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Resumo: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia dos 6leos ozonizados de girassol e coco no
controle in vitro de Propionibacterium acnes. Foram
utilizadas cepas de Propionibacterium acnes ATCC
11827 e ATCC 6919. Para ozonizacdo foram
empregados 6leos de girassol e de coco. O o0zbnio
produzido de forma constante pelo gerador foi
conduzido por um tubo de silicone para o difusor,
gerando assim 2ppm. A eficacia antibacteriana foi
baseada na diluicdo dos éleos em microtubos onde foi
determinada a Concentragdo Inibitéria  Minima.
Verificou-se que os 6leos ozonizados de girassol e coco
apresentaram, in vitro, efeito bactericida sobre as cepas
de Propionibacterium acnes ATCC 11827 e P. acnes
ATCC6919, em concentracbes de 19 a 24%, sendo
promissores no tratamento da acne, no entanto estudos
in vivo s80 necessarios.
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Abstract: The aim of this study was to evaluate the
efficiency of ozonized sunflower and coconut oils in
vitro control of Propionibacterium acnes. Strains of
Propionibacterium acnes ATCC 6919 and ATCC 11827
were used. For ozonization were employees of sunflower
oils and coconut. The ozone produced by the generator
was driven by a silicone tube to the diffuser, thus
generating 2ppm. The antibacterial efficacy was based
on the dilution of the oils in microcentrifuge tubes and
the Minimal Inhibitory Concentration was determined.
It was found that the ozonized sunflower oil and coconut
showed in vitro bactericidal effect on strains of
Propionibacterium acnes and Propionibacterium acnes
ATCC 6919 ATCC 11827 in concentrations 19-24%,
with promising in the treatment of acne, however studies
in vivo are needed.
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Introducéo

A pele é habitualmente colonizada pela espécie
Propionibacterium acnes. Esta bactéria se caracteriza
pela producdo de enzimas e fatores quimiotaticos para
os neutrofilos, dando origem a infiltrados inflamatdrios
na parede folicular e na derme circundante. Esta espécie
bacteriana é considerada um dos agentes da acne
inflamatéria [1].

No tratamento da acne inflamatdria sdo prescritos
agentes antibacterianos tépicos como a tetraciclina,
clindamicina e eritromicina. Estes quimioterdpicos
reduzem a populacdo de P. acnes no foliculo sebaceo e
possuem a¢do comedolitica indireta e escassa atividade
anti-inflamatdria [2]. A antibioticoterapia na acne tem
levantado questBes importantes de salde publica,
devido ao surgimento de bactérias resistentes
decorrentes a prescrigdo prolongada de antibi6ticos
(topica/sistémica) em doses baixas, abaixo das
concentragdes inibitérias minimas [3].

O aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos
antibiéticos muitas vezes impossibilita o tratamento da
acne, desafiando a terapéutica desta doenca. A ozoniote-
rapia é um recurso para o tratamento de doencas, princi-
palmente devido a sua atividade altamente oxidativa que
0 caracteriza como um agente potencialmente biocida. A
acdo primaria do ozdnio sobre 0s micro-organismos se
d& sobre a parede celular, decorrente da oxidacdo de
glicopeptideos, glicoproteinas e aminoacidos, alterando
assim a permeabilidade e causando sua rapida lise [4].
Ao penetrar no interior da célula, o 0zdnio recombina-se
com elementos citoplasmaticos promovendo a oxidagao
de aminodcidos e &cidos nucléicos, fato que acarreta em
clivagem dos mesmos com consequente morte celular
[5].

De acordo com Lapolli et al. [6] a oxidacdo e a ina-
tivacdo de bactérias pelo 0z6nio sdo muito rapidas, além
de ndo especificas em relacdo aos constituintes celulares,
podendo agir sobre as bases pirimidicas e puricas dos
acidos nucleicos. No entanto, a sensibilidade das bacté-
rias ao ozbnio é dependente de alguns fatores, como
condicBes laboratoriais, estagio de crescimento e con-
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centracdo celular, tipos de micro-organismos, meios de
cultura, temperatura, tempo de exposi¢cdo e concentra-
cdo de ozbnio, entre outros [7]. Neste contexto, o obje-
tivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia dos
6leos ozonizados de girassol e coco no controle in vitro
de Propionibacterium acnes.

