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RESUMO

Lavandula spp. € uma espécie nativa do mediterraneo muito utilizada pelo seu 6leo
essencial de aroma suave e relaxante. Seu maior destino atualmente se concentra
nas industrias, compondo o aroma de muitos produtos. Estudos buscam
correlacionar seu Oleo essencial, majoritariamente composto por substancias
guimicas volateis com alguma atividade antimicrobiana. Este trabalho consistiu em
avaliar o efeito dos Oleos essenciais de espécies de Lavanda frente a fungos do
género Trichophyton. Os 6leos comprados comercialmente através da empresa
WNF® foram emulsionados e para avaliacdo antimicrobiana foi utilizada a técnica
de microdiluicdo conforme o protocolo M38-A2 do CLSI. Foram utilizadas 4 cepas
sendo: T. rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes e a cepa Candida albicans
ATCC 90028 como cepa padrdo. Foram testadas 10 concentracdes para os 6leos
(4096 pg/mL a 8 pg/mL) e para os farmacos (16 pg/mL a 0,03125 pg/mL). O 6leo
de L. dentata conseguiu inibir todas as cepas testadas e a cepa mais sensivel foi o
T. rubrum com uma CIM de 1024 pg/mL.

Palavras-chaves: Lavandula spp., Trichophyton, microdilui¢do, antifangico.



ABSTRACT

Lavandula spp. are native to the Mediterranean, widely used for its essential oil with
a soft and relaxing scent. Its biggest destination currently focuses on industries,
making up the aroma of many products. Studies seek to correlate its essential oil,
mostly composed of volatile chemical compounds with some antimicrobial activity.
This work consisted of evaluating the effect of the essential oils from Lavender
species against fungi of the genus Trichophyton. The oils purchased commercially
from the company WNF® Oleos essenciais were emulsified and for the antimicrobial
evaluation the broth microdilution technique was used according to the CLSI M38-A2
protocol. Four strains were used: T. rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes and
Candida albicans ATCC 90028 strain as standard strain. 10 concentrations were
tested for the oils (4096 pg/mL to 8 pug/mL) and for the drugs (16 pg/mL to 0.03125
pg/mL). L. dentata oil was able to inhibit all strains tested and the most sensitive
strain was T. rubrum with a MIC of 1024 pg/mL.

Keywords: Lavandula spp., Trichophyton, microdilution, antifungal.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Anverso e Reverso de uma colbnia de T. mentagrophytes com
crescimento de 14 dias em Agar Sabouraud Dextrose (SAB) a 30 °C.
Nota-se no anverso a mudanca de coloracdo de branco para um tom
amarelado, assim como em Seu reverso um pigmento castanho-
amarronzado.

Microscopia de uma cultura de T. mentagrophytes. Podemos observar a
presenca de macroconideo com estrutura caracteristica charutéide (A),
microconidios agrupados em formato de cachos de uvas (B) e a
presenca de hifas em espiral (C).

Anverso e Reverso de uma cultura de T. rubrum. O reverso denota o
pigmento castanho-avermelhado que se difunde pelo agar abaixo da
colénia. Coldnia com crescimento de 10 dias em &gar sabouraud a 30
°C.

Microscopia de T. rubrum. Podemos observar as hifas com
microconidios aderidos a parede celular. Os microconidios estédo
dispostos em formato caracteristicos de “passaros em cerca”.

Exemplo de uma cultura de T. tonsurans. Crescimento de 14 dias em
Agar sabouraud dextrose a 30 °C.

Microscopia do T. tonsurans. Observam-se microconidios de morfologia
variavel, assim como a presenca de um clamidésporo intercalando uma
hifa no centro a esquerda.

Macroconidio de T. tonsurans exibindo morfologia caracteristica em
forma de S. Pode-se notar em seu interior trés septos bem definidos.

Flores de Lavandula angustifélia Mill.

A esquerda observamos detalhes da morfologia das folhas da L.
dentata. A direita podemos observar no topo da espiga terminal,
bracteas de cor lilds. Botdes florais e delicados tricomas em todas as
estruturas também podem ser observados.

Esquema do teste de microdiluig&o.

Relagdo de inibicdo do 6leo essencial de L. angustifolia na sua maior

concentracdo ao poc¢o de controle de crescimento.
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1 INTRODUCAO

O Reino Fungi é composto por organismos heterotroficos, multicelulares e
unicelulares, principalmente degradadores de matéria organica e com alta
diversidade e distribuicdo por toda a Terra. Sua contribuicdo para 0s ecossistemas e
a humanidade é indiscutivel, como, por exemplo, a sua expressiva relacdo de
simbiose com aproximadamente 90% das plantas, além de atuarem na industria
como fermentadores, produtores de enzimas de alto valor comercial e de
metabdlitos de interesse médico (CASE; HEITMAN; E COHEN, 2020). Ademais,
alguns géneros de fungos possuem certa atencdo do ponto de vista clinico dado a
sua patogenicidade aos seres humanos, sendo os géneros Candida, Aspergillus,
Pneumocystis, Cryptoccocus, Paracoccidioides, Histoplasma e Coccidioides o0s
principais agentes causadores de infec¢des hospitalares no Brasil (GIACOMAZZI et
al., 2015).

Vem sendo observado nos dltimos anos um aumento nos casos de doencas
fungicas e dentre esses casos, um aumento significativo de fungos multirresistentes,
principalmente em espécies do género Candida e Trichophyton (FISHER et al.,
2018). Isto pode ser parcialmente explicado pelo crescente uso indiscriminado de
antifingicos que exercem pressao seletiva sobre os fungos e propiciam a aquisicédo
de mecanismos de resisténcia. Ainda assim o descobrimento de novos farmacos
antifingicos é modesto e lento (LIMA et al., 2008; MENEZES; MENDES; CUNHA,
2009; QUINTERO, 2010; MARTINS 2018; TANG et al., 2021).

A familia Lamiaceae abriga plantas do género Lavandula que sé&o
popularmente conhecidas como Lavanda ou Alfazema. Plantas perenes,
subarbustivas e nativas do Mediterraneo, Norte da Africa e Oriente Médio. S&o
utilizadas principalmente para producao comercial do seu 6leo essencial, que pode
ser utilizado tanto na industria cosmética como farmacéutica ou alimenticia. Possui
grande apelo na aromaterapia e na medicina natural pelos seus efeitos relaxantes e
carminativos. Na clinica € estudado profundamente a aplicacdo dos seus Oleos
essenciais devido a sua rica composicdo em monoterpenos oxigenados. Pesquisas
anteriores mostram uma capacidade dos 6leos de lavanda demonstrarem certa
atividade microbiana o que o torna interessante o seu estudo. (LIS-BALCHIN;
HART, 1999; CLARA APROTOSOAIE et al., 2017; MARTINS, 2018).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica do o6leo essencial de espécies do género

