produgcdo de alimentos mais
saudaveis. E despertado grande interesse de consumidores e produtores para os
riscos a saude, decorrentes da utilizagdo indiscriminada de produtos antibidticos e

quimioterapicos nas dietas dos animais de produgdo. Como alternativas a essas



regulamentacdes, tém-se pesquisado inumeros produtos, como os prebidticos,
probidticos, acidos organicos e, mais recentemente, os extratos vegetais, que devem
garantir bons indices produtivos sem afetar a qualidade do produto final (VALE et al.,
2010).

Uma classe de produtos que pode vir a substituir os agentes antimicrobianos
consiste dos aditivos fitogénicos, extratos herbais ou extratos vegetais. Esses
extratos de plantas sdo constituidos por 6leos essenciais que contém misturas de
substancias, algumas das quais s&o principios ativos, com efeito de promotor de
crescimento em suinos e aves (LIMA et al., 2001).

Considerando que a atengao primaria em saude animal pode ser definida pelo
uso de tecnologias praticas, cientificamente seguras, socialmente aceitaveis e
economicamente viaveis, ao alcance de toda comunidade, e a importancia
farmacoldgica e agricola do uso de plantas na composi¢cao de antimicrobianos, os
incentivos a estas pesquisas sdo crescentes (SOUZA & CONCEICAOQ, 2010).

Pesquisa realizada por Chagas (2001) apontou para alternativas ao controle
tradicional de carrapatos. A utilizacdo de pastagens especificas pode reduzir a
sobrevivéncia dos carrapatos no ambiente. Gramineas como o capim - gordura séo
interessantes neste sentido. Aparentemente, o 6leo essencial do capim - gordura
tem efeito contra larvas do carrapato bovino.

S&o varios os efeitos observados in vitro que justificam as pesquisas nesta
area para determinacdo das melhores combinagdes e dos niveis de inclusao dos
extratos vegetais as dietas para melhorar o desempenho e a produgdo animal
(HERNANDEZ et al., 2004).

Segundo Castillejos et al. (2005), a suplementagdo com uma mistura de 6leos
essenciais aumentou a concentragao de acidos graxos volateis totais sem afetar
outros parametros fermentativos, sugerindo que a fermentabilidade da dieta foi
afetada positivamente. Pesquisas realizadas por Allan et al.(2005) e Jesus (2007)
demonstraram que as dietas contendo orégano enriquecido com 6leos essenciais
melhoram os indices reprodutivos das matrizes suinas.

Considerando a importancia econémica da suinocultura e a necessidade de
evitar a disseminagdo de doengas, além de assegurar niveis desejaveis de
produtividade, faz-se necessario o desenvolvimento continuo de pesquisas
envolvendo produtos naturais alternativos as drogas sintéticas. Tais avangos

convergem com a suinocultura moderna cada vez mais competitiva, que a cada dia



exige novas alternativas terapéuticas que contemplem as necessidades de um
mercado consumidor mais exigente. Neste sentido, os estudos e resultados a campo
com os Oleos essenciais tém se mostrado como a alternativa mais promissora e
eficaz aos quimioterapicos frente aos desafios da produgdo animal mundial
(TEIXEIRA, 2006).

Na suinocultura, o estudo da micologia contribui tanto na seguranga alimentar
como no entendimento de diversas patologias. O conhecimento dos agentes
fungicos presentes na pele de animais saldaveis e com patologias superficiais é
importante para um controle eficaz dos riscos potenciais de infeccéo, principalmente
quando associados as espécies confinadas, onde o desequilibrio da microbiota
ambiental pode ser decisivo nas interacdes entre o ambiente e os animais.

A contaminagdo ambiental e de grdos utilizados na alimentagdo animal
apresentam uma diversidade de agentes bacterianos e micéticos durante o processo
de producdo, mesmo em periodos em que as instalagdes se encontram em vazio
sanitario.

O aparecimento de doengas imunossupressoras virais em plantéis suinos
promove o aparecimento frequente de doencas micéticas, sobretudo aquelas de
natureza oportunista, causando um maior impacto e consequentemente perdas
econdmicas no setor.

A transmissao para o homem pode ocorrer de uma pessoa para outra, a partir
de dermatdfitos do solo ou de animais e até mesmo indiretamente, por meio de
material contaminado (HAINER, 2003).

A procura por novos compostos para controlar o crescimento de fungos
patogénicos é uma area promissora de pesquisa e alternativa aos antifungicos ja
utilizados.

Na fitoterapia, os 6leos volateis destacam-se por potentes efeitos bioldgicos e
pelas suas propriedades antimicrobianas, analgésicas, sedativas, expectorantes,
estimulantes e digestivas (SILVA & CASALI, 2000).



2 OBJETIVO

Avaliar, in vitro, os efeitos do 6Oleo essencial de Rosa alba L. sobre o
crescimento microbiano da levedura Candida albicans (ATCC 10231) e fungos
filamentosos Microsporum nanum (ATCC 11832), Trichophyton mentagrophytes

(ATCC 9533), Trichophyton rubrum (ATCC 10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC
10870).



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DERMATOFITOSES

A maioria das doencas com repercussao cutanea, mesmo em quadros
clinicos severos, normalmente n&do apresenta risco de morte aos animais. Entretanto
as mesmas podem afetar significativamente o desenvolvimento dos suinos e
provocar o emprego de estratégias terapéuticas e profilaticas bem especificas
(REIS, 2007; ZAMPRONHA et al., 2005).

As doencas da pele dos suinos podem ser de natureza infecciosa (bacteriana,
viral, micotica e parasitaria) ou nao infecciosa (ambiental, nutricional, hereditaria e
neoplasica) e, eventualmente de carater multiplo (FERREIRO et al., 2007; PEREIRA
et al., 2004; CAMERON et al., 1999).

As dermatofitoses apresentam-se como as infecgbes fungicas mais comuns
em paises tropicais, constituindo um problema de saude publica e refletindo baixo
nivel de educacao sanitaria (CAVALCANTI et al., 2003; MARTINI et al., 1987). A
distribuicdo e frequéncia das dermatofitoses e seus agentes etioldégicos variam
segundo a regido geogréfica e o nivel socioeconémico da populagdo (MATTEDE et
al.,1986; NATARAJAN et al., 2003).

Dentre as doencas micéticas da pele, que de maneira mais ampla poderiam
ser chamadas de dermatomicoses, a principal € usualmente denominada de
dermatofitose causada por dermatofitos (FERREIRO et al., 2007).

A dermatofitose € uma doenga fungica cutanea de carater contagioso. Dentre
as caracteristicas desta destacam-se a afinidade pela queratina afetando, portanto,
pélos, unhas, cascos, penas e células queratinizadas da pele (PEREIRA, 2004,
PEREIRA & MEIRELES, 2001; SAUNTE et al., 2007; WU et al., 2009).

Os dermatdéfitos sao classificados em trés géneros: Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton, semelhantes em sua morfofisiologia, imunologia e
taxonomia (NEUFELD, 2000; BONCOMPETE et al., 1997), e que incluem cerca de
40 espécies, das quais somente algumas, pertencentes aos géneros Microsporum e
Trichophyton, sdo usualmente as causas de dermatofitose em animais domésticos.

Podem ser divididos em trés grupos ecoldgicos, conforme seu habitat e/ou



hospedeiros naturais; o grupo dos antropofilicos (humanos), dos zoofilicos (animais)
e dos geofilicos (solo) (LEAL et al., 2009; CABANES, 2000; NEUFELD, 2000).
Infectam varias espécies animais, determinando, de modo geral, lesdes secas,
arredondadas e, comumente, ndo pruriginosas, que se distribuem focalmente na
superficie cutanea, sem causar transtornos gerais aos animais afetados
(SOBESTIANSKY et al., 2001).

As dermatofitoses incluem diferentes formas clinicas resultantes da
colonizacdo dos dermatdéfitos e da consequente manifestagcdo inflamatéria do
hospedeiro. Os aspectos clinicos variam de acordo com o sitio anatdmico acometido
e o agente etiologico envolvido. A severidade da doenga, portanto, provavelmente
esta intimamente relacionada com o status imunolégico em que o hospedeiro se
encontra, assim como a espécie do microrganismo causador da infecgdao (RAND,
2000; SUMMERBELL, 1997). A doenga pode ser transmitida através do contato
direto com seres humanos, animais ou contato com o solo contaminado através de
espécies antropofilicas, zoofilicas ou geofilicas. Acredita-se que a transmisséo seja
feita através de estruturas denominadas artroconidios, que sdo encontrados em
cabelos e escamas epidérmicas infectadas (PINTER et al., 2004; LOPEZ-
MARTINEZ et al., 1994).

