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APRESENTAGAO

O estado de saude, definido pela World Health Organization (WHO) como o
“completo bem-estar fisico, mental e social”’, € um conceito revisitado de tempos
em tempos pela comunidade cientifica. Hoje, em termos de ensino e pesquisa,
a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
distribui a saude em sete areas do conhecimento, sendo elas: Medicina, Nutricao,
Odontologia, Farmacia, Enfermagem, Saude coletiva e Educacéo fisica que, juntas,
possuem mais de sessenta especialidades.

Essa diversidade inerente possibilita um vasto campo para a investigacéao
cientifica. Neste sentido, corroborando com seu titulo, a obra “Ciéncias da Saude:
Campo Promissor em Pesquisa 5” traz a publicacédo de cento e vinte e sete
trabalhos dentre estudos de casos, revisdes literarias, ensaios clinicos, pesquisas
de campo — entre outros métodos quanti e qualitativos — que foram desenvolvidos
por pesquisadores de diversas Instituices de Ensino Superior no Brasil.

Visando uma organizacéao didatica, este e-Book esta dividido em seis volumes
de acordo com a tematica abordada em cada pesquisa: “Epidemiologia descritiva
e aplicada” que traz como foco estudos populacionais que analisam dados de
vigilancia em diferentes regides do pais; “Saude publica e contextos sociais” que
trata do estado de saude de coletividades e topicos de interesse para o bem-estar
do cidadédo; “Saude mental e neuropatologias” que disserta sobre os aspectos
cerebrais, cognitivos, intelectuais e psiquicos que compde o estado de saude
individual e coletivo; “Integridade fisica e saude corporal” que engloba os textos
dedicados ao estudo do corpo e sua influéncia para a saude humana; “Cuidado
profilatico e terapéutico” que traz em seus capitulos os trabalhos voltadas as op¢cdes
de tratamentos medicinais sejam eles farmacolégicos, alternativos ou experimentais;
e, por fim, tem-se o sexto e ultimo volume “Investigacao clinica e patoldgica”, que
trata da observacao, exame e analise de diversas doencas e fatores depletivos
especificos do estado de saude do individuo.

Enquanto organizadores, esperemos que o conteudo aqui disponibilizado
posso subsidiar o desenvolvimento de novos estudos que, por sua vez, continuem
dando suporte a atestacao das ciéncias da saude como um campo vasto, diverso e,

sempre, promissor em pesquisa.

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira
Silvia Aparecida Oesterreich
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CAPITULO 14

O USO DO ALTA FREQUENCIA E OLEO DE
MELALEUCA NO CONTROLE DO FUNGO Malassezia

Data de aceite: 05/02/2020

Barbara Luisa Pincinato
Graduanda do Centro Universitario Padre
Anchieta. Jundiai/SP.

http://lattes.cnpq.br/6514568704607685

Luciana Urbano dos Santos
Docente do Centro Universitario Padre Anchieta.
Jundiai/SP.
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Celso Martins Junior
Diretor Grandha Professional Hair Care

Aparecida Erica Bighetti
Diretora Instituto CAPELLE. Vinhedo/SP.
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RESUMO: Malassezia pachydermatis é um
micro-organismo muito frequente em otites
caninas. Em humanos, espécies do fungo
Malassezia fazem parte da microbiota da pele
e, 0 equilibrio populacional deste fungo é
fundamental para a saude deste 6rgao. Assim,
como em outros animais, no homem, quando
em alta densidade populacional Malassezia
spp. podem desencadear dermatites. O
objetivo deste estudo foi avaliar o controle de
Malassezia furfur utilizando o equipamento
de alta frequéncia e Oleo de Melaleuca
alternifolia. Para isso, M. furfur foi inoculado