Lavandula spp. frente aos fungos do género Trichophython.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a sensibilidade, in vitro, de isolados do género Trichophyton em
relacdo a farmacos comerciais;

e Verificar quais isolados do género Trichophyton apresentaram
sensibilidade aos 6leos essencialis;

e Investigar o potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais de Lavandula
dentata L. e Lavandula angustifolia Mill. e determinar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) bem como a Concentracdo Fungicida Minima
(CEM);

e Comparar a atividade dos dois 6leos essenciais frente aos isolados e
apontar qual desempenha melhor atividade antimicrobiana;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INFECCOES FUNGICAS

Infec¢des fungicas sdo causadas por fungos e espécies de interesse clinico
estdo classificadas entre leveduras ou filamentosos (LEVINSON, 2016). Existem
aproximadamente mais de 100 mil espécies de fungos conhecidos e deste total
apenas 200 sao reconhecidamente patogénicos, sendo observado um aumento nas
Gltimas décadas na incidéncia de micoses (TORTORA, Gerard J.; FUNKE,
BERDELL R.; CASE, CHRISTINE L., 2017). Estes organismos estao presentes de
forma bem distribuida no planeta, podendo ser encontrados tanto em matéria
organica em decomposi¢cdo como no solo, agua ou ar. O local de surgimento da
infeccdo configura-se como um importante fator na classificacdo da manifestacao
clinica, podendo ser diferenciados em micoses superficiais, que podem acometer
toda a camada superficial da pele, pelo e unhas; micoses subcutaneas, que
envolvem a derme e os tecidos mais profundos até o 0sso; ja as micoses sistémicas
acontecem geralmente pela inalagdo de estruturas fungicas infectantes causando
uma lesao inicial nos pulmdes podendo atingir outros 6rgdos. Embora individuos
saudaveis possam ser acometidos por tais doencas, pacientes debilitados ou
imunocomprometidos sao considerados um grupo de risco, pois oferecem condi¢bes
favoraveis para a disseminacdo de micoses de carater oportunista (WANKE, B;
LAZERA, MS; NUCCI, M., 2000).

3.1.1 INFECCOES FUNGICAS SUPERFICIAIS

Micoses superficiais ou cutdneas possuem grande relevancia clinica, pois sao
as infecgdes fungicas mais comumente observadas. Possuem uma alta prevaléncia
de casos e estima-se que de 20 a 25% da populacdo mundial possua algum tipo de
micose superficial (HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). Segundo uma série
de pesquisas analisadas por Bongomin et al. (2017) doencgas fangicas mataram
cerca de 1.5 milhdes de pessoas e afetam cerca 1 bilhdo da populagdo mundial.
Podem ser causadas por leveduras, fungos dermatéfitos ou fungos filamentosos
nao-dermatéfitos (FFND). Porém, os dermatofitos possuem uma maior frequéncia
como agentes causadores dessas doencas, seguidos por leveduras e por fim,
fungos filamentosos ndo-dermatofitos (ALMEIDA et al., 2009).

Dermatdfitos sédo fungos filamentosos queratinofilicos, ou seja, utilizam a
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gueratina presentes na pele, unha e cabelo como fonte de nutriente. Normalmente,
as infecgbes causadas por esses fungos sdo comumente chamadas de “tinhas”.
Embora que muitas espécies componham esse grupo, faz-se necessério citar que
dentre os dermatofitos, trés géneros, a saber: Epidermophyton, Trichophyton e
Microsporum, compfem a maioria dos isolados na clinica. Diferem tanto
macroscopicamente, como exemplo, no formato e na coloracdo de suas colbnias,
tempo de crescimento e seletividade quanto ao meio de crescimento, como
microscopicamente, a partir da morfologia de suas estruturas de reproducao
assexuada chamadas de conidios (PERES et al., 2010).

Os dermatofitos ainda podem ser classificados quanto ao seu habitat primario,
divididos entre espécies geofilicas, antropofilicas e zoofilicas. Espécies geofilicas
estdo bem adaptadas ao solo e sdo raramente associadas a infecgcbes humanas.
Espécies zoofilicas estdo comumente presentes em animais, porém ocasionalmente,
podem ser transmitidas para o homem. Essas espécies correspondem a cerca de
30% das infec¢cdes humanas relatadas e geralmente acompanham um episédio de
inflamacé@o aguda apés a infeccdo. JA as espécies antropofilicas correspondem a
70% das infeccdes relatadas e sdo assim denominadas, visto que os fungos
presentes nesse grupo se adequaram de forma parasitaria tdo satisfatéria aos seres
humanos que esses microrganismos causam doencas com perfil de progressao
lenta e cronica (WHITE et al., 2008; PERES et al., 2010).

Um estudo realizado por Weitzman et al. (1998) entre os anos de 1993 e 1995
sobre infecgBes fungicas nos Estados Unidos revelou que o Trichophyton tonsurans
foi a espécie mais isolada, correspondendo a 44,9% das amostras, seguido pelo
Trichophyton rubrum (41,3%), Trichophyton mentagrophytes (8,5%), Microsporum
canis (3,3%) e Epidermophyton floccosum (>1%). JA& em uma revisao narrativa
conduzida no Brasil no ano de 2022 onde foram analisados estudos de vérias
regides do pais, foi observado a prevaléncia do T. rubrum como agente etioldgico,
numa variacao de 59,60% a 48,70% do total de amostras (PEREIRA, 2022).

3.1.2 GENERO Trichophyton spp.

O género Trichophyton compreende um importante grupo de fungos
queratinofilicos e segundo um estudo filogenético realizado por De Hoog et al.
(2017) o grupo compreende 16 espécies reconhecidas. Este grupo de fungos é

caracterizado pela producdo de alguns a varios microconidios e raros ou nenhum
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macroconidio e diferente do Microsporum spp., seus macroconidios, quando
apresentam producao, possuem parede celular finas e lisas.

O tamanho e a disposicdo dos microconidios s&o importantes para a
identificacdo ao nivel de espécie. A producdo de pigmento, a atividade de urease, a
capacidade de penetrar nos pelos e os padrdes de crescimento diferenciados nos
meios de cultura com e sem tiamina ou niacina nos agares diferenciais para
Trichophyton, também s&o utilizados para concluir a identificacdo de espécies
(PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W., 2016).

Trichophyton mentagrophytes € um fungo dermatéfito zoofilico, com amplo
espectro de animais hospedeiros e de distribuicdo global. Ocasionalmente infecta o
homem, produzindo lesdes inflamatérias e ou purulentas na pele e couro cabeludo,
especialmente em trabalhadores rurais. Possui um perfil de invasao das células
capilares do tipo ectothrix e ndo fluorescem sob a lampada de Wood (KIDD, S. et al.,
2016).

As colbnias geralmente sdo planas e possuem um perfil de crescimento
relativamente rapido, com maturacdo de 3 a 5 dias sendo observados macrocol6nias
dos tipos granulosas ou cotonosas. As variantes algodonosas inicialmente possuem
coloracdo esbranquicadas podendo tornar-se de cor creme a castanho a medida que
amadurecem com o reverso de coloracdo marrom-amarelado a castanho. Ja as
variantes granulosas produzem colonias dispersivas com aspecto pulverulento.
Inicialmente possuem coloracdo branco a branco-amarelado que com o tempo
tornam-se de cor marrom. Podem apresentar pigmentacdo avermelhada quando
cultivadas em &gar fuba ou agar batata dextrose (Figura 1) (PROCOP, G. W.;
KONEMAN, E. W., 2016).