Os animais atuam como reservatorios de dermatofitos zoofilicos e suas
infeccdes tém consideravel importancia zoonética (CABANES, 2000; BARANOVA et
al., 2003). Dermatéfitos zoofilicos, como Microsporum canis, Trichophyton
verrucosum e Trichophyton mentagrophytes, constituem importantes agentes de
dermatofitose ou tinhas em humanos (CABANES, 2000; TAKAHASHI, 2003). As
espécies de dermatéfitos zoofilicos apresentam determinada distribuicdo entre os
animais, sendo o Microsporum canis mais frequentemente observado em céaes e
gatos, Trichophyton verrucosum, em bovinos; Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton equinum Var. autotrophycum, em equinos (CABANES, 2000; PEREIRA
& MEIRELES, 2001). Em suinos, embora a doenga seja de pouca frequéncia, ha
relatos da ocorréncia de M. canis, M. nanum, T. mentagrophytes, T. rubrum, T.
tonsurans e T. verrucosum (CABO et al., 1988; CABANES, 2000; SOBESTIANSKY
et al.,, 2001), embora M. nanum seja o dermatoéfito mais frequentemente isolado
destes animais (SOBESTIANSKY et al., 2001).

A instalagcdo do processo infeccioso patogénico das dermatofitoses € iniciada

pela inoculacdo de um artroconidio ou de fragmentos de hifas sobre a pele,



favorecida por uma lesdo cutdanea ou escoriagdo preexistente, associada a
habilidade do fungo em degradar a queratina. No caso de pélos acometidos, eles
sao sempre infectados secundariamente a evolucédo da lesdo na pele, uma vez que
essa se desenvolve de maneira circular e centrifuga até atingir a regido do foliculo
piloso, sendo esta uma nova fonte de queratina para seu crescimento (SIDRIN &
ROCHA, 2004; WEITZMAN et al., 1995).

Muitas espécies de dermatofitos formam sindromes clinicas bem definidas e a
mesma espécie pode estar envolvida em diferentes formas clinicas da doenga,
dependendo do sitio anatébmico envolvido. As dermatofitoses podem ser
classificadas clinicamente de acordo com as localizagdes anatdmicas das lesdes,
utiizando a denominacdo tinea para todas as dermatofitoses, seguida do sitio
anatémico onde se localiza a infecgdo, também em latim, por exemplo, tinea capitis
(SIDRIM & MOREIRA, 1999; SUMMERBELL, 1997).

Tinea capitis acomete geralmente criangas e € menos frequente em adultos.
Manifestam - se com infecgdes no couro cabeludo, sobrancelhas e cilios. E
caracterizada pela producéo de lesdes que variam de forma branda e descamativa a
uma forma eritematosa, acompanhadas de alopécia e que podem tornar-se
severamente inflamadas formando lesdes ulceradas profundas. Sao causadas
principalmente por fungos dos géneros Trichophyton e Microsporum as tineas do
couro cabeludo (GURTLER et al., 2005; LACAZ et al., 2002).

3.2 PATOGENIA

Quando um animal é exposto a um dermatdfito, pode ocorrer uma infecgao. A
ruptura mecanica do estrato cérneo é importante para facilitar a penetracéo e
invasao dos foliculos pilosos. As hifas fungicas disseminam-se na superficie do pelo
e, posteriormente, migram para o bulbo do pelo, produzindo enzimas queratoliticas
que permitem a penetracdo em sua cuticula. Neste ponto, o fungo estabelece um
equilibrio entre o crescimento para baixo e a producédo de queratina, ou é expelido
(PAIXAO et al., 2001).

Aderéncia aos queratinécitos da pele e a germinagao artroconidial constituem

etapas cruciais para o estabelecimento da infeccdo. Sendo assim, no



desenvolvimento de uma infecgdo ativa na pele intacta, o conidio, geralmente, deve
penetrar na camada de queratina, estabelecendo o sitio de parasitismo. Na maioria
das vezes, a hifa emergente € capaz de uma penetragdo tanto mecanica quanto
enzimatica. Alguns dermatofitos possuem estruturas especializadas para favorecer a
invasdo. Varias enzimas extracelulares como protease, lipases, fosfatases,
nucleases e glicosidases sdao também produzidas com esse fim (TSUBOI et al.,
1992).

A queratina € uma escleroproteina altamente polimerizada, constituida de
cadeias de polipeptideos unidas por ligagdes dissulfeto (S-S), as quais mantém a
forma tridimensional da molécula. Sua alta resisténcia a maioria dos microrganismos
e, provavelmente, devida a tais ligagées. Os dermatdéfitos possuem um sistema
enzimatico capaz de quebrar as ligagdes S-S, resultando em compostos que
possuem o grupamento — SH isolado. Parte do nitrogénio é liberado sob a forma de
amobnia. Tecidos que tém a capacidade de produzir queratina, como camadas
queratinizadas de pele, pelos e unhas s&o altamente seletivos para o crescimento de
dermatofitos, o que explica o fato de esses fungos infectarem somente os tecidos
superficiais ricos em queratina, ndo tendo poder invasor (APODAGA et al., 1989).

A hidrdlise da queratina por proteinas proteoliticas € um aspecto conspicuo
na patogenia das dermatofitoses. Entretanto, algumas enzimas extracelulares
verificadas de espécies de Trichophyton e Microsporum sao ativas apenas em pH
neutro ou alcalino. Tendo a pele um pH fracamente acido em sua superficie, ha
duvidas se as queratinases trabalham como fatores de viruléncia (NEUFELD, 2000).

Segundo Gomides et al. (2002), as variagdes individuais, imunossupressao e
locais dos ambientes cutédneos podem modular a patogenicidade dos elementos
fungicos depositados sobre a epiderme. A produgcdo de enzimas extracelulares é
dependente dos substratos acessiveis in vivo para o crescimento do dermatofito.
Consequentemente, a agressividade do fungo sobre as estruturas queratinizadas
podera ser maior ou menor, conforme o suprimento nutricional encontrado. A
formacao de enzimas e a capacidade de causar inflamagao cutanea contribuem para
a disseminagao do fungo, sendo a capacidade de os dermatéfitos aderirem as
superficies da pele atribuida a presenga das glicoproteinas contidas na parede
celular destes microrganismos (SANTOS et al., 2006). Como o dermatéfito, em
geral, ndo é capaz de sobreviver a uma reacgao inflamatdria, tende a se afastar da

regido inflamada e a fixar-se no tecido normal adjacente.



Os dermatdfitos nao invadem as estruturas subepidérmicas, contudo,
produzem respostas inflamatdrias definidas e reagdes imunes mediadas por células
em todos os individuos normais. A doenca € desencadeada a partir da elaboragao e
secrecdo de substancias toxicas ou alergénicas que se difundem pela epiderme,
atingindo a derme vascularizada, que é potencialmente capaz de responder a
agressao dos materiais irritantes, realizando um processo inflamatério (WEITZMAN
et al., 1995; VERONESI, 1989).

Conforme cita Dealcanfreitas et al. (2005), a resolugédo espontanea ocorre
quando os pelos infectados entram na fase telogénica ou se uma reacgéo
inflamatdria for estimulada. A fase catagénica é traduzida pela parada na produgao
de queratina e isto cessa o crescimento do dermatofito, visto que ele necessita de
pelos em franco crescimento para sua sobrevivéncia. Todavia, os artrosporos podem
permanecer na haste do pelo, mas a reinfecgao deste foliculo piloso, em particular,

nao ocorre até que o desenvolvimento desse pelo seja novamente ativado.

3.3 DERMATOFITOS

A classificacao dos dermatdfitos foi publicada por Chester Emmons, em 1934,
a qual é utilizada atualmente, baseada nas diferengas na morfologia microscopica e
nos modos de esporulagédo; reconhecem - se apenas trés géneros, os quais sao
aceitos até os dias de hoje: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton
(NEGRONI, 2010; KONEMAN, 2008; SUMMERBELL, 2000; SUMMERBELL, 1997).

