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RESUMO 

O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifúngica dos óleos 

essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), manjericão (Ocimum basilicum), cravo-

da-índia (Syzygium aromaticum) e canela-da-china (Cinnamomum cassia) frente aos 

dermatófitos mais prevalentemente encontrados em onicomicoses: Trichophyton 

rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Os óleos essenciais de cravo e canela-da-

china foram obtidos por hidrodestilação, enquanto os óleos de alecrim e manjericão 

foram adquiridos comercialmente obtidos através da técnica de hidrodestilação pelo 

fabricante. A caracterização química dos óleos essenciais foi realizada por 

cromatografia à gás acoplada a detector de massas, a investigação da atividade 

antifúngica in vitro pelo método de difusão em disco e determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) utilizando a técnica de microdiluição em caldo. A análise 

cromatográfica do óleo volátil do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) revelou que 

o eugenol é o principal componente do óleo, sendo responsável por 80,2% da sua 

composição. O óleo volátil da canela-da-china (Cinnamomum cassia), apresentou o 

E-cinamaldeído como principal componente do óleo essencial, respondendo por 

99,4% do conteúdo total de óleo. O óleo volátil de alecrim (Rosmarinus officinalis) 

apresentou o 1,8-cineol e cânfora como os compostos majoritários, representando 

47% e 15% do conteúdo total do óleo volátil, respectivamente. Na análise do óleo 

essencial de manjericão (Ocimum basilicum), o metil-chavicol foi o principal 

componente, sendo responsável por 68,81% das substâncias identificadas. Os 

resultados obtidos no ensaio de microdiluição em caldo para os óleos de cravo, 

canela-da-china e alecrim não foram satisfatórios, apresentando resultados acima de 

8 mg/mL, porém o óleo de manjericão (Ocimum basilicum) inibiu o crescimento de 

algumas cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes nas 

concentrações de 2 mg/mL a 8 mg/mL e, dessa forma, foi selecionado para dar 

sequência na investigação do seu potencial antifúngico e suas possíveis aplicações. 

Ao verificar o potencial antifúngico do óleo volátil de Ocimum basilicum, foi realizada 

a associação deste óleo a uma formulação de esmalte na coloração vermelho e 

realizado ensaio modelo ex vivo para onicomicose visto que, atualmente, não há no 

mercado esse tipo de formulação com esse óleo promissor para o tratamento de 

dermatofitoses. 

Palavras-chave: Antifúngicos; Óleos essenciais; Onicomicoses; Trichophyton. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The present study aims to evaluate the antifungal activity of essential oils of rosemary 

(Rosmarinus officinalis), basil (Ocimum basilicum), clove (Syzygium aromaticum) and 

Chinese cinnamon (Cinnamomum cassia) against the most prevalent dermatophytes 

found in onychomycosis: Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. 

Clove and cinnamon essential oils were obtained by hydrodistillationand and the basil 

and rosemary oils were commercially acquired. Chemical characterization of essential 

oils was performed by gas chromatography coupled to a mass detector, investigation 

of in vitro antifungal activity using the disk diffusion method and determination of the 

minimum inhibitory concentration (MIC) using the broth microdilution technique. 

Chromatographic analysis of the volatile oil of clove (Syzygium aromaticum) revealed 

that eugenol is the main component of the oil, accounting for 80.2% of its composition. 

The volatile oil of Chinese cinnamon (Cinnamomum cassia) presented E-

cinnamaldehyde as the main component of the essential oil, accounting for 99.4% of 

the total oil content. The volatile oil of rosemary (Rosmarinus officinalis) presented 1,8-

cineole and camphor as the main compounds, representing 47% and 15% of the total 

content of the volatile oil, respectively. In the analysis of basil essential oil (Ocimum 

basilicum), methyl-chavicol was the main component, accounting for 68.81% of the 

substances identified. The results obtained in broth microdilution tests for clove, 

Chinese cinnamon and rosemary oils were not satisfactory, showing results above 8 

mg/mL, but basil oil (Ocimum basilicum) inhibited the growth of some strains. of 

Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes at concentrations of 8 mg/mL 

to 2 mg/mL and, therefore, was selected to continue the elucidation of its antifungal 

potential and its possible applications. When verifying the antifungal potential of the 

volatile oil of Ocimum basilicum, the intention was to associate this oil with a red nail 

polish formulation, since, currently, there is no such formulation on the market with this 

promising oil for the treatment of dermatophytosis.  

 

Keyword: Antifungals; Essencial oils; Onychomycosis; Tricophyton. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As dermatomicoses são doenças causadas por fungos queratinofílicos, que se 

alimentam da queratina presente nos tecidos queratinizados como pele, unha e pêlos 

dos animais e de seres humanos, e podem ser causadas por fungos dermatófitos e 

não dermatófitos (MARTINEZ et al., 2020). Dermatofitoses são dermatomicoses 

causadas por fungos dermatófitos e estão entre as doenças mais prevalentes no 

mundo, atingindo indivíduos de todas as idades e sexo, sendo mais incidentes em 

adultos e imunocomprometidos. As espécies mais encontradas em micoses 

superficiais são Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Os sítios de 

infecção onde as dermatofitoses são mais prevalentes são as unhas, ocasionando a 

onicomicose, que é um tipo de dermatofitose caracterizada por uma infecção fúngica 

identificada pelo aparecimento de manchas e deformações. Essa doença, além de 

causar desconforto físico, também afeta a autoestima do paciente devido ao aspecto 

da lesão (PEREIRA et al., 2021). 

Atualmente, a onicomicose é uma doença que vem se tornando cada vez mais 

frequente, principalmente em pacientes com alguns fatores de risco associados como 

diabetes mellitus, psoríase, doenças vasculares e imunocomprometidos. Alguns 

estudos demonstraram que pacientes com insuficiência renal crônica e que fazem 

hemodiálise são mais vulneráveis a terem infecção fúngica, principalmente a 

onicomicose (MAGAGNIN et al., 2011). O diagnóstico se dá, na maioria das vezes, 

pelo exame direto de cultura. Os medicamentos utilizados para tratar essa patologia 

apresentam certo grau de toxicidade (PEREIRA et al., 2021). Quando o diagnóstico é 

confirmado, o tratamento de escolha é terbinafina oral ou itraconazol, podendo ser 

também utilizada terapia tópica. A terapia oral é eficaz, mas seus efeitos adversos, 

toxicidade e o tempo de tratamento dificultam a adesão ao tratamento. Terapias 

alternativas seguras e eficazes são de extrema necessidade para o sucesso do 

tratamento (LEUNG et al., 2020). 

Os fungos podem ter seu crescimento inibido por alguns óleos essenciais (MANESS, 

2019). Em alguns casos, o uso de óleos essenciais em associação com a terapia 

antifúngica foi capaz de reduzir a dose efetiva de alguns antifúngicos orais (ROH, 

2014). Existem vários estudos que apontam  atividade antifúngica para os óleos 

essenciais, mas não caracterizam os componentes majoritários encontrados nos 
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diferentes tipos de óleos, sendo necessário mais estudos de identificação dos seus 

compostos para elucidação do princípio ativo (PEREIRA, 2019). 

O uso de terapias alternativas de uso tópico para o tratamento dessa doença é de 

extrema importância para a efetividade da terapêutica, além de proporcionar menor 

toxicidade, diminuição do tempo de tratamento e redução dos efeitos adversos. A 

descoberta de novas terapias alternativas pode ajudar o paciente a ter uma melhor 

adesão ao tratamento, aumentando as chances de cura.  

A aplicação de produtos formulados contendo óleos essenciais é uma alternativa que 

pode ser eficaz, econômica e com menor grau de toxicidade. A utilização de óleos 

extraídos de plantas tradicionalmente utilizadas pela população pode aumentar a 

aceitação do tratamento e, consequentemente, a adesão e sucesso terapêutico. 

Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antifúngica dos óleos essenciais 

de alecrim (Rosmarinus officinalis), manjericão (Ocimum basilicum), cravo-da-índia 

(Syzygium aromaticum) e canela-da-china (Cinnamomum cassia) frente aos 

dermatófitos mais prevalentemente encontrados em onicomicoses (Trichophyton 

rubrum e Trichophyton mentagrophytes) e realizar um teste para verificar a aplicação 

do óleo essencial que apresenta melhor resultado em uma preparação de esmalte 

vermelho, com o objetivo de avaliar o seu potencial como antifúngico.  
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2. OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo Geral 
 

Este projeto tem por objetivo avaliar a atividade antifúngica dos óleos 
essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), manjericão (Ocimum basilicum), cravo-
da-índia (Syzygium aromaticum) e canela-da-china (Cinnamomum cassia) frente aos 
dermatófitos mais prevalentemente encontrados em onicomicoses: Trichophyton 
rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Também visa realizar um teste para verificar 
a aplicação do óleo essencial de melhor resultado em uma preparação de esmalte de 
coloração vermelha, com o objetivo de avaliar o seu potencial como antifúngico. 
 

1.2 Objetivos Específicos 
 

As etapas do trabalho executadas foram: 

●  Obtenção dos óleos essenciais de cravo e canela-da-china por 
hidrodestilação; 

 

 

● Caracterização química dos óleos essenciais por cromatografia em fase 
gasosa acoplada a detector de massas; 

 

 

● Investigação da atividade antifúngica in vitro pelo método de difusão em disco 
e determinação da concentração inibitória mínima (CIM) utilizando a técnica de 
microdiluição em caldo; 

 

 

● incorporação do óleo de Ocimum basilicum em esmalte de cor vermelha. 
 

 

● Avaliação do óleo essencial de melhor eficiência antifúngica em uma 
formulação de esmalte vendida comercialmente; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1. Unhas 
 

A unha representa uma estrutura especializada da derme feita de queratina, 

que tem um crescimento médio de cerca de 2 a 3 milímetros mensais e é 

completamente substituída em um período de 6 a 9 meses (CASHMANN, 2010). As 

unhas podem revelar informações importantes sobre a saúde e a higiene pessoal, 

através da sua coloração, formato, aparência e natureza (AGGARWAL, 2020). As 

afecções ungueais são muito mais do que meras preocupações estéticas e podem 

interferir significativamente na habilidade de realizar tarefas cotidianas (LEE, 2022). 

As unhas são unidades funcionais, apresentando muitas funções importantes, 

atuando como uma barreira protetora e mecânica do dígito distal. Além disso, as 

unhas também possuem valor estético, aumentam o sentido do toque e são 

fundamentais para pegar pequenos objetos. A interrupção desta unidade funcional 

pode causar considerável incapacidade (LEE, 2022). 