Figura 1 - Anverso e Reverso de uma col6nia de T. mentagrophytes com crescimento de 14 dias em

Agar Sabouraud Dextrose (SAB) a 30 °C. Nota-se no anverso a mudanca de coloracdo de branco
para um tom amarelado, assim como em seu reverso um pigmento castanho-amarronzado.

Fonte: Yuri (2013).
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Microscopicamente observam-se numerosos microconidios de parede celular
lisa, hialinos e de formato esférico a oval que podem se agrupar em formato de
cachos de uva (Figura 2). Quando presentes, 0os macroconidios sdo hialinos,
pluricelulares e em formato caracteristico de charuto. Clamiddsporos e hifas
espiraladas também podem ser observadas (KIDD, S. et al., 2016; PROCOP, G. W.;
KONEMAN, E. W., 2016).

Figura 2 - Microscopia de uma cultura de T. mentagrophytes. Podemos observar a presenca de
macroconideo com estrutura caracteristica charutéide (A), microconidios agrupados em formato de
cachos de uvas (B) e a presenca de hifas em espiral (C). (Aumento de 400+10X, corado com azul de
lactofenol, tamanho da barra = 100 pm).

Fonte: Yuri (2016)

Trichophyton rubrum é um dermatéfito cosmopolita do tipo antropofilico.
Comumente coloniza a pele e unhas, com um perfil de infeccdo cronica. Podem
surgir lesGes do tipo granulamentosas e raramente infecta o couro cabeludo. Pelos
infectados nédo fluorescem sob a lampada de Wood e possui um perfil de invasao
dos pelos de carater misto (endothrix ou ectothrix). Possui perfil de crescimento
lento, com no minimo de 7 a 14 dias para alcancar maturidade e morfologicamente
suas culturas variam de uma textura lisa e compacta para algodonosa e de dificil
raspagem. O anverso da cultura pode apresentar coloracdo esbranquicada a creme
e como o nome indica, um vermelho profundo. O reverso pode variar entre branco a
amarelo avermelhado e vermelho-escuro (Figura 3) (PROCOP, G. W.; KONEMAN,
E. W., 2016).
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Figura 3 - Anverso e Reverso de uma cultura de T. rubrum. O reverso denota o pigmento castanho-
avermelhado que se difunde pelo agar abaixo da colénia. Coldénia com crescimento de 10 dias em
agar sabouraud a 30 °C.

Fonte: Yuri (2012a)

Microscopicamente, pode ser observado microconidios em forma de gotas
(piriformes) dispersos pelas hifas em um aspecto comumente designados de
“passaros pousados em cerca’ e podem ocorrer a presenga de macroconidios que
sao semelhantes aos produzidos pelo T. mentagrophytes. S&o alongados e de forma
charutéide e com parede celular afinadas de aspecto liso (KIDD, S. et al., 2016;
PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W., 2016). Um estudo molecular conduzido por
Graser et al. (1999) revelou que a variacao entre os isolados de T. rubrum era muito
pequena, indicando que as espécies sao na maioria em grande parte clones (Figura
4) (PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W., 2016).

Figura 4 - Microscopia de T. rubrum. Podemos observar as hifas com microconidios aderidos a
parede celular. Os microconidios estdo dispostos em formato caracteristicos de “passaros em cerca”.
(Aumento de 400X, corado com azul de lactofenol, tamanho da barra = 100 pm).

Fonte: Yuri (2012a)
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Trichophyton tonsurans € um fungo antropomorfico com distribuicdo global.
Infecta unhas, pele ou couro cabeludo, podendo causar lesdes inflamatorias ou
lesdes ndo inflamatdrias de carater cronico. E comumente associado como agente
causador de Tinea capitis e possui um perfil de infeccdo do tipo endothrix. Assim
como os outros Tricoéfitons citados, o T. tonsurans néo fluoresce sob a lampada de
Wood. Macroscopicamente as colbnias apresentam uma morfologia plana com
textura aveludada a pulverulenta, mas que podem apresentar rugas radiais a medida
que amadurecem. De crescimento lento, as colbnias atingem maturidade de 7 a 10
dias e o anverso das colénias podem apresentar uma coloracdo creme a amarelo-
castanho. Ja o reverso pode variar de amarelo-amarronzado a castanho escuro
(Figura 5) (PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W., 2016).

Figura 5 - Exemplo de uma cultura de T. tonsurans. Crescimento de 14 dias em Agar sabouraud
dextrose a 30 °C.

Fonte: Yuri (2012b)

Seus microconidios variam de formas claviformes a esféricos, dispostos nas
laterais das hifas que sao delicadas e septadas. Macroconideos sao raros, mas
podem estar presentes em algumas culturas, apresentando morfologia com aspecto
de charuto ou clava (Figura 6) (PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W., 2016).
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Figura 6 - Microscopia do T. tonsurans. Observam-se microconidios de morfologia variavel, assim
como a presenca de um clamiddsporo intercalando uma hifa no centro a esquerda. (Aumento de
1000X com coloragéo de azul de lactofenol).

Fonte: Yuri (2012b)

Ainda podem ser observados, como ilustrado na figura 7, macroconidios com
morfologia tortuosa, em forma de “S” caracteristicos do T. tonsurans. Numerosos
clamidosporos e microconidios tumefatos sédo observados em coldnias envelhecidas.
A tiamina € um nutriente essencial para o crescimento do fungo, oferecendo assim
um meio diferencial para testes (KIDD, S. et al., 2016; PROCOP, G. W.; KONEMAN,
E. W., 2016).

Figura 7 - Macroconidio de T. tonsurans exibindo morfologia caracteristica em forma de S. Pode-se
notar em seu interior trés septos bem definidos. (Aumento de 400X, corado com azul de lactofenol).
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Fonte: Autor

3.2 FARMACOS DA TERAPIA ANTIFUNGICA
A terapia antifungica tem inicio por volta de 1940 com o uso de sulfonamidas

dada a importancia da busca de um tratamento contra o avanco de infeccbes
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sistémicas causadas por fungos (MARTINEZ, 2006). No inicio da década de 50 foi
descoberta a anfotericina B, um antifingico poliénico isolado como subproduto do
processo fermentativo de Streptomyces nodosus, um actinomiceto presente no solo.
Dado ao seu efeito de amplo espectro antifingico e eficacia, a anfotericina B
continua sendo utilizada até hoje como droga de referéncia para infeccdes
sistémicas e disseminadas (GALLIS et al. 1990). Assim como a nistatina, atuam
ligando-se ao ergosterol alterando a permeabilidade da parede celular. As
equinocandinas, lipopeptideos semissintéticos com alvo na parede celular fungica
possuem menor toxicidade em relacdo a anfotericina B, mas, em contrapartida
possuem algumas limitacdes como administracdo exclusiva por via endovenosa e
devido ao seu reduzido espectro de acdo s6 é recomendado o uso para infeccdes
graves por Candida spp. e Aspergillus spp.