A forma sexuada dos fungos € denominada teleomorfica e a denominagéo
anamorfica é usada para a forma reprodutiva assexuada. Até o presente momento
somente espécies dos géneros Microsporum e Trichophyton sdo capazes de

apresentar forma sexuada (LACAZ et al., 2002).

A patogenicidade dos microrganismos esta relacionada com a produgédo de
proteases que lhes permitam parasitar tecidos queratinizados, como o estrato
cérneo; a enzima especifica € denominada queratinase. As hifas fungicas

disseminam-se na superficie do pelo e, posteriormente, migram para o bulbo do



pelo, produzindo enzimas queratoliticas que permitem a penetragdo em sua cuticula
(JOUSSON et al., 2004; PAIXAO et al., 2001; SMITH, 2000; SANDANI et al., 1995).

De acordo com o modelo in vitro apresentado por Aljabre et. al.(1992), o
padrao de crescimento de dermatdfitos em estrato cérneo ocorre em trés etapas: a
germinagao de artroconidios, a penetragdo no estrato corneo, seguida de formagéo

de novos artroconidios.

Os dermatdfitos sdo os principais agentes etiolégicos das onicomicoses e
representam em torno de 75% dos casos (CARVALHO, 2010).

3.3.1 Trichophyton mentagrophytes

E um dos dermatéfitos mais comumente encontrados no homem, nos animais
e no solo (OYEKA, 2000; WAKABAYASHI et al., 2002). Sao espécies zoofilicas que
parasitam um numero elevado de animais (coelhos, cavalos, porcos, galinhas etc),
razao pela qual a infeccdo em meios rurais € mais frequente que no meio urbano
(CALVO et al., 2002).

A transmissdo ao homem ocorre através de contato direto com o animal
infectado, ocasionando infeccao superficial de pele. Ha relatos de casos, sendo
possivel a difusdo da doencga entre animais da criagdo, e também ao tratador
(FERNANDES et al., 2006; SHAHI et al., 2000) e neste pode causar dermatofitose
inflamatoéria nos pés, no corpo, nas unhas, na barba e no couro cabeludo
(TRABULSI et al., 2005; SIDRIM & ROCHA, 2004).

Esta espécie possui pelo menos cinco variantes diferentes. Basicamente o
que diferencia estas variantes sdo suas caracteristicas relacionadas a ecologia dos
dermatofitos. T. mentagrophytes var. interdigitale € um antropofilico causador de
tinea pedis, tinea corporis e, algumas vezes, invade a lamina ungueal, apresentando
pontos brancos; T. mentagrophytes var. nodulare € uma forma rara antropofilica que
ocasionalmente é isolado em casos de tinea pedis, ndo invade o cabelo in vivo, mas
perfura o pelo in vitro; T. mentagrophytes var. mentagrophytes € zoofilico, infectando

grande numero de animais, como macacos, cobaias, gatos, cavalos, carneiros,



coelhos e cangurus, podendo produzir lesbes mais inflamatérias na pele e couro
cabeludo de humanos; T. mentagrophytes var. quinckeanum é zoofilico e causa
lesbes crostosas em camundongos e, ocasionalmente, no homem; T.
mentagrophytes var. erinacei € também zoofilico, isolado em ourigos e raramente em
humanos, encontrado atualmente em regides da Europa e Nova Zelandia. Todas
estas variantes compéem o complexo T. mentagrophytes, e sua diferenciagao se
torna impossivel em um unico meio, portanto sera tratado nesse trabalho em sua
totalidade, como o complexo (OUTERBRIDGE, 2006; OYEKA, 2000; HOUCK et al.,
1996; CHENG et al., 1967; AJELLO, 1962).

T. mentagrophytes € universalmente distribuido onde suas formas
antropofilicas e zoofilicas sdo encontradas, acometendo o homem principalmente
nas regides do couro cabeludo, pés e méos, unhas e regides interdigitais.
Clinicamente, essa espécie € responsavel pela segunda ou terceira causa de
dermatofitose em humanos. Quando essas lesdes sao provocadas por variagdes
zoofilicas, apresentam maior intensidade inflamatéria (OYEKA, 2000; RIPPON,
1988; SALEBIAN & LACAZ, 1980).

O crescimento do dermatoéfito € relativamente rapido, com amadurecimento
em 3-5 dias. Numerosas variagcbes na morfologia da colénia sao vistas entre as
variantes que compdem o complexo T. mentagrophytes: podem ser algodonosas ou
granulares. Em agar Sabouraud dextrose, a forma antropofilica cresce com colénias
planas, de coloragao branca a creme e superficie aveludada, pulverulenta ou até
mesmo cotonosa (FIG. 1); com reverso pigmentado de amarelo a marrom,
escurecendo com a idade. Em agar batata, o micélio aéreo & esparso com
numerosos esporos. Em isolados zoofilicos, no agar Sabouraud dextrose, as
colénias sao geralmente planas, de coloragdo branca a creme e superficie
pulverulenta a granular; o reverso apresenta pigmento amarronzado ou marrom-
amarelado (SIDRIM & ROCHA, 2004; LACAZ et. al., 2002; OYEKA, 2000) (FIG. 2).



FIGURA 1 - Superficie de uma colénia de T. mentagrophytes.
FONTE: KONEMAN (2008).

A°B

FIGURA 2 - T. mentagrophytes (Colénia em Agar Sabouraud - Dextrose a 2%, 25°C, 28 dias):

macromorfologia, frente da colénia (A), verso da colbnia (B) e micromorfologia (C).
FONTE: SANTOS et al. (2009).

Microscopicamente, o fungo possui hifas hialinas septadas com
macroconidios dificilmente presentes. Esses sdo longos, charutéides e de parede
fina e lisa, com estreita aproximagéo as hifas, geralmente com 3 a 5 septos, sendo
comumente encontrados nas colénias mais jovens. Estes esporos possuem
dimensbées em torno de 20-50 um por 4-8um. A principal caracteristica de T.

mentagrophytes, no entanto, € a presenca de microconidios globosos e agrupados



nas ramificagdes dos conidiéforos (hifas especiais que dao origem aos conidios),
cujo arranjo lembra um cacho de uvas (FIG. 3). Esses sao mais abundantes em
cepas zoofilicas, cujas colbnias apresentam-se mais granulosas. Podem também ser
vistas hifas na forma de espiral assim como corpos nodulares e clamidoconidios, em
algumas cepas (KONEMAN, 2008; LACAZ et al., 2002; OYEKA, 2000; LARONE,
1995).

FIGURA 3 - Estruturas microscopicas de T. mentagrophytes, com a
presencga de microconidios agrupados em torno dos
conidiéforos (A), e macroconidios charutoides (B).

FONTE: RIPPON (1988).

Aspectos fisioléogicos s&o bastante marcantes em cepas de T.
mentagrophytes. Dessa maneira, pode-se observar intensa atividade da enzima
uréase, facilmente detectavel em meio de Christensen, positivando o teste em
poucos dias; perfuragdo das hastes do pelo (endotrix) in vitro em até 40 dias e
auséncia de pigmentacdo em meio agar batata (LACAZ et al., 2002; OYEKA, 2000).

A caracterizacdo da morfofisiologia quimica da camada das microconidias de
T. mentagrophytes revelou que sua constituicdo € predominantemente de proteinas,
com alguns polissacarideos e melanina. A presenca de um alto conteudo de glicina,
lisina, acido aspartico e acido glutdmico na proteina pode implicar a presenga de

ligagcbes cruzadas entre os aminoacidos, melanina ou de outras subunidades



estruturais. Essas ligagdes cruzadas promovem maior resisténcia do microrganismo

a diversos produtos quimicos e de enzimas proteoliticas (HASHIMOTO et al., 1976).

Conforme citam Coelho et al. (2007), o dermatdfito T. mentagrophytes é

considerado a espécie mais frequentemente isolada em coelhos.

3.3.2 Trichophyton rubrum

E um dermatéfito antropofilico, e recentemente se tornou o mais comum e
largamente distribuido dermatdfito que acomete o homem, sendo um dos principais
causadores de dermatofitoses, a exemplo de tinea unguium, tinea pedis, tinea
manuum, tinea corporis e, ocasionalmente, tinea capitis. E responsavel por cerca de
70% dos casos de dermatofitoses em humanos do mundo (SANTOS & HAMDAN,
2005).