Materiais e métodos

Cepas bacterianas e meios de cultura — Foram
utilizadas cepas de Propionibacterium acnes ATCC
11827 e P. acnes ATCC 6919 (American Type Culture
Collection). Os meios de cultura utilizados foram tryptic
soy agar (TSA, Oxoid®) e Brain Heart Infusion (BHI,
Ox0id®).

Ozonizacdo dos 6leos de girassol e coco — Para
ozonizagéo foi empregado 1 litro de 6leo de girassol da
marca Liza® e 6leo de coco da marca Katigua®. O
ozbnio foi produzido por meio de um gerador que tem
como principio o efeito corona (Ozon & Life) e o
oxigénio puro foi suprido via cilindro de oxigénio. O
o0zdnio produzido de forma constante pelo equipamento
foi conduzido por um tubo de silicone para o difusor,
gerando assim 2ppm. O 6leo de girassol foi exposto ao
0zbnio de forma direta por meio de um difusor, por um
periodo de 6 horas, enquanto que o 6leo de coco foi
ozonizado por 10 horas. Ambos os Oleos foram
ozonizados em temperatura controlada de 25°C. Todo o
procedimento de ozonizagdo foi conduzido em uma
capela de exaustdo da marca Quimis modelo 216.11,
visando minimizar os riscos de inalagdo do gas o0z6nio,
seguindo as normas internacionais de seguranca.

Apo6s ozonizacdo, os 6leos foram avaliados quanto a
sua esterilidade, sendo retirados 0,1mL de cada 6leo e
inoculados em placas de Petri contendo TSA, incubados
a 37°C por 24/48 horas, quando foi verificada a auséncia
de crescimento microbiano. Foi considerado estéril o
6leo que ndo apresentou nenhuma coldnia. Os 6leos
ozonizados foram mantidos sob-refrigeracéo (8°C).

Eficiéncia antibacteriana dos 6leos ozonizados —
As cepas bacterianas foram reativadas em TSA,
incubadas a 37°C por 24 horas. Uma col6nia de cada
espécie foi inoculada em 1000 mL de BHI e incubada a
37°C por 24 horas. A densidade bacteriana inicial foi
determinada pela absorbancia a 550nm usando a escala
de McFarland standard (BioMérieux, Marcy-I’Etiole,
France) que corresponde a concentracdo de 1,0x108
UFC mL™ Foi utilizado o teste de sensibilidade
bacteriana aos respectivos éleos ozonizados, baseado na
diluicdo dos 6éleos em microtubos para determinacdo da
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), de acordo com
a metodologia preconizada pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standard [8]. Apds incubagdo por
24 horas a 37°C, de cada microtubo foi coletado 0,1mL
de amostra e foram inoculadas em tryptic soy agar e
incubados a 37°C por 24 — 48 horas quando as col6nias
foram contadas. Em seguida foi adicionado em cada
amostra o corante 2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride
(TTC, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), no volume
de 50uL, que reflete a atividade das enzimas
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desidrogenases, envolvidas no processo de respiragao.
Pela hidrogenacdo do TTC é produzida nas células vivas
uma substdncia vermelha, estavel e ndo difusivel, o
trifenil formazan. Isto tornou possivel distinguir as
amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas
que mantém a sua cor [9].

Andlise dos dados — Os dados obtidos foram
tabulados e analisados pelo teste F na analise da
variancia e as médias comparadas pelo teste de Student
0,5 de probabilidade, utilizando o “software” SAS-
Statistical Analyses System — SAS.