Os distúrbios mais comuns das unhas observados na prática clínica são a 

síndrome das unhas amarelas, onicomicose, paroníquica, psoríase ungueal, 

melanoniaquia longitudinal, linhas de Beau, oniocomadese e retroníquia. Para se 

obter um diagnóstico preciso é essencial o histórico detalhado além do exame clínico. 

Dermatoscopia, imagem e testes histopatológicos e micológicos também podem ser 

necessários para o diagnóstico. Apesar de comumente consideradas preocupações 

estéticas menores, as alterações nas unhas podem ser manifestações de doenças 

graves que requerem mais investigação. É primordial distinguir onicomicose de outras 

doenças das unhas antes de iniciar a terapia antifúngica para evitar efeitos colaterais 

indesejados e progressão da doença. A história detalhada e o exame físico ajudam a 

estreitar o diagnóstico diferencial, mas fazer o diagnóstico sem confirmação 

laboratorial é altamente impreciso. Muitas condições das unhas compartilham 

semelhanças clínicas com a onicomicose, podendo levar a um diagnóstico equivocado 

(LEE, 2022). 

As unhas podem ser acometidas por vários tipos de doenças além da 

onicomicose como, por exemplo, a psoríase ungueal, que é uma das doenças 

frequentemente confundida com onicomicose devido a aparência das lesões ser muito 

semelhante. A psoríase nas unhas e a onicomicose (infecção fúngica nas unhas) são 
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condições diferentes. A psoríase ungueal geralmente causa alterações nas unhas, 

como sulcos, manchas ou descoloração, devido a uma resposta imunológica anormal. 

Já a onicomicose é causada por fungos e geralmente leva a unhas grossas, 

quebradiças e descoloridas (GARCIA, 2022). 

 

3.2. Onicomicoses 
 
A onicomicose é uma infecção fúngica que acomete as unhas, geralmente 

causada por dermatófitos, leveduras ou fungos não dermatófitos. Isso pode levar a 

unhas espessas, quebradiças, descoloridas e com deformidades. O tratamento pode 

incluir medicamentos antifúngicos tópicos ou orais, dependendo da gravidade da 

infecção. Alguns esmaltes antifúngicos estão disponíveis no mercado. Esses produtos 

são formulados para ajudar a tratar a onicomicose. O tratamento da onicomicose 

geralmente envolve abordagens antifúngicas como o uso de esmaltes tópicos que são 

aplicados diretamente nas unhas afetadas, uso de soluções, cremes ou pomadas na 

área afetada, uso de medicamentos antifúngicos orais prescritos pelos médicos, 

procedimentos clínicos para remoção cirúrgica da unha em casos graves, boas 

práticas de higiene como manter as unhas limpas e secas e evitar de compartilhar 

itens de cuidados pessoais. A onicomicose é uma doença persistente que precisa de 

adesão ao tratamento para alcançar resultados eficazes (BRESCINI, 2021). 

A onicomicose pode ser facilmente confundida com diversas outras 

enfermidades, sendo a psoríase a mais comumente associada a essa confusão. A 

psoríase é uma doença sistêmica multifatorial de diferentes fatores genéticos e 

ambientais. A psoríase ungueal é uma condição crônica de difícil tratamento que afeta 

as unhas e que apresenta características visuais semelhantes à onicomicose. O 

tratamento da psoríase ungueal inclui o uso de medicamentos tópicos como cremes 

ou pomadas contendo corticosteroides, medicamentos orais sistêmicos, injeções de 

corticosteroides, uso de fármacos biológicos, fototerapia, radioterapia e cuidados com 

a higiene das unhas e prevenção de traumatismos locais (GARCIA, 2022). 

As causas mais comuns de micoses em todo o mundo são os dermatófitos e 

afetam milhões de pessoas. Os dermatófitos são fungos filamentosos que invadem 

tecidos queratinizados e se classificam em três grupos ecológicos: geofílicos, 

zoofílicos e antropofílicos. Os geofílicos geralmente são transportados por animais na 

sua pele. Os dermatófitos zoofílicos são encontrados nos animais, na sua pele e pêlos 
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e são facilmente transmitidos aos seres humanos, causando infecções agudas. Os 

dermatófitos antropofílicos são transmitidos de humano para humano e geralmente 

causam infecções mais leves e não inflamatórias (BRESCINI, 2021). 

As manifestações clínicas provocadas por fungos dermatófitos são 

denominadas de dermatofitoses. Os três gêneros de dermatófitos que são 

responsáveis pelas dermatofitoses são Trichophyton, Microsporum e 

Epidermophyton. As espécies clínicas mais isoladas são Trichophyton rubrum, 

Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Microsporum canis, 

Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum. Estudos recentes demonstram 

que as espécies Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes apresentam 

uma alta prevalência nas dermatofitoses (PEREIRA et al., 2021). 

Estudos realizados no Brasil e no mundo demonstram o perfil epidemiológico 

de alta frequência das micoses superficiais e cutâneas. As manifestações clínicas são 

variadas, podendo comprometer as mãos, pés, unhas, regiões de dobras cutâneas, 

pele glabra e outros. O diagnóstico é realizado principalmente pelo exame direto e 

cultura do material biológico proveniente do tecido acometido (STEINER, 2018). 

Dentre as infecções fúngicas causadas por dermatófitos, a onicomicose é uma 

das frequentes, onde Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes são os 

agentes etiológicos mais encontrados nas unhas de humanos infectados (BRESCINI, 

2021). Estima-se que 90% das onicomicoses das unhas dos pés e 75% das unhas 

das mãos são causadas por estes fungos. Trichophyton mentagrophytes é um fungo 

zoofílico que coloniza hospedeiros animais e apresenta distribuição mundial. Essa 

espécie é responsável por lesões inflamatórias na pele, no couro cabeludo e nas 

unhas. Suas colônias são de cor branca a creme com superfície pulverulenta a 

granular. Apresenta numerosos microconídios hialinos, unicelulares e em 

aglomerados. Também podem apresentar macroconídios multicelulares lisos. 

Trichophyton rubrum é um fungo antropofílico amplamente distribuído em humanos e 

que frequentemente está associado a infecções fúngicas, principalmente 

onicomicoses. A colônia apresenta coloração branca a creme e tem aspecto felpudo. 

Apresenta números escassos a moderados de microconídios clavados a piriforme 

(BRESCINI, 2021). 

As principais manifestações clínicas são a descoloração, hiperqueratose e 

deformação das unhas (LEUNG et al., 2020). Na tentativa de obter sucesso na cura, 
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várias terapias vêm sendo combinadas com antifúngicos tópicos, orais e agentes anti-

inflamatórios (PIRES, 2014). A dificuldade na escolha dos esquemas terapêuticos 

disponíveis, bem como suas possíveis interações medicamentosas e efeitos negativos 

dificultam o tratamento (DIAS, 2013). 

A onicomicose possui uma vasta gama de tratamentos disponíveis. A unha 

infectada pode ser removida física ou químicamente. O agente infeccioso pode ser 

eliminado por antifúngicos tópicos ou orais ou por terapia a laser, sendo que existe 

um número de sistemas antifúngicos e a laser disponíveis para esse tratamento. A 

escolha do melhor tratamento deve ser feita caso a caso, levando-se em consideração 

o agente causador, o número de unhas envolvidas e os riscos e benefícios associados 

aos diferentes tratamentos (GUPTA, 2013). 

O propósito do tratamento é eliminar a infecção fúngica e restaurar o estado 

estético normal da unha. A cura micológica e clínica aponta para uma cultura negativa 

das unhas, microscopia KOH negativa e a cura clínica apresenta uma unha 

clinicamente normal. Assim, a cura completa é definida como uma cura micológica e 

clínica. O crescimento das unhas é lento e a melhoria contínua pode ocorrer mesmo 

após a conclusão do tratamento e a recidiva da doença é comum sem a profilaxia 

adequada (LEE, 2022). 

 

3.3. Antifúngicos 
 

Os antifúngicos de aplicação tópica são opções de tratamento alternativos para 

a onicomicose que possuem um baixo risco de efeitos adversos sistêmicos. Eles agem 

penetrando através ou indo sob a placa ungueal para combater a infecção das unhas. 

As limitações do tratamento antifúngico tópico incluem uma duração prolongada do 

tratamento (mínimo de 48 semanas) e geralmente uma eficácia menor. O ciclopirox 

tópico, o efinaconazol e o tavaborole são aprovados pela Food and Drug 

Administration para o tratamento dessa patologia. Os produtos de aplicação tópica 

podem ser utilizados em casos mais leves de onicomicose em adultos e também em 

crianças, que possuem placas ungueais mais finas e uma taxa de crescimento mais 

rápida (LEE, 2022). 

O tratamento oral geralmente é utilizado nas formas mais graves de infecções. 

A terbinafina e o itraconazol são os agentes mais utilizados na terapia oral atuando no 

mesmo alvo que é a membrana celular do fungo. O itraconazol é um triazol que inibe 
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a enzima 14-α-desmetilase, já a terbinafina que pertence ao grupo das alilaminas, 

atua inibindo a enzima esqualeno epoxidase. A inibição de ambas as enzimas leva a 

inibição da síntese de ergosterol. A terbinafina também acarreta em um acúmulo de 

lanosterol que é um composto intermediário tóxico que faz parte da via da biossíntese 

de ergosterol. Dessa forma, a terbinafina é o fármaco de escolha para o tratamento 

contra Trichophyton spp. graças a sua eficácia contra esse agente. Na terapia tópica 

geralmente se faz o uso de derivados azólicos como clotrimazol, miconazol, econazol 

e oxiconazol. Também são utilizadas alilaminas como terbinafina e naftifina. Nos 

casos menos graves são aplicados os agentes tópicos ciclopirox ou amorolfina 

(BRESCINI, 2021). 

Após exposição prolongada e falhas na adesão ao tratamento, os fungos 

podem desenvolver resistência aos agentes antifúngicos, resultando em cepas 

resistentes aos tratamentos disponíveis e infecções crônicas. A busca por terapias 

alternativas, como os óleos essenciais, em monoterapia ou associados aos 

antifúngicos convencionais vem aumentando nos tempos atuais (ROANA, 2021). 