Trabalhos desenvolvidos por pesquisadores da América do Sul e do Norte,
além da Europa, colocam este microrganismo como sendo um dos mais comumente
isolados em casos de dermatofitoses nessas regides e com reconhecida resisténcia
a terapéutica topica (RUIZ & ZAITZ, 2001; COSTA et al, 2002; PADILLA et al., 2002;
VALDIGEN et al., 2006). No Brasil, ele também continua sendo o dermatofito mais
frequentemente isolado (AQUINO et al., 2007; COSTA et al., 2002; RUIZ & ZAITZ,
2001).

T. rubrum tem uma taxa de crescimento lenta, tornando-se completamente
maduro em torno de 14 dias. As colénias em seu crescimento primario sao
geralmente cotonosas e brancas, tornando-se aveludadas posteriormente. O reverso
da coldnia apresenta pigmentacdo de coloragédo avermelhada ou vermelho-purpura,
que se difunde no meio de cultivo; melhor evidenciado em agar batata. Em certas
ocasioes, a coloragao € inicialmente amarelada, escurecendo gradativamente até se
tornar vermelha. As colbnias possuem pregas radiais, formando uma pequena
saliéncia no centro. Suas hifas sao hialinas, septadas, com microconidios em forma
de lagrima ou gota, com aproximadamente 2-3 por 3-5 pym, dispostos ao longo das
hifas ou em cachos. Os macroconidios sao raros, produzidos geralmente por
amostras mais granulosas, esporulantes, formados no final das hifas, sozinhos ou

em grupos. Eles sdo longos, estreitos, com bordas laterais bem paralelas, paredes



finas, com 2-8 septos e dimensdes de 6-8 por 60-80um (CHAMPE et al., 2008;
LACAZ et al., 2002; LARONE, 1995) (FIG. 4).

FIGURA 4 — T. rubrum (Colénia em Agar Sabouraud - Dextrose a 2%, 25°C, 28 dias):

macromorfologia, frente da colénia (A), verso da colébnia (B) e
micromorfologia (C).
FONTE: SANTOS et al. (2009).

Além dos critérios morfologicos, alguns testes sdo importantes na
diferenciagdo do T. rubrum de outras espécies. A produgédo de pigmento em meio
agar batata e a auséncia na perfuragcdo de pélos in vitro podem auxiliar na
diferenciagao entre o T. rubrum e o T. mentagrophytes. Além disso, o T. rubrum é
incapaz de hidrolisar a ureia, no teste de urease em meio de Christensen,
diferentemente do T. mentagrophytes (LACAZ et al., 1999). Causa dermatofitose do
corpo, dos pés, da virilha e das unhas. Tal fungo pode causar ndédulos ou abscessos

subcutaneos em pacientes imunodeprimidos (CHAMPE et al., 2008).

3.3.3 Trichophyton tonsurans

Trichophyton tonsurans possui a seguinte sinonimia: Trichophyton epilans, T.
sabouraudi, T. crateriforme, T. acuminatum, T. sulfureum. Juntamente com o T.
violaceum constituem os agentes das tinhas tricofiticas tipo endotrix. Ambos
antropofilicos (COSTA, 1991).

O Trichophyton tonsurans destacou-se como o segundo maior causador de
dermatofitose em pacientes humanos, entretanto, ao contrario do que ocorreu com o

T. rubrum, verificou-se alta frequéncia de T. tonsurans nas microepidemias



familiares. Estudos em outros centros urbanos mostraram que este dermatofito
antropofilico foi introduzido a partir de correntes migratérias e, uma vez instalado,
tornou-se a espécie dominante (CHIMELLI et al., 2003).

Os casos de Tinea capitis no Brasil, causados pelo T. tonsurans, ocorrem
com mais frequéncia nos estados acima do Tropico de Cancer. Esse fungo parece
bem adaptado as condigdes ambientais das regides Norte e Nordeste, sendo
endémico na regido amazonica e raramente foi isolado no Rio Grande do Sul. Tem
sido descrito em todo Brasil, em casos isolados ou em microepidemias (COSTA,
1991).

O crescimento € lento, exigindo de 7-10 dias para a maturidade. As colbnias
apresentam superficie amarelo-clara granular caracteristica, com o desenvolvimento
de profundas rugas radiais no amadurecimento (FIG. 5). Macronidios nunca s&o
observados nos isolados laboratoriais e os microconidios assumem formato de
baqueta ou baldo (FIG. 6). Causa tinha do couro cabeludo, tinha capilar com pontos
pretos e as vezes dermatofitose do corpo, dos pés e das unhas (OLIVEIRA, 1999)
(FIG. 7).

FIGURA 5 - Superficie de uma col6nia de T. tonsurans cultivadas
em Agar Sabouraud — Glicose a 2%.
FONTE: SOUZA E FERNANDES (2001).



FIGURA 6 - Aspecto microscopico de T. tonsurans
evidenciando a presenga de microconidios
grandes e pequenos.

FONTE: OLIVEIRA (1999).

FIGURA 7 - Tinea capitis por T. tonsurans. Observam — se
pelos tonsurados, alopécia e tufos de pélos
normais.

FONTE: OLIVEIRA (1999).

3.3.4 Microsporum nanum

Microsporum nanum, uma causa comum de doencga da pele de suinos e, ocasionalmente, no
homem, foi isolado pela primeira vez em Cuba, em 1954. A infecgao por este fungo foi primeiramente
relatada em suinos nos Estados Unidos, em 1964. A infecgdo com M. nanum foi estudada pela Nova

Zelandia, em 1972, onde agricultores se infectaram e identificaram - se macroconidios maduros



(macroaleuriésporos) de M. nanum em amostras de solo de um habitat de suinos (LONG et al,,
1972).

No Brasil, o primeiro relato de dermatofitose em suinos (sete animais da racga
Landrace) por M. nanum foi descrito por Mos et al.(1978). Recentemente, um estudo
cita a deteccdo de 11 isolados de M. nanum (CAMPOS et al., 2001).

Em outros paises, existem varios relatos, tais como na Australia, Canada,
Italia, Nova Zelandia e nos Estados Unidos. M. nanum também ja foi isolado de
outros animais, tais como caes e cabras (ZDOVC & VERGLES, 2006).

Esta espécie possui pelo menos seis variantes diferentes: M. canis, M. gypseum,

M. gallinae, M. nanum, M. fulvun e M. persicolor ferrugineum (LEON-MATEOS et al., 2006).

Garcia-Sanchez et al. (2009) descrevem um surto de dermatofitose por Microsporum nanum
em uma fazenda tradicional ibérica. A morbidade foi de 100% entre as porcas em lactagdo, no
entanto, o aleitamento materno e desmame de suinos e javalis nunca desenvolveram as lesdes vistas

nas cerdas.

A espécie Microsporum nanum apresenta colénias com crescimento rapido,
de 3 a 5 dias, de textura frequentemente algodonosa, podendo ainda apresentar
colbénias de textura arenosa ou glabrosa. A coloracdo da colénia varia de branca a
amarela clara, podendo apresentar nuances de cor salmdo (FIG. 8). Seu lado
reverso € de coloracdo entre amarela e marrom-avermelhada; com o
amadurecimento podem surgir tufos na superficie da colonia. Caracteriza-se
microscopicamente pela presenca, apds cultura, de estruturas de frutificacado
conhecidas como macroconidios (FIG. 9); observa-se a presenga de muitos
macroconidios, que sao estruturas multicelulares e tém parede celular espessa,
equinulada ou verrucosa. Associadas aos macroconidios, as vezes podem ser
observadas estruturas também de frutificacdo, bem menores, hialinas, e apresentam
formato eliptico ou de lagrima, com 3-5 ym, e se ligam diretamente nas laterais das
hifas, conhecidas como microconidios (KONEMAN, 2008; SIDRIM et al., 2004;
HOOG et al., 2000).



FIGURA 8 - Superficie de uma colénia de M. nanum.
FONTE: RIPPON (1988).

FIGURA 9 - Aspecto microscopico de M. nanum, evidenciando a
presenca de macroconidios.
FONTE: RIPPON (1988).

M. nanum apresenta teste de perfuracdo de pelo positivo, crescimento
satisfatério nos meios suplementados com tiamina, acido nicotinico, inositol e
histidina. A maioria das cepas apresenta teste de urease positivo (BRILHANTE et
al., 2005; RIPPON, 1988). Também ¢é o dermatéfito mais adaptado ao parasitismo
da espécie suina. Outras espécies como M. gypseum ou M. canis, que podem
ocorrer sob forma de surto, sdo esporadicamente registrados na literatura mundial
como casuistica de dermatofitose suina. No Brasil, M. canis foi isolado de varios
animais (27 leitdes) em surto ocorrido em S&o Paulo, e a contaminagdo ocorreu
através do contato com gato comprovadamente infectado (LONDERO &
BENAVENGA, 1972).



