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A Candida albicans é 50% mais prevalente dentre as variedades presentes
na Candidiase, 84% das unhas dos pés sdo acometidas por onicomicoses.
Nos ultimos tempos tem se desenvolvido o uso do ozdnio nas suas diver-
sas apresentagdes por ser altamente oxidativo. O objetivo deste trabalho ¢é
comparar diferentes tempos e concentracoes de aplicagdo do 0zonio, sobre
a inativacao da Candida albicans in vitro. As aplicagdes ocorreram em meio
sélido no Bag de polietileno, solugao salina e agua potavel, devido o alto
fator de viruléncia e resisténcia adquirida por antifingicos. Foi utilizada a
linhagem padrao de Candida albicans do laboratério de Humanas da Uni-
versidade Anhembi Morumbi campus centro e um equipamento gerador
de ozdnio marca Ozone & Life, modelo O&L 1.5M acoplado ao cilindro de
oxigénio medicinal. A eficicia dos meios ozonizados foi determinada pelo
cultivo de amostras apds o tratamento com ozdénio em Caldo Sabouraud
Dextrose e incubados a 37 °C por 24 - 48 horas quando as coldnias foram
contadas. Os resultados obtidos em solugédo salina no grupo um promoveu
crescimento exponencial de UFC, em 25 minutos a %LOZX 25mg/O3. No
grupo dois em solugao salina 4 4LO,x 65mg/O, ocorreu 100% de inativagao
das colonias. E na agua potavel e em meio sélido houve 100% de inativagao.

Ozbdnio.
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Abstract

The species Candida albicans is 50% more prevalent among the varieties
in the candidiasis, 84% of toenails are affected by onychomycosis. In recent
times it has developed the use of ozone in its various presentations to be
highly oxidative. The objective of this study is to compare different times
and ozone application rates on the inactivation of Candida albicans in vi-
tro. The applications took place on solid media in a polyethylene bag, brine
and fresh water, because the high virulence factor and acquired resistance to
antifungal agents. It used the standard line of Humanities Lab Candida albi-
cans Anhembi Morumbi University campus center and an ozone generator
equipment brand Ozone & Life, model O & L 1.5M coupled to the medical
oxygen cylinder. The effectiveness of ozonized media was determined by
the cultivation of samples after treatment with ozone in Sabouraud dextro-
se broth and incubated at 37 ° C for 24 - 48 hours when the colonies were
counted. The results obtained in the saline group one promoted exponential
growth of CFU in 25 minutes }4LO2 x 25mg / O,. In group two in saline
will 74LO2x65mg/O, was 100% inactivation of the colonies. And in drinking
water and in a solid medium was 100% inactivation.

Infroducgao

A espécie Candida albicans é 50% mais prevalente
dentre as variedades presentes na Candidiase [1]. Segun-
do Martins, 2009, 84% das unhas dos pés sao acometidas
por onicomicoses [2]. Algumas espécies de Candida albi-
cans estao presentes na microbiota humana e pode se ma-
nifestar mediante 4 alteragdes do sistema, principalmente
em situagdes como diabetes,imunossuprimidos, orticos-
terdides, agentes citotdxicos, antibidticos e contraceptivos
orais, tendo que atravessar pela propria barreira natural
do organismo para instalar a doenga [3].

A Candida albicans sdo leveduras que se encontram
em mucosas e na presen¢a de compostos como soro de
mamiferos, expressa seus fatores de viruléncia como a
formacao de hifas. Uma vez na corrente sanguinea tem a
capacidade de invadir tecidos mais profundos, sua colo-
nizagio, invasdo e disseminagao é facilitada pela capaci-
dade de desenvolver em biofilme [4,5].

Entre brotamento e filamentagao, o fungo ainda pode
exibir uma variedade de morfologias durante seu cres-
cimento, formando assim as pseudo-hifas. A mudanca
leveduriforme para filamentosa pode ser induzida por
uma variedade de condi¢bes ambientais, como variagdo
de temperatura e de pH [6].