O alto custo do tratamento com drogas convencionais, além dos efeitos 

adversos, corrobora com a importância da pesquisa e descoberta de novos compostos 

de origem vegetal (DIAS, 2013). Assim, com plantas medicinais têm demonstrado 

serem uma importante fonte de compostos ativos com amplo espectro de ação, baixa 

toxicidade e custo reduzido. 

 

3.4. Óleos essenciais 
 

As plantas fazem parte do ecossistema terrestre e possuem diversas funções 

importantes na natureza. Os vegetais são capazes de fornecer diversos produtos 

químicos com potencial terapêutico que servem também como modelo para a 

produção de novas estruturas químicas capazes de apresentar propriedades 

farmacológicas. Dentre os compostos que têm demonstrado ampla atividade biológica 

estão os óleos essenciais. A diversidade química dos óleos essenciais obtido de 

plantas tem justificado o seu emprego em terapias alternativas por apresentarem 

importante atividade antimicrobiana, antiinflamatória, antioxidante e imunomodulatória 

(SARAIVA, 2021). 

Ao longo da história, os óleos essenciais têm sido utilizados pelo seu aroma 

agradável e potenciais benefícios terapêuticos. Os óleos têm se mostrado 
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promissores em diversos campos, incluindo aromaterapia, produtos de cuidados 

pessoais, medicina natural e até mesmo como alternativa aos produtos de limpeza 

tradicionais ou soluções de controle de pragas (LOUKILI, 2023). 

O sinergismo entre drogas convencionais e óleos essenciais pode permitir a 

aplicação de doses menores dos fármacos atualmente utilizados. Dessa forma, é 

possível aumentar a eficácia e a segurança do tratamento, associando ao tratamento 

convencional, o uso de compostos que contenham óleos essenciais em sua 

formulação (ROANA, 2021).  

Inúmeros estudos relatam o uso de óleos voláteis no tratamento de infecções 

causadas por fungos dermatófitos. A atividade dos óleos essenciais, especialmente 

contra aqueles agentes etiológicos de onicomicose, como Trichophyton rubrum, T. 

mentagrophytes e espécies de Candida, está bem descrita na literatura. Os óleos 

essenciais apresentam-se como uma mistura complexa de vários componentes, 

dependendo da espécie vegetal. Entretanto, são caracterizados por compostos 

majoritários (geralmente um, dois ou três), que, na maior parte das situações, são 

responsáveis pelas atividades biológicas (Bakkali et al., 2008). O modo de ação, 

devido à mistura, é complexo e não envolve apenas um mecanismo (Hammer e 

Carson, 2011). Além disso, existem vários estudos apresentando sinergismo entre os 

diversos compostos (Pinto et al., 2006; Yahyazadeh et al., 2008). Porém, o 

mecanismo de ação predominante está relacionado a interação com a membrana 

biológica, levando a uma alteração na permeabilidade seletiva celular (Bakkali et al., 

2008). Os monoterpenos são capazes de agir através da ligação ao ergosterol, 

causando desestabilização das membranas fúngicas (Miron et al., 2014) e inibição da 

esporulação (Inouye et al., 2009). Alguns componentes podem atuar interferindo em 

diversos tipos de reações radicais, reduzindo a atividade de enzimas mitocondriais 

(Pinto et al., 2013), produzindo uma reação enzimática sobre a parede celular 

(Yahyazadeh et al, 2008) e inibindo o metabolismo celular (Zuzarte et al., 2011). 

Diante da necessidade de uma terapia tópica eficaz e do surgimento de 

resistência aos antifúngicos, o desafio é encontrar um tratamento capaz de atuar por 

diferentes mecanismos ao nível das células fúngicas (Gupta e Simpson, 2015). Assim, 

os óleos voláteis são excelentes candidatos para preencher esta lacuna, pois há 

estudos que relatam que, mesmo contra cepas resistentes ao fluconazol, que é um 

dos fármacos de primeira escolha, os óleos essenciais continuam demonstrando 
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atividade, indicando que o mecanismo de defesa desenvolvido não interfere na ação 

antifúngica (10). Estudos realizados com diversos óleos voláteis para tratamento de 

onicomicoses apontaram, em especial, como promissores, os óleos de: Syzygium 

aromaticum (cravo-da-índia), Melaleuca alternifolia (melaleuca), Thymus vulgaris 

(tomilho), Lavandula angustifolia (lavanda), Eucalyptus spp.  (eucalipto) e Origanum 

vulgare (orégano). 

O óleo de Syzygium aromaticum (cravo-da-índia) tem sido utilizado em 

formulações para unhas ou em bases de vernizes para o tratamento de unhas 

enfraquecidas e infecções fúngicas. A atividade antidermatofítica do óleo de cravo-da-

índia e do eugenol (composto majoritário do óleo) demonstrou potencial atividade 

(efeito fungistático e fungicida) contra Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton 

rubrum, T. mentagrophytes e Epidermophyton floccosum isolados de unhas e pele 

(Inouye et al., 2006; Pinto et al., 2009, Lesage-Meessen et al., 2015). 

Estudos com o óleo de Melaleuca alternifolia Cheel têm demonstrado 

resultados promissores no tratamento de onicomicose causada por espécies de 

Candida (Martins et al., 2014), inclusive em experimentos in vivo, demonstrando sua 

eficácia no tratamento (Carson et al., 2006; Finch e Warshaw, 2007). Outros trabalhos 

apontam interessante ação frente Trichophyton rubrum (Benger et al., 2004) e T. 

mentagrophytes (Inouye et al., 2006; Marcos-Tejedor, González-García e 

Mayordomo, 2021). Flores e colaboradores (Flores et al., 2013) comprovaram a 

atividade do óleo volátil associado em nanocápsulas, no controle do crescimento de 

T. rubrum em modelo in vitro de onicomicose. A forte atividade observada deste óleo 

foi atribuída ao seu principal constituinte, o terpinen-4-ol (Finch e Warshaw, 2007). 

O óleo volátil de Thymus vulgaris L. é um dos óleos com maior atividade 

antimicrobiana, apresentando forte ação antifúngica mesmo contra isolados clínicos 

de onicomicose. Todas as espécies de tomilho são fontes de óleos voláteis ricos em 

timol e carvacrol, que são os principais responsáveis pela atividade antimicrobiana do 

óleo (Tullio et al., 2007). Mesmo considerando diferentes quimiotipos do óleo de T. 

vulgaris, aqueles com maiores teores de carvacrol e timol foram mais ativos, quando 

testados frente a isolados clínicos de onicomicose (Gonçalves et al., 2010). Gollucci e 

colaboradores (2014) testaram o óleo de T. vulgaris contra espécies de Candida 

resistentes ao fluconazol (fármaco de primeira escolha no tratamento de 

onicomicoses), e tanto os óleos quanto seus constituintes isolados (carvacrol, timol e 
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eugenol) foram fungicidas, sugerindo que o óleo ou seus produtos isolados podem ser 

uma alternativa à terapia com fluconazol. Em estudo realizado com 39 pacientes com 

paroníquia, infecção do tecido ao redor da unha (Candida spp. e Fusarium spp. foram 

isoladas das lesões), foi aplicada solução contendo óleo essencial de tomilho, sendo 

observado cerca de 60% de alívio e 15% de cura após 3 meses de tratamento 

(Olaizola et al., 2005). Além disso, estudos relataram uma interação adicional entre 

carvacrol e timol, aumentando a sua própria atividade antifúngica (Henri et al., 2012). 

Em estudo sobre a avaliação da atividade antifúngica dos óleos voláteis de três 

espécies de Thymus frente a três fungos patogênicos, Trichophyton violaceum, 

Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis, o óleo apresentou forte inibição 

do crescimento destes fungos no meio, além de demonstrar aumento significativo na 

taxa de inibição dose-dependente (Labiad et al., 2022). 

Lavandula angustifolia Mill. é a espécie do gênero Lavandula mais comumente 

utilizada por suas propriedades medicinais (Lesage-Meessen et al, 2015). O óleo 

volátil de lavanda demonstrou atividade antifúngica contra dois isolados clínicos de 

onicomicose (Scopulariopsis brevicaulis e Fusarium oxysporum) além de outras 42 

cepas, incluindo fungos dermatófitos (Tullio et al., 2007; Shin e Lim, 2004). Os autores 

atribuem a atividade antifúngica aos constituintes principais: linalol, acetato de linalila, 

beta-cariofileno e terpinen-4-ol. Além disso, o óleo mostrou-se ativo frente a espécies 

de Candida (Inouye et al., 2009). Experimentos sobre a atividade antifúngica com 

outras duas espécies deste gênero, L. viridis e L. luisieri (Zuzarte et al., 2012), foram 

conduzidos frente a três cepas isoladas de onicomicose, três isolados de candidíase 

e quatro cepas de dermatófitos e demonstraram forte atividade antifúngica, 

principalmente para dermatófitos. 

Muitos estudos sobre a atividade antifúngica de óleos voláteis extraídos de 

espécies de Eucalyptus foram conduzidos e mostraram uma excelente e forte 

atividade contra vários fungos e leveduras patogênicos (Marzoug et al., 2010), 

incluindo isolados clínicos de Fusarium oxysporum (Gupta et al., 2011), Candida 

albicans, Trichophyton rubrum e T. soudanense (Elaissi et al., 2012). Em todos os 

casos, a atividade foi atribuída ao 1,8-cineol (=eucaliptol), o principal constituinte do 

óleo. O óleo de eucalipto faz parte do medicamento comercial Vick’s VapoRubTM®, 

uma pomada torácica indicada para doenças respiratórias e, devido ao seu “uso 

popular”, para o tratamento de onicomicose. Ramsewak e colaboradores (2003) 
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isolaram os monoterpenos cânfora, timol, mentol e óleo de eucalipto desta pomada e 

avaliaram frente a 16 cepas que causam onicomicose. Os autores sugeriram que, 

como o constituinte majoritário do óleo essencial é um monoterpeno, misturas de 

diferentes monoterpenos em composição semelhante poderiam ser consideradas 

como potenciais candidatas ao tratamento da onicomicose. Esta atividade foi 

confirmada em estudo in vivo com pacientes apresentando culturas positivas para 

Candida parapsiolis e Trichophyton mentagrophytes (Derby et al., 2011). 