As lesdes descritas como sendo tipicas do M. nanum iniciam normalmente
como pequenos pontos circunscritos, muito dificeis de serem observados, mas que
tendem a aumentar gradualmente e adquirir aspecto circular que pode atingir
extensas areas da pele, a qual apresenta uma cor avermelhada (eritematosa) a
marrom claro e espessada, mas nio elevada. Nos bordos da area afetada, crostas
secas podem se desenvolver, mas, interessantemente, ndo se formam areas
alopécicas e nem se observa sinal clinico de prurido. Muitas vezes devido a sujidade
na pele dos animais, a lesdo passa despercebida (FERREIRO et al., 2007).

Em casos cronicos, as lesbes sdo frequentemente observadas na regido
posterior das orelhas dos suinos adultos, e tém aspecto de crostas marrons
espessas e disseminadas para a regido do pescog¢o e adjacéncias (GINTHER,
1966).

3.3.5 Candida albicans

Desde longa data a levedura Candida albicans tem sido responsabilizada por
diversas infecgcbes em humanos e animais, sobretudo nas mucosas oral, esofagica
ou gastrica (CLEFF et al., 2005). E uma micose cosmopolita essencialmente
oportunista.

Langenbeck, em 1839, observou pela primeira vez a levedura, hoje conhecida
como Candida albicans, em aftas bucais de um paciente com tifo, tendo
erroneamente considerado este microrganismo o agente etiolégico da doenga. Mais
tarde, em 1842, David Gruby definiu a candidiase oral e classificou esse
microrganismo no género Sporotrichum. Em 1846, Berg estudou detalhadamente o
microrganismo, estabelecendo, definitivamente, a sua relagdo com a candidiase
oral. Alguns anos mais tarde, em 1853, Charles Robin denominou esse
microrganismo de Oidium albicans, redenominado por Zopf, em 1890, de Monilia
albicans. Somente em 1923, Berkhout transferiu essa espécie para o género
Candida e criou a espécie Candida albicans (SIDRIM & ROCHA, 2004; ARORA et
al., 1991). Atualmente o género vem sendo associado a quadros de fungemia em

humanos. Além disto, estudos tém demonstrado resisténcia a agentes antifungicos



azolicos, demonstrando a importancia do estudo deste género (BRITO et al., 2007;
POSTERARO et al., 2006; ANTUNES et al., 2004; CARVALHAES, 2000).

O género Candida é constituido por leveduras que apresentam reprodugao
assexuada, cujos mecanismos de divisdo celular envolvem o brotamento simples,
brotamento fissdo e divisdo binaria (GUARRO et al., 1999; HOOG et al., 2000;
SIDRIM & ROCHA, 2004). Pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo
Ascomycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales e Familia
Saccharomycetaceae (HOOG et al., 2000). Porém, recente classificagéo filogenética
do Reino Fungi reclassifica a ordem Saccharomycetales como pertencente a Classe
Saccharomycetes e Subfilo Saccharomycotina (HIBBETT et al., 2007).

Na boca as lesbes podem ocorrer sob a forma de placas
pseudomembranosas (“sapinho”) o que dificulta a alimentagcdo e muitas vezes
causam a morte do animal por caquexia. Aparentemente a Candida albicans tem
como alvo preferencial, em situagdes favoraveis para desenvolvimento do seu
potencial patogénico, a parte inferior do eséfago e a regidao esofageana da mucosa
gastrica (GUILLOT & CHERMETTE, 2003).

Candida albicans é a espécie mais isolada nos quadros patoldgicos, e
também é a mais comum como simples saprébio em algumas localizagdes do corpo
humano, em particular o aparelho digestivo (0-55%), a vagina (2-68%) e a cavidade
oral (2-41%) (ODDS, 1988).

A candidose cutanea é quadro pouco frequente e pode se manifestar quando
o estado imunitario dos animais estiver comprometido. Em suinos tem sido descrita
em animais alimentados com lixo e restos alimentares em diversas procedéncias e
criados em condi¢gbes inadequadas, sobretudo em ambientes umidos, com registro
de morbidade atingindo até 40 % dos animais. As lesbes mais observadas
consistem de areas alopécicas de diametro pequeno, com exsudato umido e
disseminadas por toda area corporal. A pele se apresenta espessada e com dobras
(COSTA et al., 1985).

Zlotowski et al.(2004) relataram dois casos de candidose mucocutanea por
Candida albicans em leitdes imunodeprimidos, provenientes de rebanhos com
circovirose.

Segundo Agarwala et al. (2006), os principais agentes etiolégicos das
onicomicoses sdo os dermatofitos, isolados em até 75% dos casos. As leveduras do

género Candida ocorrem em torno de 18 a 20% dos casos.



A onicomicose é considerada um problema de saude publica devido a alta
prevaléncia associada as morbidades como: diabetes, circulagdo periférica
diminuida; traumatismo ungueal de repeticdo, imunodeficiéncias (ELEWSKI, 1998).
E doenca cuja notificagdo compulséria ndo existe e dificulta a avaliagéo precisa da
extensdao do problema em nosso meio. Assim, as onicomicoses interferem na
qualidade de vida do paciente e gera prejuizo estético, refletindo diretamente na
autoestima, vaidade, discriminagao social e no potencial de trabalho do paciente
(LOPES et al., 1999).

De acordo com Rodriguez & Jodra (2000), as onicomicoses foram incluidas
no grupo das micoses cutdneas por serem usualmente consideradas infecgoes
fungicas superficiais e apresentarem uma reacéo hiperceratdsica com destruigcdo da
ldmina ungueal e outras estruturas.

Os aspectos macroscopicos sao identificados através da técnica do meio de
cultivo para isolamento e analise morfolégica das espécies de leveduras, cujo meio é
Sabouraud com cloranfenicol. O tempo de crescimento das leveduras é observado
em torno de sete dias para que possa ocorrer maturagcdo completa das estruturas
fungicas. O aspecto macroscopico da levedura é de consisténcia cremosa com
coloragao branca a creme, nas bordas e no reverso do meio de cultura, é visualizado
um aspecto arborescente, que microscopicamente corresponde a presenga de
pseudo-hifas (pseudomicélio ou micélio gemulante) (KONEMAN, 2008; SIDRIM &
ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002; MUELLER et al., 2002) (FIG. 10).




FIGURA 10 - Superficies de colénias de Candida albicans cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose a
25 °C.

FONTE: TRABULSI (2005).

Segundo Summerbell (1997), nas onicomicoses por Candida spp, 0 exame
direto do material clinico pode ser realizado com potassa (KOH) ou coloragao pelo
método de Gram (sdo Gram - positivas), onde sdo observados blastoconidios com
brotamento unico e pseudo-hifas. A presenca de células leveduriformes somente,
mesmo que em abundancia, pode significar meramente colonizagdo. Cleff et al.
(2008) citam que a identificacdo microscopica de Candida albicans caracteriza-se
pela presenca de clamidoconidios ou clamiddsporos, esporos arredondados, de

parede dupla, isolados ou agrupados na extremidade das pseudo-hifas (FIG. 11).
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FIGURA 11 - Aspecto microscopico de C. albicans.
FONTE: TRABULSI (2005).

3.4 FITOTERAPICOS

Assume-se hoje que a maior parte dos produtos farmacéuticos foi
desenvolvida a partir dos produtos naturais. A despeito deste fato, estima-se que
das 300 mil espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido
submetidas a algum estudo cientifico para avaliar suas potencialidades na
preparacdo de novos produtos. Estima-se também que 70% das plantas existentes
no planeta ocorrem em apenas 11 paises: Australia, Brasil, China, Colémbia
Equador, india, Indonésia, Madagascar, México, Peru e Republica Democratica do
Congo (NOGUEIRA et al., 2010).



A biodiversidade e o potencial econémico da flora brasileira, desde 1886, ja
eram descritos em inventarios, testemunhando a sua riqueza em plantas produtoras
de frutos alimentares, resinas, éleos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial
medicinal, sendo muitas espécies citadas (JACOBSON et al., 2005). Porém, os
paises desenvolvidos, como EUA, Japdo e o0s europeus sao 0S que mais
manufaturam e comercializam produtos naturais (KLEIN et al., 2010).