Na década de 70 foi introduzido para uso clinico as drogas azdlicas causando
um grande impacto na terapéutica, uma vez que essas drogas possuem um grande
espectro de acdo tanto para micoses sistémicas como para micoses superficiais e
nos anos 90 houve a adicdo de mais um subgrupo ao grupo dos azdlicos. Os
imidazois trouxeram uma maior biodisponibilidade e atividade antimicética. Atuam
inibindo enzimas do citocromo P450 dos fungos impedindo a demetilacdo do
lanosterol e consequentemente a sintese do ergosterol, gerando uma alteracdo na
permeabilidade celular. (DERESINSKI; STEVENS, 2003; BERGOLD; GEORGIADIS,
2004; MARTINEZ, 2006). Ainda no tratamento das micoses superficiais podemos
citar um derivado da morfolina, a amorolfina; os tiocarbamatos tolnaftato e tolciclato;
a naftifina, terbinafina e butenafina que pertencem ao grupo das alilaminas sendo a
terbinafina a mais utilizada na clinica principalmente nos casos de tinea capitis.
Ainda podemos citar o composto ciclopirox e a griseofulvina, um farmaco extraido da
fermentacdo do fungo Penicillium griseofulvum. (GOODMAN; GILMAN, 1996;
WILLIAMS; LEMKE, 2002; KOROLKOVAS, 2003).

3.2.1 NOVAS ALTERNATIVAS

O surgimento de novos farmacos antimicéticos possui uma progressao
modesta se comparada aos antibacterianos e vale ressaltar a discrepancia entre o
namero de farmacos disponiveis para tratamento de micoses sistémicas em relagcéao
a micoses superficiais, onde pode-se observar um namero maior. (BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004; QUINTERO, 2010). Além disso, surge uma problematica


https://en.wikipedia.org/wiki/Penicillium_griseofulvum
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quando ja sdo observados casos de fungos que demonstram a capacidade de
resisténcia a esses farmacos (LIMA et al. 2008; MENEZES; MENDES; CUNHA,
2009; QUINTERO, 2010), causados principalmente pelo uso indiscriminado de
antifingicos com atencdo na classe dos farmacos azodlicos, um grupo de
medicamentos amplamente utilizados para o tratamento da maioria das infeccdes
fungicas superficiais (FISHER et al., 2018). A pesquisa de moléculas naturais possui
uma contribuicdo fundamental para a descoberta de novos compostos com efeitos
biolégicos desejaveis. Compostos de origem vegetal sdo promissores, sendo
observado o amplo uso de plantas na pesquisa por antimicrobianos naturais
(MARTINS, 2018).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo liquidos extraidos de plantas, possuem odor
caracteristico, sendo formados por uma mistura de moléculas complexas de baixo
peso molecular, lipofilicas e volateis. Sdo produzidas como metabdlitos secundarios,
isto €, compostos organicos ndo envolvidos nos processos fundamentais para o
funcionamento das plantas, mas igualmente importantes, sendo armazenados em
tecidos especializados (NAKATSU et al., 2000; ASBAHANI et al., 2015). Possuem
uma gama de aplica¢gbes e de interesse seja na industria farmacéutica, alimenticia,
agrébnoma, cosmética e industria sanitaria (ORLANDA, 2011; BOSCARDIN, 2009).

Esses compostos desempenham um papel importante na interacdo das
plantas com o meio ambiente, como, por exemplo, na defesa contra herbivoros,
ataque de patdégenos, competicdo entre plantas de espécies diferentes ou para atrair
animais polinizadores facilitando a propagacdo da espécie. Os metabdlitos
secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos: Terpenos, Compostos
Fendlicos e Alcaldides (MARTINS, 2018). Os terpenos sdo 0s principais metabdlitos
encontrados no 6leo essencial de plantas como as Lavandas, sendo os metabolitos
de maior interesse o Linalol e Acetato de Linalina. Teores elevados de 1,8-cineol e
Canfora também podem ser encontrados em algumas espécies. (ADAMUCHIO;
DESCHAMPS; MACHADO, 2017).
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3.3.1 Lavandula spp.

A Lavanda é uma planta subarbustiva, perene, pertencente a familia
Lamiaceae. As espécies do género Lavandula possuem um forte apelo comercial
devido a extracdo do seu Oleo essencial, isolado das partes aéreas da planta e
extraidas por hidrodestilacdo. Originaria da regido do mar Mediterraneo, séo
popularmente conhecidas no Brasil como Espilego, Alfazema ou Lavanda. Na
antiguidade eram utilizadas para perfumar ambientes, sendo seu uso iniciado pelos
Gregos e Romanos (LIS-BALCHIN; HART, 1999)

Dentre as 39 espécies destacam-se: Lavandula dentata L., Lavandula
angustifolia Mill., Lavandula latifolia Medik., Lavandula x intermedia Emeric ex
Loisel., Lavandula stoechas L. e Lavandula dhofarensis A. G. Mill. (JUSTUS, 2016).
Cerca de 50 a 60 compostos ja foram identificados no 6leo essencial das lavandas,
no entanto, devido a grande variabilidade genética cada espécie possui um perfil
distinto quanto aos niveis desses compostos (ADAMUCHIO; DESCHAMPS;
MACHADO, 2017).

3.3.2 Lavandula angustifolia Mill.

Lavandula Angustifolia Mill. (Figura 8) é uma espécie nativa do Mediterraneo,
sendo cultivado por toda Europa principalmente na Franca, Itdlia e Espanha.
Também conhecida como Alfazema, Lavanda verdadeira ou Lavanda inglesa, pode
atingir até 70 cm de altura (ADAMUCHIO; DESCHAMPS; MACHADO, 2017). Seu
Oleo essencial é rico em terpenos com composi¢des variadas a depender da regido
de plantio e condicdes de coleta. Primariamente possui em maior quantidade:
Linalol, Acetato de linalina, Lavandulol, Lavandulil e menores quantidades de 1,8-
cineol, Borneol e Canfora (JIANU et al., 2013).

Figura 8 - Flores de Lavandula angustifélia Mill.

Fonte: Herbarium.
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3.3.3 Lavandula dentata L.

A Lavandula dentata L. (Figura 9) assim como as outras lavandas também é
uma espécie nativa do Mediterraneo, tendo prevaléncia em regifes especificas
como na peninsula arabe e llhas do Atlantico. Também sdo encontradas nas
porcoes leste e sul da Espanha. Diferente da Lavandula angustifolia, essa espécie
se adapta bem a locais mais quentes e pode chegar até 1 m de altura
(ADAMUCHIO; DESCHAMPS; MACHADO, 2017). Possui altos teores de 1,8-cineol
e Canfora que conferem ao seu 6leo essencial algumas propriedades medicinais.
(MARTINS, 2018).

Figura 9 - A esquerda observamos detalhes da morfologia das folhas da L. dentata. A direita
podemos observar no topo da espiga terminal, bracteas de cor lilas. Botdes florais e delicados
tricomas em todas as estruturas também podem ser observados.

Fonte: Herbarium.