A espécie vegetal Origanum vulgare L. também é conhecida pela existência de 

diferentes quimiotipos, como carvacrol, beta-cariofileno, espatulenol, entre outros, 

sendo que todos os quimiotipos apresentam atividade antifúngica, mas em diferentes 

graus. Os quimiotipos mais ativos são aqueles que apresentam carvacrol e timol como 

compostos majoritários (Palmeira-de-Oliveira et al., 2009). Sahin e colaboradores 

(2004) verificaram a atividade antidermatofítica do óleo de O. vulgare contra 15 cepas 

de fungos, incluindo Candida albicans, Fusarium oxysporum, Trichophyton rubrum e 

T. mentagrophytes e frente a isolados clínicos de onicomicose (Vale-Silva et al., 2012). 

Em outro estudo, Inouye e colaboradores (2006) descobriram que o óleo de orégano 

foi o mais ativo contra T. mentagrophytes, quando comparado com os óleos de 

Melaleuca e Lavandula. 

 

3.5. Espécies vegetais selecionadas para o presente estudo e seus óleos essenciais 
 
3.5.1. Manjericão (Ocimum basilicum L.) 
 
 O Ocimum basilicum da família Lamiaceae (Figura 1), também conhecida como 

manjericão, é uma planta aromática muito utilizada por seu aroma e sabor únicos em 

alimentos. As folhas podem ser usadas frescas ou secas como temperos. Os óleos 

essenciais obtidos de folhas e flores frescas podem ser usados como aditivos de sabor 

em alimentos, produtos farmacêuticos e cosméticos. Tradicionalmente, o manjericão 

tem sido usado como medicamento fitoterápico para tratar dores de cabeça, tosse, 

diarreia, prisão de ventre, verrugas, vermes e danos renais (ARAUJO, 2016). Esta 

espécie vegetal é uma planta aromática muito utilizada como tempero alimentar e na 

indústria farmacêutica. Os principais constituintes do óleo essencial de manjericão são 

metil-chavicol e linalol. Essa composição pode variar de acordo com a região e a 

constituição genética da planta. Suas propriedades terapêuticas incluem efeito 

antiespasmódico, antimicrobiano e anti térmico (VELOSO, 2014). 
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 O manjericão é uma planta anual com folhagem densa e uma variedade de 

componentes aromáticos. Apresenta distribuição em todos os continentes tropical e 

subtropical da América, África e Ásia. É uma planta de fácil cultivo, que exige pouca 

manutenção tanto em ambientes internos quanto externos. Embora possa sofrer 

danos por geadas e temperaturas abaixo de zero, essa espécie prospera em 

condições de longa exposição à luz solar direta e solo com boa drenagem. É uma 

planta valiosa e possui potencial para o desenvolvimento de medicamentos 

farmacêuticos. Os componentes presentes na planta apresentam potenciais 

propriedades medicinais, incluindo atividade antiviral contra vírus de DNA e RNA, 

antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, antifúngica, 

antioxidante, antidiabético, antitumoral e ação neuroprotetora. A planta contém vários 

constituintes fitoquímicos, que consistem principalmente de linalol, eucalipto, estragol 

e eugenol (AZIZAH et al., 2023). 

 O óleo essencial proveniente de Ocimum basilicum apresenta ação antifúngica 

contra vários fungos patogênicos como Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, 

Aspergillus versicolor, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Penicillium 

funiculosum, Penicillium ochrochloron, Trichoderma viridae, espécies de Fusarium 

como F. proliferatum e F. subglutinanos e, ainda, frente a Candida albicans. As 

propriedades antifúngicas de O. basilicum são possivelmente relacionadas à elevada 

presença de linalol entre os constituintes do óleo essencial. A interação sinérgica entre 

os diversos componentes que formam o óleo essencial reduz a probabilidade de 

resistência. Esse fenômeno ocorre devido à dificuldade dos agentes patogênicos em 

se adaptarem às características de resistência diante de múltiplos compostos 

presentes nos óleos essenciais. Esse fato aponta para o potencial de desenvolvimento 

de O. basilicum como uma nova classe de medicamentos antifúngicos naturais 

(AZIZAH, 2023). 

 O composto metil chavicol é evidenciado em alguns estudos como inibidor da 

atividade da tirosinase, provavelmente devido ao seu efeito antioxidante. Segundo o 

autor, a enzima tirosinase é responsável pela oxidação dos fenois, e sua inibição pode 

diminuir a secreção de melanina, tendo o seu uso muito aplicado em cosméticos 

(QASEM et al., 2023). 
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Figura 1: Folhas de Ocimum basilicum L., foto - fonte: freepik) 

 

3.5.2. Cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry) 

 

 Syzygium aromaticum, conhecido como cravo-da-índia, é uma planta da família 

Myrtaceae. É cultivado no Sri Lanka, Índia, Madagascar, sul da China e Indonésia. O 

óleo essencial de cravo é um tempero comum para doces, condimentos e molhos. 

Também é utilizado na medicina, principalmente no preparo de preparações para uso 

bucal. Nas zonas costeiras, o cravo-da-índia é regularmente plantado até 200 m acima 

do nível do mar. Os botões florais, parte comercializada da árvore, começam a crescer 

quatro anos após o plantio, e são colhidos durante a fase de maturação, antes da 

floração. O óleo essencial de cravo-da-índia é obtido por hidrodestilação, a partir dos 

botões florais secos da planta. O composto majoritário é o eugenol, presente em 

aproximadamente 85% (FARMACOPEIA, 2019). Além deste composto, acetato de 

eugenila e β-cariofileno também estão presentes no óleo de cravo (BATIHA et al., 

2020). 

 O óleo essencial obtido do cravo-da-india é usado topicamente na fitoterapia 

para aliviar a dor e promover a cura e tem sido utilizado nas indústrias de perfumes e 

aromas (PRASHAR et al., 2006). O eugenol é um dos compostos majoritários de 

Syzygium aromaticum e pode inibir o crescimento fúngico atuando na redução da 



36 

 

expressão de enzimas como proteases em Candida tropicalis, o que acarreta na 

interrupção da obtenção de nutrientes pelas células fúngicas, permitindo invasão e 

dimorfismo, e perturbando a formação de biofilme. Além do mais, a conexão do 

eugenol com a superfície da célula e sua entrada no ponto específico (a bicamada 

lipídica da membrana citoplasmática) induz à despolarização das células fúngicas, 

resultando no escape de íons e na perda do potencial da membrana. Essa perda 

provoca a interrupção das atividades celulares, culminando na morte da célula (AISY 

et al., 2023). 

 Alguns estudos apontam o efeito antifúngico do óleo de cravo, (BIERNASIUK, 

2022) demonstrou o efeito antifúngico do eugenol para as cepas de referência clínicas 

de Candida spp. isoladas da cavidade oral de pacientes com neoplasias 

hematológicas e concluiu que o Eugenol além de outro composto estudado, parece 

ser um componente bastante promissor para o desenvolvimento de fitofármacos 

usados de forma tópica no tratamento da candidíase superficial (BIERNASIUK, 2022). 

Os extratos de Syzygium aromaticum também provaram ser soluções alternativas 

para o tratamento da resistência à Candida krusei (AISY et al., 2023). Também foi 

demonstrado que S. aromaticum apresenta efeito inibitório sobre Fusarium 

graminearum (HARČÁROVÁ et al., 2021). 
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Figura 2: Botões florais secos de cravo-da-índia (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & 

L.M. Perry) (FONTE AUTOR). 

 

3.5.3. Canela-da-china (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl) 

 

 Cinnamomum cassia (Lauraceae) é uma árvore profundamente enraizada, que 

se desenvolve em ambientes quentes, úmidos e ensolarados, e possui alta tolerância 

à sombra. Não suporta condições de geada, neve, seca, água parada ou frio intenso. 

Seu crescimento é favorável em solo arenoso, solto, fértil e bem drenado, com pH 

ácido e rico em matéria orgânica. Esta espécie vegetal tem sido utilizada há milhares 

de anos na China e está documentada em diversos livros da medicina tradicional 

chinesa. A casca seca de Cinnamomum cassia é utilizada tanto como tempero como 

medicamento, e seu cultivo e uso são disseminados globalmente há muitos milênios. 

Mais de 300 componentes já foram isolados de Cinnamomum cassia, incluindo óleos 

essenciais, polifenois, diterpenos e sesquiterpenos, flavonoides, polissacarídeos e 

outros. Estudos de farmacologia evidenciam que o Cinnamomum cassia possui uma 

vasta gama de atividades farmacológicas, tais como propriedades anti-inflamatória, 

antibacteriana, antioxidante, neuroprotetoras, antitumoral e aprimoramento do 

metabolismo de glicose e lipídios. Esses dados ressaltam o alto potencial do 

Cinnamomum cassia para se tornar um medicamento terapêutico natural, de baixo 

custo, com baixa toxicidade e altamente eficaz. O componente volátil predominante 

de Cinnamomum cassia é o cinamaldeído, que exala um aroma aromático. Vale 

destacar que esse óleo é insolúvel em água e pode ser extraído de plantas por meio 

de destilação a vapor (LIU et al., 2021). 

 O óleo essencial de canela-da-china apresenta em sua composição 

terpenoides e fenilpropanoides, sendo estes os componentes bioativos, dentre os 

quais o cinamaldeído é considerado o componente representativo desta espécie 

vegetal. Além dos componentes químicos encontrados na casca, também foram 

relatados os componentes químicos de outras partes de C. cassia, incluindo folhas e 

galhos (ZHANG et al., 2019). 
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Figura 3: Cascas de Cinnamomum cassia (L.) J. Presl (FONTE AUTOR) 

 

3.5.4. Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) 

 

 O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta medicinal aromática 

pertencente à família Lamiaceae e se desenvolve selvagem na maioria dos países do 

Mediterrâneo. O alecrim é usado na indústria de alimentos para melhorar o sabor, 

inibir a oxidação e reduzir a contaminação microbiana e em aplicações clínicas. O seu 

óleo é um líquido amarelo quase incolor com um cheiro distinto e agradável. As 

atividades antioxidantes e antimicrobianas do alecrim são atribuídas principalmente 

aos seus compostos fenólicos, incluindo ácido rosmarínico, ácido carnósico, 

rosmanol, carnosol e epirosmanol. Em geral, tem sido relatado que as atividades 

antioxidantes têm uma alta correlação com o teor de flavonoides e fenois presentes 

no óleo. O alecrim também é utilizado na forma de chá para tratar problemas 

digestivos (CLEFF et al., 2012).  