Em paises industrializados, dados mostram que o uso das plantas medicinais
constitui cerca de 20% do total de prescricbes médicas, sendo que em paises
emergentes esse numero atinge 80%. Diante desse quadro, diversos alertas tém
surgido na literatura cientifica e leiga, no sentido de incentivar a comunidade médica
a utilizacao de fitoterapicos como uma possibilidade real de tratamento. Ndo se deve
olvidar, entretanto, que esta utilizagcdo deve ponderar sobre a dosagem, a forma de
dispensacdo, os efeitos benéficos, os potenciais efeitos toxicos e as interacdes
medicamentosas, a fim de assegurar o uso racional dos mesmos (FELTRIN &
CHORILLI, 2010; RATES, 2001).

O reconhecimento do potencial medicinal das plantas, como recurso
terapéutico vem recebendo maior atengdo do governo brasileiro ao passo que o
Ministério da Saude autorizou a utilizacdo de 34 plantas com eficacia terapéutica
(BRASIL, RDC n°89/2004). Conquista também importante & o Decreto 5.813, de 22
de junho de 2006, que determina a criacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos. Em linhas gerais seu objetivo consiste em garantir
acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo uso
sustentavel da biodiversidade, e de desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional (BRASIL, 2006).

A grande incidéncia de infecgbes, principalmente em individuos
imunocomprometidos, assim como os crescentes custos do tratamento destas
infecgbes, causadas por microrganismos cada vez mais resistentes, aumenta a
importancia da procura e descoberta de compostos terapéuticos alternativos
(BERTINI et al., 2005).

A fitoterapia esta sendo muito explorada, por se tratar de um método natural
de tratamento das enfermidades (OLIVEIRA et al., 2002) e de ser uma alternativa
natural no controle de pragas, em substituicdo aos inseticidas sintéticos, altamente

téxicos ao homem e ao meio ambiente (FERNANDES et al., 2006).



Na Natureza, existem diversos tipos de substancias antimicrobianas que
desempenham um importante papel na defesa dos seres vivos. Um exemplo séo as
denominadas fitoalexinas (alcaloides, compostos fendlicos, flavonoides etc.), que
sao produzidas pelas plantas como reacédo de defesa em resposta a um estimulo em
situagdes de estresse fisico (temperatura, luz etc.), biolégico (microrganismos) e
quimico (substancias quimicas). Pode-se citar como exemplo o resveratrol, presente
em cascas e sementes de uvas pretas, produzido como defesa contra bactérias,
fungos e mecanismos abidticos, tais como a radiagdo ultravioleta, a exposigdo ao
ozbénio e a injuria por dano mecanico (CANTOS et al., 2000). Este possui agéao
antioxidante (impede a oxidagao do LDL circulante no sangue), inibe a agregacéao
plaquetaria, previne Uulceras e tem possivel agdo anticancerigena no homem
(RAUHA et al., 2000; YUNES et al., 2001; DE GASPAR!I et al., 2005).

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os ¢leos essenciais sao liquidos oleosos, volateis dotados de aroma forte e
quase sempre agradavel, provenientes do metabolismo secundario vegetal, presente
em quase duas mil espécies e distribuidos em sessenta familias de plantas. S&o
normalmente elaborados nas folhas e armazenados em espacos extracelulares,
entre a cuticula e a parede celular (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os o6leos essenciais sao quimicamente constituidos, em sua maioria, de
substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropanoides, acrescidos de
moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta. O
perfil terpénico apresenta normalmente substancias constituidas de moléculas de
dez e de quinze atomos de carbono (mono e sesquiterpenos), mas, dependendo do
método de extracdo e da composicdo da planta, terpenos menos volateis podem
aparecer na composi¢ao do 6leo essencial (NICARETA, 2006).

Os metabdlitos secundarios sao derivados biossinteticamente de
intermediarios do metabolismo primario, cujas rotas possuem estreita relagdo. Os
compostos secundarios sao divididos em trés grupos distintos quimicamente:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. A produgdo desses
compostos resulta dos processos de biossintese, transporte, degradacédo e

armazenamento, que sao afetados pelo gendtipo, estagio ontogenético e por fatores



ambientais (TAIZ & ZEIGER, 2004). A maioria dos compostos € estocada nos
vacuolos de células que fazem parte de tecidos especificos da planta e sua
producdo é baixa, representando menos de 1% da biomassa seca (OKSMAN-
CALDENTEY & INZE, 2004).

As substancias odoriferas de plantas foram consideradas por muito tempo
como “desperdicio fisioldgico”, ou mesmo como produtos de eliminagao. Atualmente,
considera-se a existéncia de fungdes ecoldgicas, especialmente como inibidores da
germinagao, na protecao contra predadores, na atragéo de polinizadores, para evitar
a perda de agua e aumento da temperatura, entre outras (CARDOSO et al., 2001;
FAZOLIN et al., 2002; PAULA, 2002).

Os Oleos essenciais sdo compostos de grande importancia em pesquisas, por
serem potencialmente uteis no controle fitossanitario, propiciando o desenvolvimento
de técnicas que procuram diminuir os efeitos negativos de oxidantes, radicais livres
e microrganismos causadores de prejuizos nas industrias alimenticias. O uso de
metabdlitos secundarios de plantas vem crescendo e conquistando o mercado e a
preferéncia dos consumidores por apresentarem beneficios a saude, bem como
menores impactos ao meio ambiente. Portanto, a pesquisa fitoquimica apresenta-se
como um meétodo util, buscando técnicas analiticas e instrumentais que permitem o
isolamento e elucidacdo de inumeros compostos. Esses metabdlitos possuem
potencialidade para uso na industria alimenticia (PEREIRA et al., 2008) e na

indUstria de medicamentos.

3.6 Rosa alba L.

Conhecida popularmente por rosa branca, suas principais caracteristicas sao
as folhas de cor verde azulado e as flores em tons palidos entre o branco puro e o
rosa claro (BRUNKE et al., 1992) (FIG. 12).

O primeiro registro que se tem do contato humano com as rosas remonta a
inscricdes mesopotamicas datadas de 5.000 a.C. A primeira imagem, no entanto, foi
encontrada em uma moeda proveniente de uma tumba do povo Tsudi, nas
montanhas da regido Artica, na Sibéria, datando de 4.000 a.C. A rosa branca foi a

primeira rosa intensamente cultivada pelos gregos e romanos. Especula-se que seja



um cruzamento entre a rosa canina, selvagem na Europa, e a rosa damascena,
dessa forma herdando as virtudes de ambas as espécies (ABURJAI, 2003).

Algumas variedades, como a Rosa alba maxima e a “Great Maiden’s Blush”
possuem registro de cultivo de data anterior ao século XV.

Segundo Trovato et al. (2000), o 6leo essencial de Rosa alba L. é constituido
de citronelol, geraniol, nerol, linalol, citrol, carvacol e eugenol.

Fenner et al. (2006) citam que Rosa alba L. é conhecida popularmente pelas
suas propriedades antissépticas.

De acordo com Reis (2007), o 6leo essencial de Rosa alba L. apresenta
excelente atividade antimicrobiana, in vitro, contra a levedura Candida albicans.

Conforme trabalho realizado por Reis (2008), o extrato aquoso de Rosa alba
L. apresenta significativa inibigdo, in vitro, do crescimento dos microrganismos

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

FIGURA 12 - Flores e]‘olhas de Rosa alba L.
FONTE: AQUIVO PROPRIO (2010).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As pétalas de Rosa alba L. foram colhidas no municipio de Varginha, sul do
estado de Minas Gerais, no periodo da manha do dia 23 de setembro de 2010.
Uma exsicata foi depositada no Herbario da Unifenas sob o registro de

numero 834.

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial das pétalas de Rosa alba L. foi extraido por hidrodestilagao,
usando um Aparelho de Clevenger (FIG. 13), que produz arraste dos Oleos
essenciais pelo vapor (REIS, 2007; SARTORELLI et al.,, 2007; TUBEROSO et al,
2006). Tal experimento foi realizado nos laboratérios da Universidade José do
Rosario Vellano — Campi de Varginha — MG.

O caélculo do rendimento foi realizado pela relacdo entre a massa de dleo
essencial recolhido e a massa de material vegetal utilizado na extracéo (REIS, 2007;
FARAGO et al., 2004).