Ciéncias da Saude: Campo Promissor em Pesquisa 9

furfur

em placas com meio de cultura e incubadas a
37C°. O crescimento na forma de levedura foi
observado em 4 dias e apds 7 dias observou-
se a forma filamentosa. As placas com M.
furfur foram divididas em 3 grupos: a) grupo
tratado com o equipamento de alta frequéncia,
b) grupo tratado com M. alternifolia e, c) um
grupo controle que nao recebeu nenhum dos
tratamentos. O equipamento de alta frequéncia
foi avaliada em 1 ciclo de 15 minutos (55
Hz), 2 vezes por semana e, ap0s a segunda
aplicacdo o fungo foi replicado para placas
estéreis. Para avaliar a acdo do Oleo, a partir
de uma placa de crescimento filamentoso de
M. furfur foi realizada repicagem em placas
estéreis acrescido de 0,15 mL do 6leo de M.
alternifolia. Com as placas do grupo controle
foram realizadas apenas as repicagens de M.
furfur para placas estéreis. Todas as placas
dos 3 grupos (em triplicata) foram incubadas
a 37C° para observacdo do crescimento do
fungo (24 e 48 horas). Nas placas do grupo
controle, observou-se levedura e filamentos de
M. furfur ap6s 24 e 48 horas, respectivamente.
Nas placas com aplicagdo do equipamento de
da alta frequéncia foi observado crescimento
filamentoso e nas placas tratadas com o 6leo,
observou-se apenas a formacéao de leveduras.
Vale ressaltar que, nos 2 tratamentos avaliados,
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hifas e leveduras apresentaram-se menores e/ou em menor nimero quando comparado
ao grupo controle. Infere-se que os tratamentos propostos afetam o crescimento de M.
furfur, porém, M. alternifolia mostrou-se mais eficiente neste controle.
PALAVRAS-CHAVE: fungo, dermatites, estética, 6leo, microbiota.

THE USE OF HIGH FREQUENCY AND MELALEUCA OIL IN FUNGUS CONTROL

Malassezia furfur

ABSTRACT: Malassezia pachydermatis is common microorganism in canine otitis.
In humans, species of the fungus Malassezia part of the skin’s microbiota and the
population equilibrium of this fungus is critical to the health of this organ. Thus, as
in other animals, in humans, when in high population density Malassezia spp. can
trigger dermatitis. The aim of this study was to evaluate the control of Malassezia furfur
using high frequency and Melaleuca alternifolia oil. For this, M. furfur was inoculated in
culture medium plates and incubated at 37°C. Growth in the yeast form was observed
at 4 days and after 7 days the filamentous form was observed. The M. furfur plates
were divided into 3 groups: a) high frequency treated group, b) M. alternifolia treated
group, and c) a control group that received none of the treatments. The high frequency
was evaluated in 1 cycle of 15 minutes (55 Hz) twice a week and after the second
application the fungus was replicated to sterile plaques. To evaluate the oil action, from
a M. furfur filamentous growth plate was subcultured in sterile plates plus 0.15 mL of
M. alternifolia oil. The control group plates only M. furfur subcultures were performed
for sterile plates. All plates from the 3 groups (in triplicate) were incubated at 37°C to
observe fungal growth (24 and 48 hours). In the control group plates, M. furfur yeast
and filaments were observed after 24 and 48 hours, respectively. In the plates with
high frequency application filamentous growth was observed and in the plates treated
with oil, only the formation of yeasts was observed. It is noteworthy that, in the two
treatments evaluated, hyphae and yeast were smaller and / or fewer when compared
to the control group. It is inferred that the proposed treatments affect the growth of M.
furfur, but M. alternifolia was more efficient in this control.

KEYWORDS: fungus, dermatitis, aesthetics, oil, microbiota.

INTRODUGCAO

Malassezia pachydermatis € um micro-organismo muito frequente em otites
caninas (BAPTISTA et al.,, 2010). Em humanos, espécies do fungo Malassezia
fazem parte da microbiota da pele e, portanto, o equilibrio populacional do fungo
€ fundamental para a saude deste 6rgdo. Assim, como em outros animais, quando
em alta densidade populacional pode desencadear dermatites em humanos, sendo
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frequentes em individuos HIV positivos (MORENO-COUTINO et al., 2019).

Um exemplo é a dermatite seborreica que, embora ainda n&o tenha sua causa
definida, pesquisas sugerem que seu estabelecimento esta associado a trés fatores
importantes: aumento de secrecdo de glandulas sebaceas, resposta imune do
individuo e disbiose da pele (como aumento do fungo Malassezia spp.) (NETO et al.,
2013; GOMES, 2015; SBD, 2018). Alteracdes climaticas, especialmente, o clima frio
e seco € outro fator que desencadeia a piora dos sintomas (LIMA e COMARELLA,
2012).