4 METODOLOGIA

4.1 MICRORGANISMOS

Para a realizacdo do teste foram utilizados um total de 3 isolados de espécies
do género Trichophyton a saber: Trichophyton rubrum (1), Trichophyton
mentagrophytes (1) e Trichophyton tonsurans (1). A Candida albicans ATCC 90028
foi utilizada como cepa de controle e tanto os isolados como a cepa padrédo foram
cedidos pelo Laboratério de Analises Microbiolégicas do Departamento de Farmacia
da UFPE.

4.2 PREPARACAO DAS EMULSOES DOS OLEOS ESSENCIAIS
Os Oleos essenciais de L. angustifolia e L. dentata foram adquiridos pela
WNF® Oleos essenciais, que gentilmente cederam seus respectivos laudos
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cromatograficos e fisico-quimicos e encontram-se anexados a este trabalho como
anexos A e B.

Para o preparo da solucdo estoque foi adicionado em um tubo de ensaio
estéril o equivalente a 200.000 pg do 6leo essencial, 0,06 mL de Tween 80 como
agente emulsificador e quantidade suficiente para 10 mL de 4gua destilada e estéril.
A mistura foi agitada por 5 minutos utilizando um aparelho do tipo vértex, obtendo
uma emulsao com concentragao final de 20.000 pg/mL. (ALLEGRINI et al. 1973). A
partir desta solugéo, uma diluicdo com o meio do teste foi realizada para se obter
uma concentracdo final de 4096 ug/mL. Concentracdo essa definida pelo autor. As

emulsdes foram preparadas no momento do teste.

4.3 FARMACOS ANTIFUNGICOS

Para o teste foram utilizados cetoconazol e anfotericina b nas concentracées
de 16 pg/mL. As solucdes foram preparadas de acordo com o CLSI utilizando uma
solucado intermediaria na concentracdo de 100 vezes a utilizada. Uma aliquota dessa
solucao foi retirada e diluida no meio de cultura para realizagdo dos testes.

4.4 PADRONIZAGAO DO INOCULO

Os isolados T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans e a cepa padréao C.
albicans 90028 foram incubados em placa de agar sabouraud dextrose a 35°C (+1
°C) por aproximadamente 14 dias para os fungos filamentosos e 24h para Candida
albicans. Os in6culos foram preparados e ajustados visualmente pela escala 0,5 de
McFarland ou 108 unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Posteriormente uma
diluicdo de 1:50 com o meio foi realizada para obter a concentragao final de trabalho.

45 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A determinacdo da CIM foi avaliada através de um teste de microdiluicdo
utilizando placas de microtitulacdo de 96 pogcos em formato de “U” conforme o
protocolo da CLSI (CLSI 2008). Todo o teste foi executado segundo o protocolo
M38-A2 da CLSI com modificacdes, a saber, no preparo e uso do meio de cultura. A
CLSI recomenda o uso de meio RPMI 1640 com glutamina, sem bicarbonato e
vermelho de fenol como indicador de pH, mas para este teste foi utilizado caldo
Sabouraud (ALIGIANNIS et al. 2001; CASTRO, R. D.; LIMA, E. O., 2010).

Foram utilizadas 4 placas de microtitulacdo, uma para cada fungo a ser

testado. Todos os 96 pocos foram preenchidos com 100 uL de caldo Sabouraud e a
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seguir foram depositados 100 pL das emulsées dos 6leos e 100 yuL dos farmacos
nos poc¢os da coluna 1. Diluicdes seriadas de fator 2 foram realizadas tanto para as
emulsBes como para os farmacos. As diluicbes foram realizadas até os poc¢os da
coluna 10, sendo definidos como a menor concentragdo do teste como

exemplificado na figura 10.

Imagem 10 — Esquema do teste de microdilui¢&o.
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Fonte: Autor.

Posteriormente foram adicionados 100 pL do inéculo padronizado em todos
0S POcCOoS com excecdo aos pocos da coluna 12 que foram utilizados como controle
de esterilidade. O poco 11 foi utilizado como meio de crescimento. Apds isso, a
concentracgéo final das emulsdes foi de 4096 pug/mL e 16 pg/mL para os farmacos.

As placas foram incubadas sem agitacdo a 35 °C (x1 °C) em um periodo de
48 horas para C. albicans e 4 dias para os dermatéfitos. A CIM foi definida como a
menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fangico nos pocos
em comparacdo ao poco de controle de crescimento. Os testes foram realizados em
duplicata. Apos passado o tempo determinado, uma aliquota de 1 pL dos 4 pocos de
maior concentracdo dos Oleos essenciais e do poco de controle de crescimento

foram semeados em Agar Sabouraud Dextrose e incubados por 48 horas para C.
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albicans e 4 dias para os dermatofitos. A CFM foi determinada como a menor

concentracdo onde ndo observado crescimento fungico.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo dos valores de CIM e CFM foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo Sabouraud. Os respectivos valores foram sumariados na
Tabela 1. Todos os isolados, incluindo a cepa comercial de Candida foram sensiveis
ao Oleo essencial de L. dentata (LD) e no geral a performance do 6leo foi melhor em
relacdo ao 6leo de L. angustifolia (LF), sendo o T. rubrum e T. tonsurans as cepas
com menor valor de CIM, 1024 upg/mL e 2048 ug/mL respectivamente. Em
contrapartida, tanto a cepa padrdo como os dermatéfitos T. tonsurans e T.
mentagrophytes foram resistentes aos 6leos com valores de CIM para o Oleo de LF
superiores a 4096 pg/mL que foi a maior concentracdo testada. O 6leo de LD
performou uma melhor acdo contra o T. tonsurans em relacdo ao 6leo LF e o isolado
T. rubrum foi a cepa que apresentou um perfil de maior sensibilidade, exibindo os
menores valores de CIM e CFM, 1024 pg/mL e <512 pg/mL respectivamente.

Tabela 1 — Valores de CIM e CFM dos 6leos essenciais frente aos fungos.

Microrganismos L. angustifolia L. dentata CET ANB
(Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) | (Hg/mL)
CIM CFM CIM CFM CiM
C. albicans ATCC >4096 >4096 4096 4096 8 4
90028
T. mentagrophytes >4096 >4096 4096 4096 4 >16
T. rubrum 2048 1024 1024 <512 0,25 8
T. tonsurans >4096 >4096 2048 2048 8 >16

CET: Cetoconazol, ANB: Anfotericina B. Fonte: O autor.

Embora observado crescimento nos poc¢os de maior concentracédo do 6leo de
LF para C. albicans, T. mentagrophytes e T. tonsurans, uma relagdo entre as
contagens de coldnias da CFM para o pogo de controle de crescimento e 0 poco de
maior concentracdo do 6leo revelou que houve uma inibicdo de 65% do Oleo LF
frente a cepa padrdo e ao T. mentagrophytes e 22% de inibicdo frente a cepa T.

tonsurans podendo ser observados no grafico 1.
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Grafico 1 — Relacéo de inibicdo do 6leo essencial de L. angustifolia na sua maior
concentracéo ao pogo de controle de crescimento.
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Fonte: Autor.

Segundo os laudos cromatograficos fornecidos pela empresa fabricante dos
oleos (Anexo A L. angustifolia, Anexo B L. dentata), podemos verificar que o maior
constituinte dos 6leos é Acetato de Linalina (38,49%) e Linalol (38,45%) para L.
angustifolia, 1,8 Cineol (62,02%) e (17,71%) B-Pineno para L. dentata.