O dleo extraido foi acondicionado em frasco de vidro estéril e mantido a

temperatura ambiente até posterior inoculagdo ao meio de cultura (REIS, 2007).



FIGURA 13 - Aparelho de Clevenger para extragao de 6leo essencial.
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).

4.3 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A ACAO ANTIMICROBIANA DO OLEO
ESSENCIAL

4.3.1 Teste de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana foi verificada usando o 6leo essencial de pétalas
de Rosa alba L., pelo método de difusdo em agar pela técnica “pour plate” (BOZZA,
2009), sobre as espécies de Candida albicans (ATCC 10231), Microsporum nanum
(ATCC 11832), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Trichophyton rubrum
(ATCC 10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC 10870); as cepas dos fungos
filamentosos foram fornecidas pelo Instituto de Medicina Tropical da Universidade de
Sd0 Paulo (USP). Os microrganismos foram mantidos em Agar Sabouraud -

dextrose inclinada a temperatura ambiente.



4.3.1.1 Microrganismos e periodo de crescimento

Foram realizadas subculturas (repiques) dos microrganismos para um novo
meio até alcangcarem o periodo ideal para realizagdo dos testes, ou seja, para se
obter culturas jovens e em fase log de crescimento constituindo de micélio e
conidios (NCCLS, 2002) (FIG. 14). O tempo aproximado de crescimento para
posterior preparo do indculo no teste de difusdo em agar foi de 48 horas para a
levedura Candida albicans (ATCC 10231) e de 10 dias para os fungos
leveduriformes: Microsporum nanum (ATCC 11832), Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 9533), Trichophyton rubrum (ATCC 10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC
10870).

FIGURA 14 - Subculturas dos microrganismos T. tonsurans (ATCC 10870), T. mentagrophytes
(ATCC 9533), M. nanum (ATCC 11832) e T. rubrum (10218), respectivamente, da

esquerda para direita (Colénia em Agar Sabouraud - Dextrose a 2%, 25 °C, 10 dias).

FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).

4.3.1.2 Preparo do in6culo, do meio de cultura e do controle

Solucéo salina a 0,9% esterilizada em autoclave foi utilizada para preparar os
indculos, os quais foram padronizados segundo solugdo padrao do tubo 0,5 da



escala McFarland, que corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades
formadoras de colénias/mL (UFC/mL) (HADACEK & GREGER, 2000; RINALDI et al.,
2004; SAHIN et al., 2004).

Na realizagcédo da técnica de “Pour Plate” foram adicionados a placa de Petri
descartaveis e estéreis 2 mL da suspensdo do microrganismo e 15mL de Agar
Sabouraud-dextrose a 50 °C; todo o sistema foi homogeneizado. Apés solidificagao
do meio foram feitas duas cavidades no agar, onde foram adicionadas 15uL de 6leo
essencial de Rosa alba L. em um orificio e 15uL de solugdo salina estéril (controle
negativo) no outro orificio, com auxilio de um pipetador semiautomatico (FIG. 15).

As placas contendo os fungos filamentosos foram incubadas de forma
invertida, a 28 °C por 10 dias; e as placas contendo a levedura foram incubadas a
30 °C por 48 horas.

FIGURA 15 - Preenchimento dos orificios no agar com o 6leo essencial.
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).

4.3.1.3 Leitura das placas e interpretacéo dos resultados

Passado o tempo de incubagao, os halos de inibicdo tiveram seu diametro
medido com paquimetro pelo fundo da placa (RASOOLI et al., 2006; KONEMAN et

al., 2001). O grau de sensibilidade de cada amostra de fungo e da levedura foi



avaliado em funcdo do didmetro (mm) do halo produzido ao redor dos orificios
contendo d6leo essencial de Rosa alba L.
Todos os testes foram feitos com n= 20 repeti¢des.

Os dados obtidos foram tabulados e suas médias analisadas.

4.4 Anélises Estatisticas

Foi realizada andlise de variancia (ANAVA) para variancias desiguais. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados apresentaram
distribuicdo de normalidade. As comparacgdes de resultados foram submetidas ao

teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracdo do Gleo essencial

O rendimento (%) do 6leo essencial extraido pela técnica de hidrodestilagéo
foi de 0,35% (p/p).

Em estudos realizados por Reis (2007) foi obtido um rendimento de dleo
essencial de pétalas de Rosa alba L. de 0,28%(p/p), cuja técnica de extracéo
também foi a hidrodestilagcao.

Potzernheim et al. (2006) analisaram O6leos essenciais de trés espécies de
Piper coletadas na regido do Distrito Federal e os comparou com 6leos de plantas
procedentes da regido de Paraty (R.J.). Observaram que o rendimento de dleo
essencial de Piper arboreum subsp.arboreum foi de 0,3%, a hidrodestilagdo das
folhas de P. dilatatum forneceu 0,4% de Oleo essencial e a hidrodestilacédo das
folhas de Piper hispidum teve rendimento de 0,3%.

A variabilidade na producdo e teor de 6leos essenciais € conhecida por ser
afetada por fatores ambientais tais como luz, disponibilidade de nutrientes, estacao
do ano, periodo do dia, ciclo e parte da planta (CARVALHO - FILHO et al., 2006),
como também por fatores genéticos (TAVARES et al., 2005).

Segundo Telles et al. (2009), o rendimento do 6leo essencial extraido de
folhas de Mentha piperita L. a partir de material fresco (1,25%) apresentou
resultados superiores, comparados com secagem natural (0,65%) e secagem
artificial (0,70%). Pode-se inferir que a producéo de 6leos essenciais nas folhas foi
reduzida apds os tratamentos pds-colheita, havendo maior rendimento de 6leo na
extragcao do material fresco.

Segundo Tuomi et al. (1991), a concentragdo de metabolitos secundarios
utilizados para defesa do vegetal tende a ter uma concentragéo inversa as taxas de
crescimento, por ser este o “custo da defesa” das plantas, com o desvio de
substancias que poderiam gerar agucares, proteinas e gorduras para produgao de
metabolitos secundarios.

O dleo essencial de Piper aduncum apresentou excelente rendimento (2,5 a
3,5%) e é rico em dilapiol (31,5 a 91,1%), um éter fenilico com elevado padrdo de

oxigenagao. Este composto com grau de pureza de 99,0% (ALMEIDA et al., 2004)



foi testado e comprovou ser o responsavel pelas atividades fungicida, larvicida,
inseticida e moluscicida (PERGENTINO et al., 2008).

Em estudos realizados por Franco et al. (2005), o rendimento do Odleo
essencial de Eucalyptus cinérea, uma espécie aromatica da familia Myrtaceae, foi de
6,07 % (v/m), do qual grande parte foi extraida na primeira hora de hidrodestilagéo.

Em pesquisa realizada por Tavares et al. (2005) foi extraido o 6leo essencial
de folhas de Lippia alba (Mill) N. E. Br, cujo menor rendimento foi de 0,15% e o
maior rendimento foi de 0,60%, observando-se que as plantas estavam em
diferentes estagios, respectivamente em estagio de floracdo e estagio de
crescimento vegetativo.

Resultados discrepantes foram observados por Gupta et al. (2002) em estudo
com Artemisia annua, onde a maior porcentagem de 6leo essencial foi obtida a partir
de plantas em floracéao.

O rendimento do 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas secas de M.
divaricatum foi 0,10 £ 0,02%, indicando um baixo rendimento, o que &€ comumente

observado na maioria das espécies medicinais (WAGNER et al.,1984)

5.2 Testes com microrganismos

A sintese dos resultados dos testes com microrganismos se encontra na
TAB. 1, onde estédo registradas as médias das medidas dos halos de inibicéo
de cada microrganismo frente ao 6leo essencial. Nao houve inibicdo com o

controle (solucao de cloreto de sddio a 0,9%).



TABELA 1

Médias aritméticas de 20 testes das medidas de halos de inibicdo de
crescimento (mm) dos microrganismos Candida albicans, Microsporum nanum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Trichophyton tonsurans
testados frente ao 6leo essencial de pétalas de Rosa alba L.