 Alguns estudos elucidaram que os componentes encontrados em Rosmarinus 

officinalis têm potencial para serem desenvolvidos como candidatos a fármacos no 

tratamento da doença de Alzheimer, com excelentes níveis de absorção, baixa 

toxicidade e capacidade aprimorada de atravessar a barreira hematoencefálica, 
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conforme demonstrado por análise de acoplamento experimental e molecular 

(ORESANYA e ORHAN, 2024). 

 Nos últimos anos, houve uma extensa investigação acerca do potencial 

antioxidante do Rosmarinus officinalis e seus componentes bioativos, tanto em 

estudos realizados em laboratório quanto em testes com organismos vivos. Especial 

atenção foi dada aos seus efeitos terapêuticos promissores no combate ao 

envelhecimento causado pela exposição aos raios UV, dermatite atópica e 

envelhecimento da pele devido à poluição. Um dos primeiros estudos in vitro nesse 

período ressaltou a relação interessante entre a capacidade de inibição de proteínas 

e a ação antioxidante deste composto (LI POMI et al., 2023). 

 

 

 

Figura 4: Folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (FONTE AUTOR) 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 . Local de Desenvolvimento do Trabalho 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Micologia (Biomicolab), 

Laboratório de Fitoquímica (CPNAT) e no Laboratório de Microbiologia Aplicada, todos 

da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

4.2 . Obtenção dos óleos essenciais 

 

Os óleos voláteis de canela-da-china (Cinnamomum cassia) e cravo-da-índia 

(Syzygium aromaticum) foram obtidos por hidrodestilação a partir das cascas e botões 

florais, respectivamente, adquiridos comercialmente. Os óleos voláteis de alecrim 

(Rosmarinus officinalis) e de manjericão (Ocimum basilicum) foram comprados do 

comércio local na forma de óleo volátil obtido através do método de destilação a vapor. 

 

Obtenção do óleo volátil de canela (Cinnamomum cassia) e cravo-da-índia 

(Syzygium aromaticum) por hidrodestilação: 

Para obtenção do óleo volátil de canela-da-china, foram pesados 101,2 g de 

casca seca e triturada e, para o cravo-da-índia, 111,6 g de botões de florais secos 

adquiridos em comércio local na cidade de Porto Alegre-RS . As amostras foram 

submetidas, separadamente, à hidrodestilação por arraste de vapor em aparelho tipo 

Clevenger, durante 4 horas (Farmacopeia Brasileira, 2019). Após, os óleo obtidos 

foram armazenados sob refrigeração a -4 ºC, sob proteção da luz, até o momento da 

análise. A determinação do rendimento foi realizada pela leitura do volume do óleo 

obtido a partir do peso de cada uma das amostras (p/v). 

 

4.3 . Análise química dos óleos essenciais 

 

As análises qualitativa e quantitativa foram realizadas em cromatógrafo em fase 

gasosa acoplado a detector de massas (CG-MS), modelo Shimadzu QP5000, 

equipado com uma coluna capilar de sílica fundida Durabond-DB-5 (John Wiley & 
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Sons Scientific, US, com 30 m x 0,25 mm e preenchida com um filme de 0,25 μm de 

espessura de polidimetildifenilsiloxano contendo 5% de grupamentos fenila) para 

separação dos constituintes. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas 

a 200 °C e 250 °C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada com 

rampa de aquecimento de 60 °C a 300 ºC com variação de 3 ºC/min, com hélio como 

gás carreador a 80 kPa e fluxo de 1 ml/min. Para a análise cromatográfica os óleos 

foram diluídos a 2% em éter etílico (v/v) (Synth®). 

 

4.4 . Identificação de compostos do óleo essencial 

 

Os componentes foram identificados por comparação de seu índice de 

retenção relativo, calculado por interpolação linear relativa para o tempo de retenção 

de uma série de n-alcanos e seu espectro de massa com dados obtidos na literatura 

(ADAMS, 2017), do banco de dados do grupo de pesquisa do laboratório ou por 

comparação com espectros de massas registrados nos bancos de dados como NIST 

62 e NIST 12 (National Institute of Standards and Technology). As quantidades 

relativas de cada composto foram calculadas a partir das áreas de pico por 

normalização. 

 

4.5 . Isolados de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes 

 

As amostras de fungos das espécies Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes foram obtidas na micoteca do Laboratório de Microbiologia Aplicada 

da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram 

utilizadas três cepas de Trichophyton rubrum provenientes de isolados clínicos de 

unha e identificadas como TRU 90, TRU 94 e TRU 47 e mais três cepas de 

Trichophyton mentagrophytes das quais duas são provenientes de isolados clínicos 

de unha identificadas como TME 16 e TME 32 e uma cepa ATCC 9533. As cepas 

foram mantidas inoculadas em tubos contendo ágar Sabouraud dextrose com 

cloranfenicol e incubados a 32 °C por 120 horas. Essas cepas foram repicadas 

semanalmente para manter as amostras em estado ideal para o estudo.  

Para o preparo da solução salina 0,9%, foi utilizado 9 g de cloreto de sódio que 

será diluído em 1000 mL de água destilada. A solução foi autoclavada para que não 
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houvesse contaminação do experimento. A solução de RPMI foi preparada conforme 

instruções do fabricante, autoclavada e filtrada. O meio de cultura também foi 

preparado conforme orientação do fabricante, em tubo e em placas. 

Para o preparo do inóculo para o ensaio de suscetibilidade, foi adicionado 2 mL 

de solução salina 0,9% estéril no tubo contendo o isolado e raspada a superfície da 

colônia com a alça microbiológica. Esta suspensão fúngica foi vertida para o tubo 

estéril e decantada. Foi realizada a leitura da transmitância de que deve ser de 80% 

a 82%. Após o ajuste da suspensão fúngica no espectrofotômetro, foi feita uma 

diluição 1:50 em caldo RPMI 1640. 

 

4.6 . Avaliação da atividade antifúngica 

 

O teste de suscetibilidade foi realizado através da técnica de microdiluição em 

caldo de acordo com o documento CLSI M-38 A2 em microplacas de 96 poços 

estéreis, em duplicata (duas linhas para cada isolado fúngico). Assim, pode-se utilizar 

até quatro isolados por microplacas. O óleo essencial foi previamente solubilizado em 

DMSO, para uma concentração de 16 mg/mL. O meio RPMI 1640 foi pipetado nas 

microplacas de forma organizada de modo a manter o controle positivo e o controle 

negativo. As substâncias testadas foram pipetadas e foi realizada a microdiluição em 

caldo com a posterior pipetagem do inóculo fúngico em todos os poços, exceto no 

controle negativo. 

Após a finalização do preparo do material nas placas, as mesmas foram 

colocadas na estufa a uma temperatura de 32 ºC. A leitura das placas foi realizada no 

tempo de 120h. A CIM (concentração inibitória mínima) é definida como a menor 

concentração capaz de produzir inibição do crescimento de Trichophyton rubrum e 

Trichophyton mentagrophytes em relação ao controle positivo. 

 

4.7 . Procedimentos para preparação do esmalte 

 

O esmalte foi preparado a partir de uma formulação de coloração vermelha 

adquirida comercialmente (Composição: Butyl Acetate, ethyl Acetate, Toluene, 

Nitrocellulose, Tosylamide/Formaldehyde Resin, Acetyl tributyl Citrate, Stearalkonium 

Hectorite, Isopropyl Alcohol, Formaldehyde Calcium Carbonate, Cocos Nucifera Oil, 
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Argania Spinosa, Kernel Oil, Panthenol CI 77891) e acrescentado o óleo essencial em 

três concentrações de 32 mg/mL, 16 mg/mL, 8 mg/mL. Amostra do esmalte sem a 

adição do óleo foi usado como controle negativo.  

Também foi usado para comparação dos resultados um esmalte antifúngico 

contendo de amorolfina 4%. 

 

4.8 . Ensaio de modelo ex vivo de Onicomicose 

 

Para confirmação da atividade antifúngica do óleo de Manjericão (Ocimum 

basilicum) frente aos dermatófitos Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes foi aplicado teste de modelo ex vivo de onicomicose, utilizando casco 

de porco como substituto de unhas humanas, e tratamento do mesmo com esmalte 

contendo o óleo de manjericão. 

 

Amostras 

● Fungos dermatófitos das espécies T. rubrum e T. mentagrophytes 

cultivamos em ágar batata; 

● Esmalte na cor vermelho contendo 16 mg/mL de óleo de Ocimum 

basilicum; 

● Esmalte sem adição do óleo essencial; 

● Esmalte com amorolfina 4%. 

  

4.9 . Limpeza e preparação dos cascos suínos 

 

 Os cascos suínos foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C e mantidos por 

24h prensados com o auxílio da morsa de bancada, para facilitar os cortes dos discos. 

Após o corte, os discos foram armazenados em álcool 30% até sua utilização e 

autoclavados antes do ensaio por 15 minutos a 121 °C. 

 

4.10. Infecção dos cascos suínos 

 

  Após o cultivo dos fungos dermatófitos por aproximadamente 7 dias a 32 °C, 

foi inoculado 100 µL da suspensão fúngica (105 UFC/mL) em uma placa de Petri 
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contendo ágar batata, com o auxílio de uma alça de drigalski. Os discos foram 

adicionados na placa com a ajuda de uma pinça, não ultrapassando quatro discos 

por placa. O período de infecção para o teste foi de 5 dias em uma temperatura de 

32 °C.  

 

4.11. Tratamento dos cascos suínos 

 

  Após o período de infecção, os cascos foram transferidos para uma placa 

contendo ágar Sabouraud, onde foi iniciado o tratamento. O esmalte contendo 16 

mg/mL do óleo de manjericão foi avaliado sendo aplicado diariamente por 7 dias em 

cada disco suíno, com um volume suficiente para cobrir o material. 

 Ao final do tratamento, os discos foram transferidos com o auxílio de uma 

pinça, da placa para falcons contendo 2 mL de solução salina. Esses falcons foram 

levados ao vórtex por 1 minuto e ao sonicador por 20 minutos, para remover as 

células fúngicas aderidas aos discos. Uma alíquota de 20 µL dessa suspensão foi 

plaqueada em ágar batata, com o auxílio da alça de drigalski, e armazenada a 32 °C 

por aproximadamente 7 dias, para a contagem de UFC no final do experimento. 

  A recidiva foi avaliada pela adição dos discos excedentes em placas de ágar 

Sabouraud, armazenadas a 32 °C e acompanhadas por até 7 dias. Essa etapa foi 

muito importante pois permitiu verificar se as células fúngicas permaneciam viáveis 

no interior dos cascos suínos.  