A habilidade de formar biofilme descrito por Cardo-
so, 2013 [1], tem grande importancia quando as células

estdo livres e entram em contato com uma superficie so-
lida, assim as leveduras se aderem, formam uma espessa
camada de células rica em P -1,3 - glucano, protegendo
assim da agao do sistema imune do organismo humano.
Os microrganismos organizados em biofilmes apresen-
tam caracteristicas de resisténcia, principalmente devido
a penetragao insuficiente de antimicrobianos, velocidade
de crescimento e alteracio do estagio metabélico que ga-
rante a sobrevivéncia de tais células em ambientes hostis.
[7,8].

Segundo Barbedo, 2010 [6], ele difere as dificuldades
associadas no tratamento da onicomicose sendo prolon-
gado devido a resisténcia a alguns medicamentos e ao
estilo de vida que expde as unhas em situagdes que di-
ferem para um resultado eficaz. A onicomicose pode ser
tratada de diversas formas, como tratamentos sistémicos
e topicos com farmacos e terapias complementares ou al-
ternativas com produtos naturais, fitoterapicos e dleos es-
senciais onde traz ao paciente a facilidade, custo acessivel
e sem efeitos colaterais [9].

Uma das formas de tratamento que nos tltimos tem-
pos tem se desenvolvido é o uso do 0zonio nas suas diver-
sas apresentacdes, como em processos de desinfec¢io e
esterilizacdo, por ser altamente oxidativo, sendo 35 vezes
mais

potente que o cloro com a vantagem de nao ter resi-
duos toxicos. Sendo utilizado diretamente, em agua ou
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em Oleo para inativagdo de fungos, bactérias e virus
[10].

O ozbnio foi descoberto em 1785 por Van Marum,
mas Schonbein em 1840 evidenciou que esse odor ocor-
ria devido a um gas especifico, particular, que ele nomeou
de Ozone (do grego Ozein) [11].

A Associagao Brasileira de Ozonioterapia [12], afir-
ma que o 0zOnio age como filtro, protegendo o planeta
dos raios ultravioletas (UV) do sol. Forma-se quando as
moléculas de oxigénio (O2) se rompem, e 0s atomos se-
parados se unem individualmente com outra molécula
de oxigénio (02), formando assim o ozdnio (O3) que é
um gas reativo e altamente instavel, logo se recompde a
oxigénio (O2).

Como agente farmacoldgico o ozdnio deve ser extra-
ido do oxigénio puro através de descargas elétricas e ser
utilizado em concentragdes terapéuticas variadas [13].
Mistura de (O2) e (O3) sob condi¢des fisioldgicas ¢ um
agente terapéutico com reatividade seletiva, os hidro-
peroxidos, produtos reagentes da ozonolise, atuam nos
fosfolipideos da membrana celular, alcancando o meio
intracelular e conseguindo, assim, influenciar o metabo-
lismo [13]. Marques, (2008) [14], também relata que o
ozonideo age nos constituintes da membrana citoplasma-
tica reagindo com dcidos graxos polissaturados, inibindo
e bloqueando o sistema de controle enzimatico, causando
ozondlise com isso causa alteracdes da permeabilidade
e a lise celular. Estas caracteristicas conferem ao ozdnio
uma gama de aplicagdes, sendo utilizado em medicina
como - Aplicagio sistémica via endovenosa onde ativa
o metabolismo, aplicagdo via intramuscular, aplicagdo
topica por um sistema fechado de circula¢io do ozdnio
e um sistema de suc¢do conectado a um catalisador de
ozdnio, por exemplo, uma perna é colocada dentro de um
Bag, feito de material ozonio-resistente, cujas bordas sao
vedadas junto a pele, agua bidestilada ozonizada e azeite
ozonizado, onde a aplicagao topica de dgua bidestilada ou
de azeite previamente ozonizado, diretamente sobre dreas
afetadas da pele. Aplicacdo insuflagao retal que é uma via
sistémica e aplicacdo intra-articular para vertebral e intra
discal [12].