Outro fator que leva ao fungo como possivel causa da dermatite é o fato de
que o processo inflamatorio é reduzido quando administrado um produto fungicida
ao tratamento, muitas dermatites (NETO et al., 2013; ESPINDOLA, et al., 2017,
TIAGO et al., 2018).

Varias séao as terapias para o controle desta dermatite e entre elas, o uso do
aparelho de alta frequéncia, tem o efeito bactericida, fungicida e antisséptico (BRAZ
et al., 2014), sendo muito utilizado na area da Estética em les6es dermatoldgicas
infectadas por bactérias e fungos. O gerador de alta frequéncia apresentou efeito
bactericida em cultura in vitro de Staphylococcus aureus quando aplicado com uma
frequéncia de 5 vezes por semana, por 15 minutos diarios (MARTINS et al., 2012).

O aparelho de alta frequéncia promove acéo biocida de forma eficaz, uma
vez que gera o0zOnio, gas que como acgao primaria, penetra na parede celular
do micro-organismo, pois oxida glicopeptideos, glicoproteinas e aminoacidos,
causando lise e assim se se deslocando para o interior da célula. Uma vez em meio
intracelular, o 0zénio se liga a elementos citoplasmaticos, promovendo a oxidagao
de aminoéacidos e acidos nucléicos, acarretando a clivagem e morte celular (SILVA
et al., 2011). Quando comparado a outros agentes oxidantes, o 0zénio se destaca
pelo elevado potencial de oxidacdo e em funcao desta acéo € utilizado na inativagao
de micro-organismos em varios tipos de amostras como alimentos, efluentes e agua
(GUADAGNINI et al., 2013; COELHO et al., 2015; SILVA e DANIEL, 2015; NAKADA
et al., 2017).

Outro método terapéutico utilizado para controle de patogenias € o uso de
Oleo essencial, que possuem diferentes atividades biologicas entre elas a acéo
bactericida e fungicida (CIRINO, 2014) e Malassezia spp. mostra-se sensivel a
diferentes 6leos essenciais como Cymbopogon citratus (capim liméao) (CARMO et
al., 2012) e Origanum vulgare (orégano) (SANTIN et al., 2014).

O 6leo de melaleuca é oriundo da planta Melaleuca alternifolia e tem fungcao
antisséptica, bactericida e fungicida, sendo muito empregado em produtos
cosméticos e area de saude em funcédo de sua acéo biocida (OLIVEIRA et al.,
2011; MARTINS et al., 2015; SILVA, 2018). Diante de resultados apresentados por
pesquisadores, 0 uso de ozonioterapia e de 6leos essenciais na aromaterapia foram
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incorporadas como novas praticas na Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2018).

Em funcéo da espécie M. furfur ser frequentemente associada a dermatites no
ser humano e dos bons resultados de acéo fungicida do uso de alta frequéncia e dos
Oleos essenciais, € de extrema importancia avaliacdo a acao destes tratamentos
sobre esta espécie de fungo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da alta frequéncia e do Oleo de
Melaleuca alternifolia no controle de culturas celulares do fungo Malassezia furfur.

MATERIAL E METODO

O fungo Malassezia furfur mantido na forma de slant (tubos de ensaio com
meio solidificado inclinado) foi adquirido comercialmente da Colecao de Culturas
Tropical da Fundacao André Tosello situada no municipio de Campinas/SP (Tabela
1) e com registro de validade de 30 dias.

Dois slants contendo o fungo chegaram ao Laboratério de Procedimentos
Biol6gicos do Centro Universitario Padre Anchieta em 21 novembro de 2018 e foram

mantidos fechados, sob refrigeracéo (4°C).

CCT Microrganismo Referéncia Lote NB * Meio T (°C)
1349 Malasseziafufur  ATCC14521  T02/08/G8 2  Meio Malassezia 30

Tabela 1: Descrigéo da cultura de Malassezia furfur adquirida comercialmente na Fundacgéo
André Tosello.

* NB = Nivel de Biossegurancga exigido para manipulacédo da linhagem Obs: linhagem(ns) reativada(s) (= slants)

A partir de um slant o fungo foi reativado em placas com meio de cultura
Sabouraud Dextrose Agar acrescido com 0,3 mL de acido oleico puro. Apos a
inoculacéo as placas foram incubadas a 37°C e observadas diariamente.