 

4.12. Procedimentos para tratamento de resíduos 

 

Os resíduos produzidos durante os experimentos foram segregados de acordo 

com suas características, conforme estabelecido nas normas preconizadas pela 

COSAT (Comissão de Segurança do Trabalho da Faculdade de Farmácia da 

UFRGS). 

 

4.13. Análise estatística 

 

Para análise estatística foi utilizado ANOVA e os também serão comparados 

os resultados de CIM (que é a menor concentração capaz de produzir inibição do 
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crescimento de T. rubrum e T. mentagrophytes) e CFM (que é a concentração 

fungicida mínima) através da análise de variância e comparação entre as médias 

geométricas de acordo com o teste de Tukey. O teste será considerado significativo 

quando p<0,05. Os dados serão analisados utilizando o software Graph Pad Prism 

5.0. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Rendimento e caracterização dos constituintes dos óleos voláteis por CG-EM 

 

A obtenção do óleo volátil do cravo-da-índia e da canela-da-china foram 

realizados no laboratório, utilizando a técnica de hidrodestilação em aparelho tipo 

Clevenger e o rendimento de óleo obtido foi de 11,2% e 0,4%, respectivamente. O 

óleo volátil do alecrim e do manjericão foram obtidos diretamente do comércio e por 

isso não se tem o rendimento destes dois óleos. 

A caracterização química dos óleos voláteis de Syzygium aromaticum (cravo-

da-índia), Cinnamomum cassia (canela-da-china), Rosmarinus officinalis (alecrim) e 

Ocimum basilicum (manjericão) foi realizada por cromatografia em fase gasosa 

acoplada a detector de massas (CG-EM). Os constituintes foram identificados 

considerando seu índice de retenção (IR) em relação a uma série homóloga de n-

alcanos e confirmados pela comparação do espectro de massa dos compostos com a 

espectroteca (NIST) e dados da literatura. 

 

5.2. Caracterização química do óleo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-

índia) 

 

O perfil cromatográfico do óleo volátil do cravo-da-índia obtido por CG-EM está 

apresentado na Figura 6. A análise cromatográfica revelou que o eugenol (Figura 5) é 

o componente majoritário correspondendo a 80,2% da composição do óleo e Z-

acetato de isoeugenol apresentando 18,7% do conteúdo total foram os principais 

componentes do óleo, sendo responsáveis por 98,9% do conteúdo total do óleo 

(Tabela 1). 
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Figura 5: Estrutura química do Eugenol, principal componente do óleo volátil de 

Cinnamomum cassia. 

 

 

 

 

Figura 6: Cromatograma de óleo essencial de Syzygium aromaticum obtido por CG-

EM. 

 

Tabela 1: Composição percentual dos constituintes do óleo volátil de Syzygium 

aromaticum: 
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Constituents Retention time IR % 

    

Eugenol 24,263 1382 80,2 

β-caryophyllene 26,566 1411 1,1 

Z-isoeugenol acetate 30,822 1539 18.7 

*IR: Índice de retenção em coluna capilar DB-5. 

 

O eugenol é um composto fenilpropanoide, volátil, que apresenta baixa 

solubilidade em água. Para este composto foi relatada ação antimicrobiana, inseticida, 

anti-inflamatória e antioxidante. Esse composto fenólico é encontrado em diferentes 

fontes vegetais, incluindo folhas de canela (Cinnamomum spp.), óleo de noz-

moscada, entre outras plantas como folhas de tulsi (Ocimum sanctum). O Z-acetato 

de isoeugenol possui propriedades antitumoral, antimutagênica, antioxidante, antiviral 

e antibacteriana. Já o beta-cariofileno, que é um sesquiterpeno e apresenta 

propriedades antitumoral, anti-inflamatório, antioxidante e efeito anestésico (PANDEY 

et al., 2023). 

O botão floral de cravo apresenta grande quantidade de óleo essencial, 

representando de 15 a 21% da planta. O eugenol é o componente principal desse óleo 

essencial, representando de 70 a 90% do conteúdo, seguido pelo acetato de eugenol, 

que pode chegar a 17%, e pelo beta-cariofileno, entre 5 e 12% (TAGHIPOUR et al., 

2023). Em estudo conduzido por Bariz e colaboradores (2023), o óleo volátil de S. 

aromaticum também foi caracterizado eugenol com um teor de 80,46% e acetato de 

eugenol representando 16,23% da composição. No estudo de Loukili e colaboradores 

(2023), o óleo volátil de S. aromático apresentou, novamente, eugenol com uma 

concentração de 72,66%, como principal constituinte, seguido, desta vez, pelo beta-

cariofileno, presente em 17,41%. 

  

5.3. Caracterização química do óleo essencial de Cinnamomum cassia (canela-da-

china) 
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O perfil cromatográfico do óleo volátil da canela-da-china, obtido por CG-EM, 

está apresentado na Figura 8. A análise cromatográfica revelou o E-cinamaldeído 

(Figura 7) como principal componente do óleo essencial, respondendo por 99,4% do 

conteúdo total de óleo (Tabela 2). 

 

 

Figura 7: Estrutura química do cinamaldeído, principal componente do óleo 

volátil de Cinnamomum cassia. 

 

Figura 8: Cromatograma de óleo essencial de Cinnamomum cassia obtido por CG-

EM. 
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Tabela 2: Caracterização química do óleo essencial de Cinnamomum cassia por CG-

EM. 

 

 

Constituents Retention time IR % 

    

E-cinnamaldehyde 20,182 1291 99.4 

α-murolene 28,854 1489 0.2 

E-allyl cinnamate 30,702 1536 0.3 

Cubenol 34,67 1639 0.3 

*IR: Índice de retenção em coluna capilar DB-5. 

 

Os compostos encontrados corroboram com os dados encontrados na 

literatura. Liu e colaboradores (2021) relataram, através de uma revisão bibliográfica, 

mais de 200 componentes encontrados em vários estudos. Segundo os autores, o 

cinamaldeído é encontrado em abundância, com uma porcentagem relativa de 76% a 

91% do conteúdo do óleo volátil. Vepštaitė e colaboradores (2023) obtiveram 

cinamaldeído (83,32%) como o composto mais abundante no óleo de canela e cássia. 

O e-cinamaldeído também foi o principal componente encontrado (85,5%) por Rosato 

e colaboradores (2023), na análise dos componentes do óleo de canela. Zhao et al 

2023 também encontraram o E-cinamaldeído como o principal componente do óleo. 

Gu e colaboradores (2024) analisaram a composição de 20 óleos essenciais 

extraídos de Cinnamomum cassia cultivada em diferentes regiões geográficas e os 

principais compostos identificados foram terpenoides (34,04%), compostos 

aromáticos (4,52%), compostos alifáticos (0,9%) entre outros. A análise hierárquica 

de agrupamento das composições apresentou uma ampla diversidade de composição 

química, com quatro principais quimiotipos divididos em grupos A, B, C e D. Todos 

apresentam trans-cinamaldeído como majoritário, porém com teores bem diferentes. 

O grupo A é o quimiotipo típico de trans-cinamaldeído (68,75-91,23%). O grupo B foi 

dominado como trans-cinamaldeído (42,37-6,36%) e acetato de trans-cinamila (0,65-

3,97%). O grupo C foi dominado por trans-cinamaldeído (22,36–29,53%), alfa-

calacoreno (0,93-2,71%), alfa-cadinol (0,26-2,93%), enquanto o grupo D por trans-
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cinamaldeído (28,48%) e benzaldeído (17,2%). A composição do óleo no estudo foi 

equiparada ao quimiotipo A pelo alto teor de trans-cinamaldeído. 

 

5.4. Caracterização química do óleo essencial de Rosmarinus officinalis (Alecrim)  

  

O perfil cromatográfico do óleo volátil do alecrim, obtido por CG-EM, está 

apresentado na Figura 10. A análise cromatográfica revelou que o 1,8-cineol, cânfora 

e alfa-pineno foram os compostos majoritários do óleo essencial de Rosmarinus 

officinalis (Figura 9), representando 47%, 15% e 12% do conteúdo total do óleo volátil, 

respectivamente (Tabela 3). 

 

 

Figura 9: Estrutura química dos principais compostos identificados no óleo volátil do 

alecrim. A) 1,8-cineol; B) cânfora; e C) alfa-pineno. 

 

 

Figura 10: Cromatograma do óleo essencial de Rosmarinus officinalis obtido por CG-

EM. 
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Tabela 3: Composição percentual dos constituintes do óleo essencial de Rosmarinus 

officinalis. 

 

Constituents 
Retention 

time 
IR % 

    

Tricyclene 4,937 914 0.8 

α-pinene 5,277 926 12.8 

Camphene 5,672 939 5.9 

β-pinene 6,528 967 6.4 

Myrcene 7,031 984 2.0 

p-cymene 8,258 1018 2.0 

1,8-cineole (=eucalyptol) 8,561 1026 47.3 

γ-terpinene 9,55 1050 0.4 

Camphor 13,207 1136 15.1 

Isoborneol 13,773 1149 0.5 

Borneol 14,234 1159 1.9 

α-terpineol 15,44 1185 1.5 

Isobornyl acetate 19,562 1277 1.0 

β-caryophyllene 25,343 1406 2.4 

*IR: Índice de retenção em coluna capilar DB-5. 

 

Em estudo científico realizado com o óleo de R. officinalis, os compostos 

detectados também foram monoterpenos como cânfora, 1,8-cineol, α-pineno, 

verbenona, borneol e piperitona. Estes compostos foram responsáveis pela atividade 

antioxidante e antimicrobiana relatada (CLEFF et al., 2012). 

Em estudos anteriores, Hashemi e colaboradores (2023) identificaram no óleo 

essencial de Rosmarinus officinalis os monoterpenos alfa-pineno (24,6%), 1,8-cineol 

(14,1%), cânfora (13,5%), cimeno (8,1%) e limoneno (6,1%), e Bajalan e 

colaboradores (2018) obtiveram resultado semelhante, no qual os principais 

compostos de óleo essencial de alecrim também foram alfa-pineno (14,2–21,4%), 1,8-

cineol (3,3–28,3%) e cânfora (1,6–25,3%). Em mais um estudo, Oualdi e 
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colaboradores (2023), confirmam a presença destes compostos como predominantes 

no óleo de alecrim, sendo eles 1,8-cineol (42,3–53,6%), alfa-pineno (11,6–12,3%) e 

cânfora (9,6-10,5%). Segundo os autores, a variação na composição química dos 

óleos essenciais em diferentes pesquisas pode ser atribuída a diferenças nos cultivos, 

origem geográfica, época de colheita, condições ambientais, métodos de amostragem 

e extração (Hashemi et al., 2023). Álvarez-Garcia e colaboradores (2023) também 

encontraram cânfora (20,5%), 1,8-cineol (20,2%), alfa-pineno (18,6%), canfeno 

(8,35%) e limoneno (5,71%) como compostos predominantes. 