Resultados

O corante 2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride (TTC)
permitiu determinar de forma qualitativa (células vivas /
células mortas) a viabilidade celular ap6s o tratamento
com os 0leos de girassol e coco 0zonizados em um curto
periodo de tempo. Em 10 minutos, apds aplicacdo do
TTC, foi possivel obter resultados da eficacia do 0zonio
sobre as cepas de Propionibacterium acnes ATCC11827
e P. acnes ATCC 6919, determinados pela coloracéo
vermelha que indicou presenca de células viaveis, e a
falta de cor representou que as células estavam mortas
pelo efeito bactericida do 6leo ozonizado (Figuras 1 e 2).

Figura 1: Concentracdo inibitdria minima do 6leo de
girassol ozonizado no controle de Propionibacterium
acnes ATCC 11827. (Setas indicam a CIM).

Figura 2: Concentragdo inibitéria minima do 6leo de
coco ozonizado no controle de Propionibacterium acnes
ATCC 11827. (Setas indicam a CIM).

Verificou-se que ambas as cepas de P. acnes foram
suscetiveis a acdo antibacteriana dos 6leos ozonizados
de girassol e coco (Tabela 1). O O6leo de girassol
ozonizado apresentou maior eficiéncia no controle da
cepa de P.acnes ATCC 6919 quando comparada com
P.aches ATCC 11827 (p>0,05), sendo que a CIM foi de
200 pL e de 240 uL, respectivamente.
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O 6leo de coco ozonizado apresentou atividade
antibacteriana nas duas cepas de P. acnes, sendo que a
CIM foi de 190 pL e de 220 uL para ATCC 6919 e
ATCC 11827, respectivamente.

Tabela 1: Concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) dos oleos de
girassol e coco ozonizados para o controle de
Propionibacterium acnes.

Oleo de Girassol

Tratamentos CIM CBM
Propionibacterium 200pL (20%) 210pL(21%)
acnes ATCC 6919.

Propionibacterium 240uL (24%) 240uL (24%)
acnes ATCC11827

Oleo de coco

Propionibacterium 190uL(19%) 190 uL(19%)
acnes ATCC 69109.

Propionibacterium 220uL (22%) 230uL (23%)
acnes ATCC11827

Discussao

As cepas bacterianas utilizadas neste estudo séo
agentes infecciosos envolvidos na acne inflamatoria,
que se caracteriza por ser uma doencga de pele extrema-
mente comum em adolescentes e jovens adultos. Sua
patogénese € multifatorial, incluindo hiperqueratiniza-
cao folicular, hiperplasia seb&cea, hipercolonizagao
bacteriana. A bactéria Propionibacterium acnes possui
um papel relevante na resposta inflamatéria da patogé-
nese da acne [1,3]. Geralmente sdo empregados antibio-
ticos na terapéutica desta doenca. No entanto, as reacoes
adversas causadas por esses farmacos tornam o trata-
mento desagradavel, assim como o surgimento de resis-
téncia bacteriana. Por esse motivo, 0 uso de produtos

naturais tem sido destaque na area de dermatologia [11].

O oz6nio pode ser considerado como uma
alternativa na terapéutica da acne. O 0z6nio é um
potente agente biocida, capaz de inativar micro-
organismos, incluindo bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas, células vegetativas e formas esporuladas,
esporos flngicos ou capsideos virais, em baixas
concentragoes e em curto tempo de exposicdo [10]. No
presente trabalho verificou-se que os 6leos ozonizados
de girassol e de coco inativaram as cepas de P.acnes,
em concentracBes que variaram entre 190 a 240 pL
(Tabela 1). A reducdo ou inativacdo da populacdo
microbiana depende da concentracdo de 0zbnio, do
tempo de aplicacéo e dos micro-organismos envolvidos

[4].
Conclusédo

Os 6leos ozonizados de girassol e coco apresentaram,
in vitro, efeito bactericida sobre as cepas de
Propionibacterium acnes ATCC 11827 e P. acnes ATCC
6919, sendo promissores no tratamento da acne, no
entanto estudos in vivo sdo necessarios.
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