O oz6nio ¢ um gds nocivo apenas para as vias respira-
torias, devendo sua utilizagdo ser feita sempre com caute-
la [13]. Marques, 2008 [14], afirma que é contra indicado
associar 0zOnio a solu¢do salina, por formar acido hipo-
cloroso, que pode provocar vasculites ou flebites.

Segundo Cepero, 2008 [15], a agua ozonizada foi um
dos primeiros métodos utilizados pela experiéncia mé-
dica, favorecendo a melhora dos processos inflamatdrios

bucais e atualmente ¢ muito utilizada em tratamentos
estomacais. A pureza da agua ozonizada é um fator im-
portante para sua maior efetividade germicida, para isso
recomenda - se 0 uso da agua desmineralizada e bidesti-
lada. Se essas recomendagdes nao forem seguidas a con-
centragdo do gas de ozonio é reduzido.

Neste trabalho serd analisada a eficdcia da inativacdo
de Candida albicans, in vitro, em diferentes tempos, con-
centragdes de ozonio em solugdo salina, agua potavel e
bag de polietileno, devido seu alto fator de viruléncia e a
resisténcia

adquirida por antifiingicos sistémicos, topicos e alter-
nativos.

Material e Método

Para desenvolver esta pesquisa utilizou-se um tubo
esterilizado contendo 10 ml de salina, a partir dai desta
solugdo foram realizadas dilui¢des seriadas resultando
uma concentragio de 1,50 x 10* UFC/ml ajustada ao tubo
0,5 da escala de Mc Farland executando assim um grupo
controle, primeiro grupo, antes de ozoniza-lo, foi usada a
dilui¢do de Candida albicans. O segundo grupo recebeu
0 0zonio aplicado diretamente sobre a solugdo salina em
triplicata contaminada por 25 minutos; o terceiro grupo
recebeu o 0zonio aplicado diretamente em dgua potavel
em duplicata por 25 minutos; o quarto grupo teve a seme-
adura em Placa de Petri em triplicata da salina contami-
nada e posteriormente recebeu o 0zonio direto em Bag de
polietileno por 20 minutos. A técnica foi realizada em um
cone de esterilizagdo com bico de BUNSEN para impedir
contaminacdo cruzada. As concentra¢des de O* encon-
tram-se nos resultados. Na sequéncia foram mantidas em
estufa a 37°C durante 24 horas e observadas por 48 horas
para futura contagem de UFC.

Figura 1: Tubos de meios liquidos em suspensao
ozonizando. Imagem do autor.
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Figura 2: Placas de Petri semeadas ozonizando em
triplicata. Imagem do Autor.

Resultados

De acordo com a tabela 1, houve crescimento

exponencial de 23, 54 e 77 UFC, ap6s ozonizagdo
em solugdo salina a 1/4L O2 x 25mg/ O, durante
25 minutos. Na figura 2 demonstra o percentual
de crescimento microbiolégico: PL1 16,5%, PL2
38,8% e PL3 54,4%. A solugéo salina ozonizada em
triplicata a 1/4L O2 x 65mg/ O, no mesmo tempo,
inativou 100% da Candida albicans. As amostras
de agua potavel em duplicata nas concentragdes
de: 1/4L O2 x 25mg/ O, e "*L O* x 65mg/O’ha 25
minutos houve 100% de inativagdo. E as placas de
Petri em triplicata em BAG de polietileno nas con-
centragdes de:'/*LO,x 25mg/ O,e '/*LO, x 65mg/
O, com exposi¢ao de 20 minutos, ocorreu 100% de
inativagao.

Tabela 1: Determinacao das UFCs de Candida albicans, in vitro apos exposicdo de 0zonio em salina com

14L02 x 25mg/ O3 por 25’(min.).