Uma investigagéo realizada por De Oliveira et al. (2017) com alguns isolados
de T. rubrum resistentes a fluconazol revelou que essas cepas eram sensiveis ao
Linalol, com valores de CIM em torno de 256 pg/mL a 512 pug/mL, enquanto valores
de MIC de cetoconazol variaram de 4 pg/mL a 8 pg/mL. Também foi observado que
uma cepa teve seu crescimento micelial inibido pelo Linanol, principal constituinte do
O0leo essencial da L. angustifolia. Ainda segundo o autor, a interrup¢do da
germinacao dos conidios e consequente ndo formacao miceliar causados pela acéo
do 6leo € um achado importante no entendimento dos mecanismos de acéo
antifungica.

Inouye et al. (2006) analisaram a capacidade do vapor de 6leos essenciais
contra uma cepa de T. mentagrophytes. Dentre os 6leos testados, a L. angustifolia
foi capaz de causar a morte do fungo em 3 horas. Também foi reportado que o efeito
era dose-dependente, além de que alguns Oleos como o 6leo do orégano teve um
efeito mais sobressalente sobre o efeito de lise celular. Corroborando os estudos de
Inouye et al., Tullio et al. demonstraram em 2007 que os dermatofitos, em geral
possuiam certa sensibilidade tanto ao vapor de 6leos essenciais, como em ensaios

de microdiluicdo. Os autores ainda teorizam que por serem ricosS em compostos que
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conferem um carater hidrofébico a sua estrutura, 0s terpenos vaporizam-se e se
ligam por adsorcéo a parede celular do micélio de carater lipofilico.

Em estudos de Morcia et al. (2012) e Shukla et al. (2012) foram observados
que fungos patdgenos de plantas possuiam forte sensibilidade ao composto 1,8-
cineol. Esse composto compde majoritariamente o Oleo essencial da L. dentata o
que pode explicar um perfil de sensibilidade dos Tricéfitons ao 6leo evidenciando

gue o composto possui algum efeito de modo geral aos fungos.
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6 CONCLUSAO

Nas condicbes apresentadas, foi observado que os Oleos de Lavanda
possuiram tanto atividade fungistatica como fungicida e embora seja observado que
0s Oleos essenciais possuam tal efeito, 0 mecanismo de agédo contra os fungos
ainda ndo é bem elucidado pois o estudo dos 6leos essenciais e seus efeitos ainda é
escasso.

Protocolos e normas para valores de CIM especificos para 6leos essenciais
ainda néo foram estabelecidos e a busca de uma metodologia que consiga conciliar
esses empecilhos metodolégicos € desejada além disso se faz necesséario a busca
por uma metodologia especifica para 6leos essenciais uma vez que precisamos
contornar sua hidrofobicidade, o que pode gerar erros metodolégicos. Ainda vale a
adicdo que resultados in vitro requerem mais estudos e testes para uma elucidacéo

e uso pratico desses efeitos observados.



31

REFERENCIAS

ADAMUCHIO, G. L.; DESCHAMPS, C.; MACHADO, P. M. Aspectos gerais sobre a
cultura da Lavanda (Lavandula spp.). Rev. Bras. Pl. Med., Curitiba PR, v. 19, n. 4,
p. 483-490, ago. 2017.

ALLEGRINI, J.; BOUCHBERG, M. S.; MAILLOLS, H. Emulsions d’huiles
essencielles, fabrication et applications en microbiologie. Societé de Phamacie
de Montpellier, v. 33, n. 1, p. 86, 1973.

ALIGIANNIS, N. et al. Composition and Antimicrobial Activity of the Essential
Oils of Two Origanum Species. J Agric Food Chem. 2001; v. 49(9) p. 4168-70.
2001.

ALMEIDA, L. M. M. D. et al. Resposta in vitro de fungos agentes de micoses
cutaneas frente aos antifungicos sistémicos mais utilizados na
dermatologia. Anais Brasileiros de Dermatologia, Maringa PR, v. 84, n. 3, p. 250,
abr. 2009.

ASBAHANI, A. E. et al. Essential oils: From extraction to encapsulation.
International Journal of Pharmaceutics, v. 483, n. 1-2, p. 220-243, 2015.

BERGOLD, A. M; GEORGIADIS, S. NOVIDADES EM FARMACOS
ANTIFUNGICOS: UMA REVISAO. Vis&do Académica, Curitiba PR, v. 5, n. 2, p. 160-
161, dez. 2004.

BIBLICA NVI. JO 9:9, Livro de J6, 2011.

BONGOMIN, F. et al. Global and multi-national prevalence of fungal diseases—
estimate precision. Journal of fungi (Basel, Switzerland), v. 3, n. 4, p. 57, 2017.

BOSCARDIN, P. M. D. Morfoanatomia, fitoquimica e atividade biol6gica de
folhas de Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage — Myrtaceae. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2009.

CASE, Nicola; HEITMAN, Joseph; E COHEN, Leah. The Rise of Fungi: A Report
on the CIFAR Program Fungal Kingdom: Threats & Opportunities Inaugural
Meeting. G3 Genes|Genomes|Genetics, [S. I.], v. 10, n. 6, p. 1837-1842, 1 jun. 2020.

CASTRO, R. D.; LIMA, E. O. Atividade antifungica in vitro do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus L. sobre Candida spp. Revista de Odontologia da UNESP, p.
179-184, 2010.

CLARA APROTOSOAIE, Ana; GILLE, Elvira; TRIFAN, Adriana; SIMON LUCA, Vlad;
MIRON, Anca. Essential oils of Lavandula genus: a systematic review of their
chemistry. Phytochemistry Reviews, [S. |.], ano 2017, v. 16, p. 761-799, 3 jun. 2017.

CLSI. Reference Method for Broth Diluiton Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi; Approved Standard - Second Edition. CLSI document M38-
A2. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standarts Institute; 2008.



32

DE HOOG, G. S. et al. Toward a novel multilocus phylogenetic taxonomy for the
dermatophytes. Mycopathologia, v. 182, n. 1-2, p. 5-31, 2017.

DE OLIVEIRA, M. I. L. et al. Investigation of the antifungal potential of linalool against
clinical isolates of fluconazole resistant Trichophyton rubrum. Journal de mycologie
medicale, v. 27, n. 2, p. 195-202, 2017.

DERESINSKI, Stanley C.; STEVENS, David A. Caspofungin. REVIEWS OF ANTI-
INFECTIVE AGENTS, California, v. 36, n. 1, p. 1445, mai. 2003.

KIDD, S. et al. Descriptions of Medical Fungi: Third edition. [s.n.], p. 195-218,
2016.

FISHER, Matthew; HAWKINS, Nichola; SANGLARD, Dominique; GURR, Sarah.
Worldwide emergence of resistance to antifungal drugs challenges human
health and food security. Science, [S. I.], ano 2018, v. 360, n. 6390, p. 739-742, 18
mai. 2018.