Microrganismos Médias dos halos de inibigdo
(mm)
Candida albicans (ATCC 10231) 35,00 a
Microsporum nanum (ATCC 11832) 29,80 b
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) 29,80 b
Trichophyton rubrum (ATCC 10218) 24,40 c
Trichophyton tonsurans (ATCC 10870) 21,85¢c

Médias seguidas por letras iguais nédo diferem entre si no nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
D.M.S. 5% = 3,14 mm

As FIG. 16 a 20, a seguir, mostram os halos de inibicdo do crescimento

dos microrganismos, como resultado da acédo do 6leo essencial testado.

FIGURA 16 - Halo de inibigao por 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. em placa de T. mentagrophytes (ATCC 9533).
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).



FIGURA 17 - Halo de inibicédo por 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. em placa de T. tonsurans (ATCC 10870).
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).

FIGURA 18 - Halo de inibigdo por 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. em placa de T. rubrum (ATCC 10218).
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).



FIGURA 19 - Halo de inibigédo por 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. em placa de M. nanum (ATCC 11832).
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).

FIGURA 20 - Halo de inibi¢gdo por 6leo essencial de pétalas de Rosa
alba L. em placa de Candida albicans (ATCC 10231).
FONTE: ARQUIVO PROPRIO (2010).



Diante dos resultados obtidos, verificou-se uma variabilidade significativa na
acao do oleo essencial de pétalas de Rosa alba L. em relagdo ao crescimento dos
microrganismos Candida albicans (ATCC 10231), Microsporum nanum (ATCC
11832), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Trichophyton rubrum (ATCC
10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC 10870).

Em relacdo a inibicao do crescimento dos microrganismos, observou-se maior
atividade antidermatofitica do 6leo essencial de pétalas de Rosa alba L. sobre a
levedura Candida albicans (ATCC 10231), pois o0 mesmo se mostrou 14,86% mais
ativo quando comparado com a inibigdo do crescimento de Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 9533) e Microsporum nanum (ATCC 11832), 30,29% mais
ativo quando comparado com a inibicdo do crescimento de Trichophyton rubrum
(ATCC 10218) e 30,50% mais ativo quando comparado com a inibicdo do
crescimento de Trichophyton tonsurans (ATCC 10870).

As médias dos halos de inibicdo dos microrganismos Trichophyton rubrum
(ATCC 10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC 10870).ndo diferiram entre si no
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Tukey. O mesmo foi observado em
relacdo aos microrganismos Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) e
Microsporum nanum (ATCC 11832).

Nos estudos realizados por Reis (2007), a levedura Candida albicans (ATCC
10231) apresentou maior inibicdo de seu crescimento quando testadas segundo a
atividade do 6leo essencial de pétalas de Rosa alba L.. Os resultados observados
nesta pesquisa endossam estes dados.

Nao foram localizados na literatura outros trabalhos disponiveis, que se
propusessem a avaliar a susceptibilidade in vitro de dermatdfitos em relacdo a acao
do dleo essencial das pétalas de Rosa alba L., ndo havendo, portanto, pardmetros
que permitissem outras analises comparativas dos dados obtidos no presente
trabalho com dados obtidos de outros autores.

Cleff et al. (2010) avaliaram a acao in vitro do 6leo essencial de O. vulgare
contra Candida ssp. e demonstraram que todos os isolados testados foram sensiveis
ao Oleo.

As espécies Lippia sidoides, Ocimum gratissimum, Lippia citriodora,
Cymbopogon citratus inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo C.

gloeosporioides, conforme pesquisa realizada por Souza Junior et al. (2009).



Natarajan et al. (2003) utilizaram isolados clinicos de dermatéfitos (Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Microsporum nanum), os quais foram tratados com extratos,
e verificaram que o 6leo extraido das sementes de Azadirachta indica (neem) possui altas

propriedades antidermatofiticas, sendo observadas grandes altera¢des no padréo de crescimento dos
microrganismos testados. Esse achado reforga a utilizagdo dos éleos essenciais como alternativas da
medicina no tratamento de infecgbes por fungos dermatdfitos.

Franco et al. (2005) realizaram testes de atividade antimicrobiana com o oleo essencial de

Eucalyptus cinérea, utilizando os microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC
6.538), Escherichia coli (ATCC 8.739), S. epidermidis (ATCC 12.228), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9.027) e Candida albicans (ATCC 10.231). As culturas
microbianas foram padronizadas em 10® células/mL, estimadas por comparagdo ao
tubo 0,5 da Escala de McFarland, sendo posteriormente inoculadas em meios de
cultura para avaliacdo da atividade antimicrobiana. Foi observada potente atividade
do oleo essencial em todas as amostras testadas.

Gadhi et al. (2001) investigaram a atividade antifungica do extrato de folhas de

Aristolochia paucinervis Pomel (Aristolochiaceae) sobre os microrganismos Epidermophyton
floccosum, Trichophyton violaceum, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes, adotando o
método de difusdo em Agar. Os resultados mostraram que todas as fragbes apresentaram atividade

antifungica contra os fungos dermatofitos testados.

Park et al. (2007) realizaram estudos com o objetivo de investigar o potencial da
utilizacdo de Oleos vegetais derivados de Leptospermum petersonii Bailey e
Syzygium aromaticum L. Merr. Et Perry como antifungicos naturais. Os fungos
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e
Microsporum gypseum foram avaliados pelo método de difusdo em agar. Observou-
se que o crescimento de hifas foi completamente inibido em T. mentagrophytes, T.
rubrum e M. gypseum pelo tratamento com 6leo essencial de cravo. Comparando os
resultados destes estudos com os apresentados neste trabalho pode-se observar a
susceptibilidade dos microrganismos dermatéfitos quando expostos aos Oleos
essenciais.

Estudos realizados por Romagnoli et al. (2010) propuseram avaliar a atividade
antifangica do o6leo essencial dos frutos de Cyminum cuminum L. (Apiaceae),
utiizando doses de 5-20 uL de o6leo essencial puro. Os ensaios antifungicos
mostraram que Cyminum cuminum L. apresenta atividade, em geral, em todos os
fungos, mas em especial sobre os dermatofitos, onde Trichophyton rubrum foi o

mais inibido e na menor dose (5 uL).



Zuzarte et al. (2009) investigaram a atividade antifungica do 6leo essencial de
Lavandula pedunculata (Miller) Cav. e verificaram que os 6leos essenciais também
foram isolados por hidrodestilagdo e a atividade antifungica do 6leo essencial foi
significativa contra as cepas de dermatofitos. Tais dados corroboram os resultados
encontrados nesta pesquisa.

Conforme Bajpai et al. (2009) o 6leo Nandina domestica Thunb. e os seus
extratos podem ser fontes potenciais de fungicidas naturais para controle de alguns
importantes fungos dermatéfitos, tais como Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,
Microsporum canis, que apresentaram germinagao de esporos inibidas pelo 6leo
essencial.

De acordo com os resultados obtidos no trabalho de Pelissari et al. (2010)
apenas as espeécies Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923 e B. subtilis ATCC
9372) mostraram-se sensiveis ao 6leo essencial de Melampodium divaricatum (Rich)
DC, e as demais espécies testadas (Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus
mirabilis (ATCC 25933) e as cepas de campo Pseudomonas aeruginosa, Shigella
sonnei e Serratia marcescens ndo tiveram seu crescimento inibido.

O dleo essencial de pétalas de Rosa damascena foi avaliada por seus efeitos
antibacterianos contra trés cepas de Xanthomonas axonopodis spp. vesicatoria.
Nowak (2005) cita que tal 6leo essencial pode ser um potencial agente de controle
na gestdo da doenga causada pela X. vesicatoria em plantas de tomate e pimenta.

Nesta perspectiva, muitos estudos tém sido realizados com énfase na busca
de novos produtos naturais ou sintéticos possuidores de atividade antimicrobiana
atrelada a uma menor toxicidade ao hospedeiro.

Os resultados desta pesquisa fornecem valor cientifico e confirmam que os
Oleos essenciais podem ser uteis no tratamento de infecgdes por dermatdfitos,
justificando estudos clinicos para validar seu uso como alternativas terapéuticas as
drogas sintéticas no tratamento de dermatofitoses. Os dados obtidos s&o

significativos, porém demandam a continuagéo e aprofundamento dos estudos.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam o potencial antifungico do
Oleo essencial de Rosa alba L., in vitro, sobre o crescimento microbiano de
leveduras Candida albicans (ATCC 10231) e fungos leveduriformes Microsporum
nanum (ATCC 11832), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Trichophyton
rubrum (ATCC 10218) e Trichophyton tonsurans (ATCC 10870).
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