Deste mesmo slant aberto, durante cerca de 30 dias foi realizado o método de
manuteng¢do de micro-organismos a curto prazo: repicagem continua ou periddica e,
posterior manutencao sob refrigeracédo para redu¢cdo do metabolismo e o aumento
entre os intervalos de repiques das culturas. Para fungos este método proporciona
a conservacao de leveduras em média de um a trés meses (SOLA et al., 2012).

O segundo slant foi mantido fechado, sob refrigeracao (4°C), atitude tomada
com a hip6tese de que o slant sem ser manipulado poderia também manter a
viabilidade do micro-organismo.

O crescimento de leveduras foi observado em 4 dias e ap6s 7 dias observou-se
a forma filamentosa, sendo que a partir destas placas (com crescimento filamentoso
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observado) o fungo foi replicado para placa estéril para realizar os experimentos
de cada tratamento: divididos em 3 grupos: a) grupo tratado com o equipamento
de alta frequéncia (denominado GAF), b) grupo tratado com Melaleuca altenifolia
(denominado GTO) e, ¢) um grupo que ndo recebeu nenhum dos tratamentos, sendo
o grupo controle (denominado GC).

Para a avaliacdo do tratamento com o equipamento de alta frequéncia foi
realizado com aplicacéo 1 ciclo de 15 minutos (55 Hz), 2 vezes por semana e, apds
a segunda aplicacdo o fungo foi replicado para novas placas estéreis.

Para avaliar a acéo do Oleo, a partir de uma placa inicial de crescimento de
M. furfur foi realizada repicagem em placas estéreis onde foi acrescido 0,15 mL do
6leo de M. alternifolia. Ja para o grupo controle, a partir das placas iniciais foram
realizadas apenas as repicagens de M. furfur para placas estéreis. Todos os grupos
apos a repicagem foram incubados a 37°C.

Todas astransferéncias paraplacas estéreis, independente do grupo tratamento,
foram incubadas a 37°C e observadas diariamente. Todos os procedimentos foram
realizados sob fluxo laminar e em triplicata (totalizando n=9).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Como M. furfur € um fungo dimérfico, apds a transferéncia de parte da col6nia
para as placas de meio de cultivo foram observadas as leveduras apés 4 dias de
incubacéao e, apds 7 dias observou-se a forma filamentosa (Fig.1).

Figura 1. M. furfur na forma filamentosa em placa de Petri com meio Sabouraud Dextrose Agar
acrescido com 0,2ml de acido oleico, ap6s incubagéo por 7 dias.

Para a realizac&o dos tratamentos, novas placas foram semeadas, incubadas
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e observadas quanto ao crescimento. Quando o fungo se apresentou na forma de
filamentos, os tratamentos foram realizados.

Nas placas do GC, foram observados leveduras e filamentos de M. furfur,
apos a incubacéao por 24 e 48 horas, respectivamente, confirmando mais uma vez a

viabilidade do meio e da cultura fungica (Fig.2).

Figura 2. M. furfur na forma filamentosa em placa de Petri com meio Sabouraud Dextrose Agar
acrescido com 0,2ml de &cido oleico do grupo controle (GC).

As placas com M. furfur do GAF, apresentaram crescimento do fungo até
a forma filamentosa o que ocorreu ap6s 48 horas de incubagédo, porém, quando
comparada com o GC, suas hifas (filamentos) mostraram-se muito menores (Fig.3).

Figura 3. M. furfur na forma filamentosa em placa de Petri com meio Sabouraud Dextrose Agar
acrescido com 0,2ml de acido oleico do grupo que recebeu o tratamento de alta frequéncia
(GAF).

J& a col6nia de M. furfur que foram transferidas para placas contendo (GTO) o
Oleo apresentou apenas a forma de levedura, 48 horas ap0s incubacgao e, mais uma
vez, quando comparado ao GC, a formacéo de colbnias foi visivelmente em menor
numero e com células visivelmente menores.
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Figura 4. M. furfur na forma levedura em placa de Petri com meio Sabouraud Dextrose Agar
acrescido com 0,2ml de acido oleico do grupo que recebeu o tratamento do éleo (GTO).