Tubos/Placas UFC Tempo Concentragao de O3 UFC
Tb1l - PL1 1,50 25 25mg/ O3 2,3x103 UFC
Tb1 - PL2 1,50 25 25mg/ O3 5,4x 103 UFC
Tb1l - PL3 1,50 25 25mg/ O3 7,7 x 103 UFC

Tabela 1. Dados do autor

Graficol: Tb- tubo /PL- Placa. Percentual de crescimento de Candida albicans apds o ozonizagao em tripli-
cata na concentragdo de %LO2 x 25mg/ O3 por 25’(min.).
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Discussdo

Na tabela 1 em solucéo salina houve crescimento na
placa 1, 2 e 3, no entanto em solucdo salina a %LO2 x
65mg/O, por 25'(min.) ocorreu a inativagao total das uni-
dades formadoras de colonia, devido a maior concentra-
¢ao de ozdnio aplicado [16], afirma que concentragdes
baixas de 0zonio tém efeitos imunomodulador onde
ha suspeitas de compromisso do sistema imunologi-
co, ja as concentragdes altas se utilizam especialmente
em ulceras, feridas, ozonizagdo de azeite e agua [5],
explana que na presenca de fluidos orgéanicos, a Can-
dida albicans expressa seus fatores de viruléncia, ca-
pacitando entdo a invasdo e dissemina¢do na célula.
Na tabela 1 comparando-se os resultados das placas
de

Petri 1, 2 e 3 foi verificado que, ao utilizar-se so-
lucdo salina em suspensdo contendo um elevado nu-
mero de UFC, néo resultou na inativacio total, houve
crescimento de unidade formadora de colonia cres-
centemente, mesmo com o tempo de 25 minutos.

A solugao salina em suspensao, ndo demonstrou a
inativacao total, devido sua igualdade ou semelhanca
de fluidos corporais [17], afirma que os estudos in vi-
tro simulam as condi¢des de absor¢ao em laboratério
enquanto que em estudos in vivo utilizam cobaias,
logo houve crescimento de unidade formadora de co-
lonia crescente, mesmo com o tempo de 25 minutos.
Ja Cardoso, 2013 [1], diz que devido o pH do meio ser
acido, proporciona a expressao dos fatores de virulén-
cia da Candida albicans. Assim é necessario inativa-
¢ao da Candida albicans em tempo e concentracdes
de ozonio maiores.

E nas ozonizagdes de dgua potavel foram de 100%
de inativacdo da Candida albicans. (Deboni, 2009)
comparou a solugao salina ozonizada com a 4gua ozo-
nizada, observou-se que a agua ozonizada foi eficaz
na reducdo de microorganismos, porém para ocorrer
100% da inativagao do agente na salina seria necessa-
rio o aumento do tempo e concentragio de 0z6nio em
sua pesquisa.

A ozonizagao em meio s6lido com Bag, onde ocor-
reram 100% de inativacao do agente, devido as doses
altas de ozonio, afirma a Declara¢do de Madrid sobre
Ozonoterapia [ 16].

Conclusao

Os estudos, dentro de seus limites metodoldgi-

cos, permitiram concluir que a ozonizagdo em agua
potavel e em meios sélidos no Bag, inativaram todas
as unidades formadoras de coldnias, de acordo com
Quaresma [11], nossos resultados demonstram que
quanto maior a concentracao de 0zbdnio, maior serd
a inativa¢do microbioldgica. No entanto em solug¢do
salina ozonizada houve crescimento exponencial de
UFC, devido o pH do meio ser acido, proporcionan-
do a expressao dos fatores de viruléncia da Candida
albicans [1].

A 4gua potavel ozonizada e placa de petri com
meio de cultura em Agar Saboraud Dextrose ozo-
nizada em Bag apresentaram 100% de eficiéncia na
eliminagdo da Candida albicans em suspensdo. Esses
achados corroboram varias pesquisas in vitro, confor-
me demonstra Deboni, 2009 [18], porém se faz ne-
cessarias pesquisas in vivo pela existéncia de variaveis
entre a barreira natural, meios acidos e em pesquisas
in vitro.
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