GALLIS, Harry A.; DREW, Richard H.; PICKARD, William W. Amphotericin B: 30
Years of Clinical Experience. REVIEWS OF INFECTIOUS DISEASES, Chicago, v.
12, n. 2, p. 308, abr. 1990.

GIACOMAZZI et al. The burden of serious human fungal infections in
Brazil. Mycoses, [S. |.], ano 2016, v. 59, n. 3, p. 145-150, 2015.

GOODMAN & GILMAN. As Bases Farmacoldgicas da Terapéutica. 9. ed. Rio de
Janeiro, McGraw-Hill Interamericana editores. p.1436. 1996.

GRASER, Y. et al. Molecular markers reveal exclusively clonal reproduction in
Trichophyton rubrum. J. Clin. Microbiol. v. 37, p. 3713-3717, 1999.

HAVLICKOVA, Blanka; CZAIKA, Viktor; FRIEDRICH, Markus. Epidemiological
trends in skin mycoses worldwide. Mycoses, [S. |.], ano 2008, v. 51, n. 4, p. 2-15,
28 ago. 2008.

Herbarium. Plantas y hongos. Disponivel em:
https://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm. Acesso em: 30 out. 2022.

INOUYE, S. et al. The vapor activity of oregano, perilla, tea tree, lavender, clove, and
geranium oils against a Trichophyton mentagrophytes in a closed box. Journal of
infection and chemotherapy: official journal of the Japan Society of
Chemotherapy, v. 12, n. 6, p. 349-354, 2006.

JIANU, C. et al. Chemical Composition and Antimicrobial Activity of Essential
Oils of Lavender (Lavandula angustifolia) and Lavandin (Lavandula x
intermedia) Grown in Western Romania. INTERNATIONAL JOURNAL OF
AGRICULTURE & BIOLOGY, Roménia, v. 15, n. 4, p. 772-776, jan. 2013.

JUSTUS, B. Morfoanatomia foliar e caulinar, Analise quimica e atividades
biologicas de dleo volétil de Lavandula dentata L., LAMIACEAE. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2016.



33

KOROLKOVAS A. Dicionario Terapéutico Guanabara 2002/2003. 2002/2003 ed.
Rio de Janeiro, Guanabara Koogan. p.300. 2003.

LEVINSON, Warren. Microbiologia Médica e Imunologia. 13. ed. Porto Alegre:
McGraw Hill Brasil, p. 383, 2016.

LIMA, K. D. M. et al. Candida albicans and Candida tropicalis isolated from an
HIV-positive patient suffering fingernail onychomycosis: Resistance to
Fluconazole and Itraconazole. Journal of Tropical Pathology, Recife PE, v. 37, n. 1,
p. 57-64, abr. 2008.

LIS-BALCHIN, M; HART., S. Studies on the mode of action of the essential oil of
lavender (Lavandula angustifolia P. Miller). Phytother Res., Londres, v. 13, n. 6, p.
540-542, jan. 1999.

MARTINEZ, Roberto. Atualizacdo no uso de agentes antifungicos: An update on
the use of antifungal agents. Jornal Brasileiro de Pneumologia, Ribeirdo Preto SP, v.
32, n. 5, p. 449-460, fev. 2006.

MARTINS, R. D. P. Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de Lavandula dentata L., Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba MG, v. 1, n. 1, p. 18-28, 2018.

MORCIA, C. et al. In vitro antifungal activity of terpinen-4-ol, eugenol, carvone,
1,8-cineole (eucalyptol) and thymol against mycotoxigenic plant

pathogens. Food additives & contaminants. Part A, Chemistry, analysis, control,
exposure & risk assessment, v. 29, n. 3, p. 415-422, 2012.

MENDEZ-TOVAR, L. J. et al. Resistencia a compuestos azélicos de aislamientos
clinicos de Trichophyton spp. Revista iberoamericana de micologia, v. 24, n. 4, p.
320-322, 2007.

MENEZES, Everardo Albuquerque; MENDES, Luana Guabiraba; CUNHA, Francisco
Afranio. Resisténcia a antifungicos de Candida tropicalis isoladas no Estado do
Ceara. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Ceara CE, v. 42, n. 3,
p. 354-355, mai. 2009.

NAKATSU, T. et al. Biological activity of essential oils and their constituents.
Studies in Natural Products Chemistry, v. 21, p. 571-631, 2000.

ORLANDA, J. F. F. Estudo da composi¢céo quimica e atividade bioldgica do Oleo
essencial de Ruta graveolens Linneau (RUTACEAE). Tese (doutorado) —
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2011.

PERES, N. T. D. A. et al. Dermatofitos: interacao patdgeno-hospedeiro e
resisténcia a antifUngicos. Anais Brasileiros de Dermatologia, Ribeirdo Preto SP, v.
85, n. 5, p. 658, out. 2010.

PEREIRA, DE LACERDA F. ESTADO ATUAL DAS MICOSES CUTANEAS NO
BRASIL - UMA REVISAO NARRATIVA. Monografia (TCC) - Curso de Medicina do
UniCEUB - Centro Universitario de Brasilia — UNICEUB Faculdade de Ciéncias da
Educacéo e Saude - FACES Curso de Medicina. Distrito Federal, p. 18. 2022.



34

PROCOP, G. W.; KONEMAN, E. W. Koneman’s color atlas and textbook of
diagnostic microbiology. 7. ed. Filadélfia, PA, USA: Lippincott Williams and
Wilkins, p. 1911 2016.

QUINTERO, C. H. G. Resistencia de levaduras del género Candida al
fluconazol. REVISTA INFECTIO. ASOCIACION COLOMBIANA DE
INFECTOLOGIA, Colémbia, v. 14, n. 2, p. 172, ago. 2010.

SHUKLA, R. et al. Antifungal, aflatoxin inhibition and antioxidant activity of
Callistemon lanceolatus (Sm.) Sweet essential oil and its major component 1,8-
cineole against fungal isolates from chickpea seeds. Food control, v. 25, n. 1, p.
27-33, 2012.

TANG, C., KONG, X., AHMED, S.A. et al. Taxonomy of the Trichophyton
mentagrophytes/T. interdigitale Species Complex Harboring the Highly
Virulent, Multiresistant Genotype T. indotineae. Mycopathologia p.186, 315-326
abr. 2021.

TORTORA, Gerard J.; FUNKE, Berdell R.; CASE, Christine L. MICROBIOLOGIA.
12. ed. Porto Alegre, Brasil: Artmed Editora Ltda., 320-331 p. ISBN 978-85-8271-
354-9. 2017.

TULLIO, V. et al. Antifungal activity of essential oils against filamentous fungi
determined by broth microdilution and vapour contact methods. Journal of applied
microbiology, v. 102, n. 6, p. 1544-1550, 2007.

WANKE, Bodo; LAZERA, M. D. S; NUCCI, Marcio. Fungal Infections in the
Immunocompromised Host. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro RJ, v. 95, n.
1, p. 154, nov. 2000.

WEITZMAN, I. et al. A survey of dermatophytes isolated from human patients in the
United States from 1993 to 1995. Journal of the American Academy of Dermatology,
v. 39, n. 2, p. 255-261, 1998.