 

5.5. Caracterização química do óleo essencial de Ocimum basilicum (Manjecão) 

 

A análise cromatográfica demonstrou que metil-chavicol e o linalol (Figura 11) 

foram os principais componentes do óleo essencial de Ocimum basilicum, sendo 

responsáveis por 68,81% e 27,94% das substâncias identificadas, respectivamente. 

Na Figura 12 está apresentado o perfil cromatográfico do óleo volátil de manjericão 

obtido a partir da sua análise por CG-EM. A Tabela 4 apresenta a composição 

completa do óleo essencial de Ocimum basilicum. 

 

 

Figura 11: Estrutura química dos principais compostos encontrados no óleo volátil do 

manjericão. A) Metil-chavicol; B) Linalol. 
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Figura 12: Cromatograma de óleo essencial de Ocimum basilicum obtido por CG-EM. 

 

Tabela 4: Composição percentual dos constituintes do óleo essencial de Ocimum 

basilicum. 

 

Constituents 
Retention 

time 
IR % 

    

Linalool 11,579 1101 27.9 

Methyl chavicol (= estragole) 16,11 1200 68.8 

β-caryophyllene 25,343 1406 0.4 

α-trans-bergamotene 26,114 1424 0.7 

α-humulene 30,637 1534 2.1 

*IR: Índice de retenção em coluna capilar DB-5. 

 

O linalol, um dos principais monoterpenos de O. basilicum, sendo encontrado 

nos óleos essenciais de diversas plantas medicinais, principalmente daquelas 



56 

 

pertencentes à família Lamiaceae. O metil-chavicol é um éter monoterpênico volátil 

encontrado em diversas plantas. Este componente e os seus produtos de 

biotransformação têm potencial tóxico porque são genotóxicos, mutagênicos e 

cancerígenos. No entanto, foi considerado seguro pela FEMA (Flavor and Extract 

Manufacturer’s Association, 2008), uma vez que não representa um risco para a saúde 

humana em pequenas quantidades (0,6 mg/kg/dia). Normalmente, o linalol e o metil-

chavicol são os compostos predominantes. Fatores como solo, altitude, temperatura, 

período de exposição ao sol, cultivo, condições de secagem e armazenamento têm 

influência sobre a sua composição, o que explica as variações na quantidade desses 

compostos (MOURA et al., 2021). 

Os compostos químicos linalol (monoterpeno) e metil-chavicol 

(fenilpropanoide) encontrados como os principais constituintes de O. basilicum 

apresentam excelente atividade antifúngica  (AZIZAH et al., 2023). Qasem e 

colaboradores (2023) em um estudo para determinar a composição química de 

Ocimum basilicum também identificaram metil-chavicol (86%) como predominante no 

óleo essencial, além de outros compostos como trans-anetol (8%).  

Senthoorraja e colaboradores (2021) avaliaram o efeito biológico de O. 

basilicum  sobre Musca domestica L. (Diptera: Muscidae). A caracterização do óleo 

essencial de O. basilicum revelou a presença de metil chavicol (70,93%) e linalol 

(9,34%) como constituintes majoritários do óleo. Os autores observaram que as 

moscas fêmeas adultas mostraram preferência reduzida pela fonte alimentar 

misturada com óleo essencial de manjericão e metil chavicol, além de um grande 

efeito ovicida para O. basilicum seguido por metil-chavicol e linalol. 

 

5.6. Atividade anti-Trichophyton dos óleos essenciais 

 

Inicialmente foi realizada uma investigação com os óleos voláteis para verificar 

quais deles apresentariam boa resposta frente às cepas das duas espécies de 

Trichophyton. Assim, no primeiro ensaio de microdiluição em caldo em placas de 

ELISA de 96 poços, foram testadas três cepas de Trichophyton rubrum (TRU 90, TRU 

94 e TRU 47) e também três cepas de Trichophyton mentagrophytes (TME 16, TME 

32 e TME ATCC). Apesar de alguns óleos não apresentarem resultados satisfatórios, 
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os resultados demonstraram inibição do crescimento de algumas cepas conforme está 

apresentado na Tabela 5. 

Tabela 5: Concentração inibitória mínima dos óleos voláteis frente a cepas de 

Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. 

Species CIM Oil of 

CC 

(mg/mL) 

CIM Oil of 

SA 

(mg/mL) 

CIM Oil of 

RO 

(mg/mL) 

CIM Oil of 

OB 

(mg/mL) 

TRU 90 >8 >8 >8 2 

TRU 94 >8 >8 >8 2 

TRU 47 >8 >8 >8 2 

TME 16 >8 >8 >8 8 

TME 32 >8 >8 >8 8 

TME ATCC 9533 >8 >8 >8 2 

* CIM: concentração inibitória mínima; CC- Cinnamomum cassia (canela-da-china); SA- Syzygium 

aromaticum (Cravo-da-india); RO- Rosmarinus officinalis (Alecrim); OB- Ocimum basilicum 

(Manjericão) 

Na tabela 5 estão apresentados os resultados do ensaio de microdiluição em 

caldo realizados nas espécies de Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes. No estudo foram utilizadas três cepas de cada espécie sendo elas 

TRU 90, TRU 94 e TRU 47 para Trichophyton rubrum e TME 16, TME 32 e TME ATCC 

9533 para Trichophyton mentagrophytes. Os resultados obtidos para os óleos de 

cravo-da-india, canela-da-china e alecrim não foram satisfatórios, apresentando 

resultados acima de 8 mg/mL, entretanto, o óleo de Ocimum basilicum inibiu o 

crescimento de algumas cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes nas concentrações de 8 mg/mL a 2 mg/mL. 
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Estudos sobre o óleo de Cinnamomum cassia têm demonstrado atividade 

antifúngica frente aos dermatófitos Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum e 

Trichophyton mentagrophytes, apresentando CIM de 18,8 µg/ml a 37,5 µg/ml (OOI, 

2006) e contra Candida albicans com MIC de 0,25 μL/mL (GU,2024). Quando testado 

contra Aspergillus alternata,  Aspergillus flavus e Penicillium crustosum, apresentou 

atividade antifúngica (MINOZZO, 2023).  

A atividade do óleo de Syzygium aromaticum foi avaliado por Khan e Ahmad 

(2011) apresentando significativa atividade de inibição em uma faixa de concentração 

de 0,005 a 0,08% v/v, em conídios não germinados e germinados de Aspergillus 

fumigatus e Trichophyton rubrum. Em outro estudo, Syzygium aromaticum apresentou 

MIC de 0,5 mg/mL para A. alternata (ALLAGUI, 2023). 

Para o óleo de Rosmarinus officinalis também há relatos de atividade 

antifúngica frente a  Fusarium culmorum, Rhizopus oryzae, Penicillium italicum, e 

Aspergillus niger em outro estudo apresentando valores de CIM que variam de 6,25 a 

25 μL/mL (ET-TAZY, 2023). Em outro estudo quando avaliado frente a Candida 

albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis 

apresentou CIM de 6,25 a 12,5 mg/mL (TOMASZ, 2023). 

O óleo essencial de Ocimum basilicum demonstrou atividade antifúngica 

quando testado frente a Candida albicans (RAJALI, 2023), apresentando CIM de 

0,125 µg/ml (YIBELTAL, 2022). Outro estudo avaliou a atividade do óleo de O. 

basilicum frente a Aspergillus niger, A. fumigatus, Penicillium italicum and Rhizopus 

stolonifer e a CIM apresentada foi de 50 μL/mL a 100 μL/mL (MASKRI, 2011). 

Ao observar os resultados decidimos continuar os testes com o óleo de Ocimum 

basilicum (manjericão) que apresentou resultados promissores. Desta forma, foi 

aplicada novamente a técnica de microdiluição em caldo em placas de ELISA de 96 

poços, em triplicata, confirmando o resultado obtido anteriormente. Na Tabela 6 estão 

apresentados os resultados obtidos para a concentração inibitória mínima (CIM) do 

óleo de Ocimum basilicum (manjericão), em mg/mL, utilizando o método de 

microdiluição em caldo.   

A capacidade dos óleos essenciais provenientes de espécies vegetais de inibir 

o crescimento fúngico depende de sua composição química, tanto qualitativa quanto 

quantitativa (LORAN et al., 2022). A atividade antifúngica do óleo essencial de 

Ocimum basilicum se deve, principalmente, aos seus compostos principais, eugenol, 
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linalol e metil-chavicol que agem sinergicamente danificando a membrana celular e 

afetando uma variedade de funções celulares, como a síntese de energia, a ruptura 

da bomba de prótons, a diminuição do potencial da membrana e o esgotamento do 

ATP. Além disso, efeitos da atividade dos compostos essenciais de óleo do Ocimum 

basilicum incluem a coagulação dos conteúdos celulares, o vazamento de citoplasma 

e, por fim, a apoptose ou necrose celular, que resulta na morte das células 

(ZHAKIPBEKOV et al., 2024). 

 

5.7. Ensaio de modelo ex vivo de Onicomicose  

 

  O uso de tecidos ex vivo em laboratório pode criar um ambiente favorável 

para o desenvolvimento de infecções, mantendo a estrutura e as células do 

tecido. Por isso, os modelos ex vivo em laboratório se tornaram uma opção 

interessante para testes de novos antifúngicos, pois não requerem aprovação de 

comitê de ética (DA COSTA et al., 2021). 

  Os resultados obtidos no tratamento dos cascos suínos com o esmalte 

vermelho contendo o óleo essencial foi comparado com esmalte vermelho sem 

adição do óleo essencial e esmalte contendo amorolfina 4%, sendo estes 

comparados com o controle de infecção sem tratamento.  