O equipamento de alta frequéncia é amplamente utilizado em funcéo de seu
baixo custo, facil manuseio e versatilidade, sendo utilizado em muitos procedimentos
da area de Estética, como controle de lesdes cutaneas, tratamento capilar e, em
procedimentos pOs extracéo, isso em funcdo de possuir efeito cicatrizante, anti-
inflamatério, bactericida e fungicida. Porém, sdo escassos os estudos que avaliam
a acao do equipamento de alta frequéncia sobre os diferentes grupos taxonémicos
de micro-organismos (OLIVEIRA, 2011, MARTINS et al., 2012, GAO et al., 2014).

Culturas de Staphylococcus aureus tiveram seu desenvolvimento reduzido
quando aplicado o equipamento de alta frequéncia 5 vezes por semana por 15
minutos diarios (MARTINS et al., 2012). A acdo deste equipamento impediu também
o crescimento do fungo Candida tropicalis em culturas de laboratorio (HIGA et al.,
2012).

Braz et al. (2014) avaliou a aplicagcdo por 3 minutos de alta frequéncia com
sobre Malassezia spp. e obteve reducdo do crescimento do fungo em 85% das
placas, confirmando o efeito redutor no crescimento deste micro-organismo.

Os resultados obtidos neste estudo, inicialmente corroboram com os trabalhos
disponiveis na literatura, pois a aplicacdo da alta frequéncia reduziu também o
crescimento de M. furfur ap6s a aplicagao.

De uma maneira geral, as plantas possuem substancias com agao téxica como
forma de protecéo contra seus agentes patogénicos (parasitarios ou néo), assim a
variedade de plantas de onde Oleos essenciais pode ser extraida é vasta, tais como:
Rosmarinus officinalis (alecrim), Eucalytus globulus (eucalipto), Mentha spicata
(menta), Origanum vulgari (orégano), Syzygium aromaticum (cravo-da-india) e
M. alternifdlia entre outros (CIRINO, 2014). Em funcédo disto, estas substancias
sdo muito utilizadas na area da saude. O 6leo essencial de O. vulgari (orégano)
apresentou efeito sobre M. pachydermatis espécie envolvida em dermatites de
animais domésticos (SANTIN et al., 2014). O 6leo essencial de S. aromaticum
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(cravo-da-india) conta com uma ampla variedade de acéo, incluindo além da acéo
bactericida e fungicida, acao parasitéria e inseticida (AFFONSO et al., 2012).

E bem estabelecida a acdo do 6leo de melaleuca sobre lesées de pele, como
a acne, pois o 6leo tem acao bactericida sobre Propionibacterium acnes (bactéria
envolvida nesta lesdo), além de acéo antiflamatoéria (BACCOLI et al., 2015) e por
isso avaliado para uso em tratamentos estéticos faciais (RONCHI et al., 2018).

Um xampu com uma concentragdo de 5% do 6leo de M. alternifélia mostrou-
se eficiente no controle de dermatites causadas pelo fungo M. furfur (SATCHELL
et al., 2002). No presente trabalho, a aplicacdo do 6leo de melaleuca nas placas
de Petri, impediu o desenvolvimento da fase filamentosa de M. furfur e, interferiu
no tamanho celular das leveduras observadas, corroborando com os resultados da
acao fungicida do 6leo.

Os resultados neste estudo indicam maior acdo do Oleo de M. alternifdlia
no crescimento de M. furfur quando comparado com a aplicagcdo de 2 ciclos do
equipamento de alta frequéncia. O 6leo impediu o crescimento do fungo na fase de
filamentosa e, as células desenvolvidas eram menores quando comparada com as
células obtidas pelos fungos das placas controle.

Ja a aplicacéo de ciclos equipamento de alta frequéncia (55 Hz) permitiu o
crescimento de M. furfur até a fase filamentosa, porém, células da fase de levedura
e os filamentos, eram também menores quando comparada com as células obtidas
pelos fungos das placas controle.

CONSIDERACOES FINAIS

Embora haja a necessidade da continuacdo da pesquisa para confirmar os
resultados obtidos neste estudo, estes mostraram que os tratamentos propostos
(equipamento de alta frequéncia e 6leo de melaleuca) afetaram o crescimento de
M. furfur, sendo que o 6leo de M. alternifolia mostrou-se mais eficiente no controle
do crescimento.
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