WHITE, T. C. et al. Generating and Testing Molecular Hypotheses in the
Dermatophytes. EUKARYOTIC CELL, Seattle WA, v. 7, n. 8, p. 1238-1245, ago.
2008.

Williams DA & Lemke TL. Foye’s Principles of Medicinal Chemistry. 5a ed.
Philadelphia, Lippincot Williams & Wilkins. p.1114. 2002.

YURI. Trichophyton rubrum. 2012a. 2 Fotografias. Disponivel em:
http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/trichophyton-rubrum.html. Acesso
em 28 de out. de 2022.

YURI. Trichophyton tonsurans. 2012b. 2 Fotografias. Disponivel em:
http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/09/microsporum-tonsurans.html.
Acesso em 29 de out. de 2022.

YURI. Trichophyton mentagrophytes Complex. 2013. 3 Fotografias. Disponivel
em: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2013/04/trichophyton-mentagrophytes-
complex.html. Acesso em 28 de out. de 2022.



ANEXO A - Perfil Analitico do 6leo essencial de Lavandula angustifolia

XA

NF

ESSENTIAL OILS
high quality = mate o brazk

Perfil analitico

N° Revisdo: 00

Emissdao: 03/2022

Revisdo: 09/2022

Pagina 1lde 2

Identificagdao do Produto

Nome Oleo essencial Lavanda
Inci name Lavandula Angustifolia Oil
CAS 8000-28-0

Nome Botanico

Lavandula angustifdlia x Lavandula latifolia

Certificagdo botanica

Lavanda, Alfazema, Lavandin

Nome Popular

Lamiaceae

Familia Botanica

Saint-Didier, Provence, Franga

Origem

Flores da Lavanda

Orgdo da planta

Destilagdo por arraste a vapor

Método de extracdo

N3o se aplica

Quimiotipo (QT)

Linalol, acetato de linalila.

Principais
componentes

Lavandula angustifdlia x Lavandula latifolia

Normas reguladoras

e Norma ISO 3515:2002

Analises Fisico-quimicas

Analises Metodologia Resultado Especificacao Avaliacao
Sar MACQO03 Levemente Incolor, levemente Rnrevado
amarelado amarelo/esverdeado
Odor MACQ001 Carateristico Caracteristico Aprovado
Aspecto MACQO004 Liquido limpido Liquido Limpido Aprovado
Impurezas MACQ002 Isento Isento Aprovado
Densidade MACQO005 0,885 0,877 -0,897 g/cm3 Aprovado
indice d
ndice de MACQO10 1,459 1,449 — 1,469 Aprovado
Refragao
Cromatografia (CG/MS)

Temperatura do injetor 250°C, Modo e injec¢do Split, Fluxo 1 mL min-1, Gas de
dic arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25um), Gradiente de
Conl';g';oes temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C e

analiticas

taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,
Temperatura da Fonte de ionizagdo: 280°C e Modo de aquisigdo: scan.

Equipamento | Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus

WNF - World’s Natural Fragrances
Rua Dr. Mario Pinto Serva, 65 « Casa Verde ¢ SGo Paulo - SP » +55 11 3857-7790 « CNPJ

03.867.312/0001-95
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YA

ESSENTIAL OILS
high quality ® made n brazt

WNF

N° Revisdo: 00
Emissdo: 03/2022

Revisdo: 09/2022
Pagina 2 de 2

Perfil analitico

22510000.0001 - .
zoo— = = Cromatograma — OE Lavanda

Compostos a78]

presentes no e

6leo essencial | -
e distribuigdo | 00
dos grupos ors B g B
funcionais 050 o = g
| 5 282
v $ls | |F 8 |
50 75 100 125 150 17.s 200 25 230 Zis
Constituintes % Distribuicao das funcdes organicas (%)

:::e::'tzat:lse 38,49 outros; Lgm\monote‘rpenos i 5'/2/, sesquiterpeno; 4,4
linalila o : > cetona ;5,1
L|n.anI 38,45 ",/ " gter/6xido;

B-pineno 0,42 7 4,3

B-mirceno 1,60

B-cariofileno 4,38
Borneol 147
canfora 5,13

a-terpineol 0,93

Limoneno 3,17

1,8-cineol 4,30
Outros 3,20

Conclusao

Oleo aprovado de acordo com os padrdes analiticos de qualidade.

Aromagia
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ANEXO B - Perfil Analitico do 6leo essencial de Lavandula dentata

N° Revisdo: 00

YA

Perfil analitico

Emissdo: 03/2022

WNF Revisdo: 09/2022
Pdgiria 118 2
Identificacdao do Produto
Nome Oleo essencial Lavanda Brasil
Inci name Lavandula Dentata Flower/Leaf Oil
CAS 93165-50-5

Nome Botanico

Lavandula dentata

Certificagdo botanica

Herbario da UMC, voucher 7236

Nome Popular

Lavanda, Alfazema, lavanda brasileira

Familia Botanica

Lamiaceae

Origem

Monte Verde, MG, Brasil

Orgio da planta

Partes aéreas da Lavanda

Método de extracdo

Destilagao por arraste a vapor

Quimiotipo (QT)

N3o se aplica

Frinclpas 1,8-cineol, B-pineno, Linalol
componentes
Normas reguladoras | Ndo se aplica.
Analises Fisico-quimicas
Anilises Metodologia Resultado Especificacao Avaliacao
Cor MACQO001 Amarelo palha Amarelo palha Aprovado
Odor MACQ002 Caracteristico Caracteristico Aprovado
Aspecto MACQ003 Liquido limpido Liquido limpido Aprovado
Impurezas MACQO004 Isento Isento Aprovado
Densidade MACQ005 0,915 0,885-0,915g/cm? Aprovado
indice de MACQO10 1,468 1,450~ 1,480 Aprovado
Refragdo
Cromatografia (CG/MS)
Temperatura do injetor 250°C, Modo e inje¢do Split, Fluxo 1 mL min-1, Gas de
Condics arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25um), Gradiente de
onrlt(,:oes temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C
analiticas

e taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,
Temperatura da Fonte de ionizagdao: 280°C e Modo de aquisi¢ao: scan

Equipamento

Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus
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N° Revisdo: 00
’-1 . o Emissdo: 03/2022
WNE' Perfil analitico : /
e i\ Revisdo: 09/2022
SIS Pagina 2 de 2
{x10,000,000)
Compostos 2% fl Cromatograma — OE Lavanda Brasil
presentes no =
oleo essencial e 15 -
distribuicdo dos el <
grupos funcionais &
3 -
os -~ 2_
| 5 : 53 1.24 - . Al
50 75 100 125 15.0 175 2.0 2s 250 2rs
Constituintes % Distribui¢do das funcdes organicas (%)
Principais
Alcool; 9,9
canfeno 0,55 monoterpenos; 28,1
1,8 —Cineol 62,02 /
B — Phellandrene 1,81
B —Pineno 17,71
B — Mirceno 0,92
P —cimeno 0,69
Linalol 7,33
Pinocarveol 2,52
a-Pineno 6,44
Conclusao
Oleo aprovado de acordo com os padrdes analiticos de qualidade.
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