  Na Figura 13 estão apresentadas as placas contendo os discos de cascos 

suínos no momento da preparação do ensaio e antes de iniciar o tratamento. Nela 

estão apresentadas as imagens identificadas da seguinte maneira: A) Controle de 

tratamento TME ATCC 9533 constituído de disco de casco suíno contaminado 

com Trichophyton mentagrophytes da cepa TME ATCC 9533; B) Controle de 

tratamento TRU 47 constituído de disco de casco suíno contaminado com 

Trichophyton rubrum da cepa identificada como TRU 47; C) Controle de 

tratamento TRU 94 constituído de disco de casco suíno contaminado com 

Trichophyton rubrum da cepa identificada como TRU 94; D) Controle do esmalte 

TME ATCC 9533 constituído de disco de casco suíno contaminado com 

Trichophyton mentagrophytes da cepa TME ATCC 9533; E) Controle do esmalte 

TRU 47 constituído de disco de casco suíno contaminado com Trichophyton 

rubrum da cepa identificada como TRU 47; F) Controle do esmalte TRU 94 

constituído de disco de casco suíno contaminado com Trichophyton rubrum da 
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cepa identificada como TRU 94;G) Controle de crescimento TME ATCC 9533 

constituído de disco casco suíno contaminado com Trichophyton mentagrophytes 

da cepa TME ATCC 9533; H) Controle de crescimento TRU 47 constituído de 

disco de casco suíno contaminado com Trichophyton rubrum da cepa identificada 

como TRU 47; I) Controle de crescimento TRU 94 constituído de disco de casco 

suíno contaminado com Trichophyton rubrum da cepa identificada como TRU 94; 

J) TME ATCC 9533  constituído de disco casco suíno contaminado com 

Trichophyton mentagrophytes da cepa TME ATCC 9533; K) TRU 47 constituído 

de disco de casco suíno contaminado com Trichophyton rubrum da cepa 

identificada como TRU 47; L) TRU 94 constituído de disco de casco suíno 

contaminado com Trichophyton rubrum da cepa identificada como TRU 94 M) 

Controle negativo constituído de casco suíno não contaminado. 

 

A B C   

D E F  

G H  I  

 J K L  
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                                   M  

 

Figura 13: Preparação das placas antes do início do tratamento. A) Controle de tratamento TME ATCC 9533. B) 

Controle de tratamento TRU 47. C) Controle de tratamento TRU 94. D) Controle do esmalte TME ATCC 9533. 

E) Controle do esmalte TRU 47. F) Controle do esmalte TRU 94. G) Controle de crescimento TME ATCC 9533. 

H) Controle de crescimento TRU 47. I) Controle de crescimento TRU 94. J) TME ATCC 9533. K) TRU 47. L) TRU 

94. M) Controle negativo = Casco suíno. 

A Figura 14 apresenta o início do tratamento, quando o esmalte é aplicado 

sobre os cascos suínos, momento atribuído como tempo zero. Nessa figura estão 

apresentadas as imagens dos cascos suínos contaminados com Trichophyton 

rubrum e Trichophyton mentagrophytes no momento da aplicação dos tratamentos 

com esmalte contendo amorolfina 5% que foi utilizado como controle do tratamento 

nas imagens A, B e C; base de esmalte vermelho adquirido comercialmente sem a 

adição de nenhum composto, sendo utilizado para controle do esmalte nas imagens 

D, E e F; apenas os discos de cascos suínos sem aplicação de nenhum tratamento 

utilizados como o controle de crescimento; base de esmalte vermelho acrescentado 

de óleo de Ocimum basilicum nas imagens J, K e L e o controle negativo onde foi 

utilizado apenas o disco de casco suíno não contaminado e sem aplicação de 

tratamento. O tratamento foi aplicados por sete dias consecutivos onde foi 

padronizado a aplicação de duas gotas do esmalte em cada casco, quantidade 

suficiente para cobrir os cascos. 
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Figura 14: Início do tratamento tempo zero: A) Controle de tratamento (Esmalte com amorolfina 5%) X TME ATCC 

9533. B) Controle de tratamento (Esmalte com amorolfina 5%) X TRU 47. C) Controle de tratamento (Esmalte com 

amorolfina 5%) X TRU 94. D) Controle do esmalte (Esmalte vermelho sem adição do óleo) X TME ATCC 9533. 

E)  Controle do esmalte (Somente esmalte vermelho sem adição do óleo) X TRU 47. F)  Controle do esmalte 

(Somente esmalte vermelho sem adição do óleo) X TRU 94. G) Controle de crescimento TME ATCC 9533. H) 

Controle de crescimento TRU 47. I) Controle de crescimento TRU 94. J) Esmalte + óleo de Ocimum basilicum 16 

mg/mL X TME ATCC 9533. K) Esmalte + óleo de Ocimum basilicum 16 mg/mL X TRU 47. L) Esmalte + óleo de 

Ocimum basilicum 16 mg/mL X TRU 94. M) Controle negativo.  

 

Após incubação por sete dias, período no qual foi aplicado diariamente o 

tratamento, é possível observar, na Figura 15, o resultado visual do teste. O 

crescimento dos fungos Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes nos 

discos de cascos suínos sem aplicação de tratamento (controle positivo) nas 

imagens A, B e C com as cepas TRU 94, TME ATCC 9533 e TRU 47, 

respectivamente, sem sinais de contaminação o que torna o teste confiável. Na 

imagem D, temos o controle negativo (somente o disco de casco suíno não 

contaminado) e é possível verificar que não houve crescimento de fungo nem 

contaminação da placa o que valida o teste. As imagens E e F apresentam o 

resultado visual da aplicação do controle de tratamento (esmalte incolor com 

amorolfina 5%) frente as cepas TRU 94 e TRU 47, podemos observar que não houve 

crescimento visual dos fungos, a mancha esbranquiçada sobre os cascos é referente 

ao próprio esmalte de amorolfina. As imagens G, H e I apresentam a aplicação do 

esmalte de cor vermelho sem adição do óleo essencial de Ocimum basilicum, ou 

seja, somente o esmalte, nas cepas TME ATCC 9533, TRU 47 e TRU 94 

respectivamente e não se observa crescimento fúngico nos cascos. As imagens J, K 

e L são o resultado do tratamento com o esmalte contendo o óleo essencial de 

ocimum basilicum na concentração de 16 mg/mL sobre os cascos suínos 

contaminados com as TRU 47, TME ATCC 9533 e TRU 94 e também não se observa 

crescimento fúngico. 

Os resultados visuais desse teste indicam que houve inibição do crescimento 

com a aplicação do tratamento. A confirmação desses resultados só é possível 

através da aplicação da contagem das unidades formadoras de colônias e a 

avaliação de recidiva, cujos resultados estão apresentados e discutidos nas tabelas 

7 e 8.  
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a  b  c  

d  e  f  

g  h  i  

j  k  l  

 

Figura 15: a) Controle de crescimento TRU 94; b) Controle de crescimento TME ATCC 9533; c) Controle de 

crescimento TRU 47; d) Controle negativo (somente o casco) e) Controle de tratamento (amorolfina 5%)TRU 94; 

f) Controle de tratamento (amorolfina 5%)TRU 47; g) Controle esmalte (somente esmalte) TME ATCC 9533; h) 

Controle esmalte (somente esmalte) TRU 47; i) Controle esmalte (somente esmalte) TRU 94; j) Tratamento 

(Esmalte + óleo essencial de ocimum basilicum 16 mg/mL) x TRU 47; k)Tratamento (Esmalte + óleo essencial de 
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ocimum basilicum 16 mg/mL) x TME ATCC 9533; l) Tratamento (Esmalte + óleo essencial de ocimum basilicum 

16 mg/mL) x TRU 94. 

 

 

 

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos do percentual de inibição do 

crescimento das espécies de T. rubrum e T. mentagrophytes, quando aplicado 

tratamento com o controle do esmalte, onde somente uma formulação de esmalte na 

cor vermelho vendido comercialmente foi aplicada, esmalte + óleo de Ocimum 

basilicum, onde foi utilizado esmalte vermelho vendido comercialmente adicionado do 

óleo de Ocimum basilicum e o controle de tratamento com esmalte de amorolfina na 

concentração de 5% vendido comercialmente. 

Através da análise dos dados podemos observar que houve inibição do 

crescimento dos fungos com o esmalte que contém óleo de Ocimum basilicum e os 

resultados foram praticamente idênticos aos do controle do tratamento com o esmalte 

de amorolfina 5%. Porém, observou-se também que o esmalte base vermelho sem a 

adição do óleo de Ocimum basilicum apresentou resultados de inibição do 

crescimento muito próximos dos resultados obtidos para o esmalte com o óleo e o 

controle de tratamento o que evidencia que o uso frequente de esmalte pode reduzir 

a chance de crescimento dessas espécies nas unhas.  

 

Tabela 6: Resultados do percentual de inibição do crescimento das espécies 

Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes. 

Espécie Percentual de 

inibição do 

controle do 

esmalte (somente 

esmalte) (%) 

Percentual de inibição do 

esmalte + óleo Ocimum 

basilicum (%) 

Percentual de inibição do 

controle de tratamento 

Amorolfina 5% (%) 

TRU 47 99,99 99,99 100 

TRU 94 99,95 100 100 
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TME ATCC 9533 99,98 100 100 

  

 

  A Tabela 7 apresenta os resultados da avaliação de recidiva da infecção após 

sete dias do final do tratamento onde podemos verificar se as células fúngicas 

permaneciam viáveis ou não no interior dos cascos. Esse teste é de extrema 

importância, visto que apenas a inibição do crescimento fúngico não significa 

inviabilidade das células fúngicas o que resulta em recorrência da infecção após o 

término do tratamento. O resultado pretendido é que não haja recidiva após o 

tratamento o que evidencia que as células fúngicas foram destruídas com o uso da 

terapêutica.  Os resultados foram apresentados como “Sim” que significa que houve 

recidiva e “Não” que significa que não houve recidiva. Apesar de todos os tratamentos 

testados apresentaram resultados satisfatórios em relação a inibição do crescimento, 

apenas o esmalte do controle de tratamento com amorolfina 5% não apresentou 

recidiva do crescimento dos fungos em nenhuma das cepas, enquanto nos ensaios 

com esmalte comercial sem adição do óleo e esmalte comercial + óleo de Ocimum 

basilicum houve recidiva de crescimento fúngico em algumas cepas. No caso do 

esmalte comercial com adição do óleo de Ocimum basilicum, a concentração utilizada 

para o teste foi muito baixa, sendo apenas o dobro da CIM encontrada no estudo. 

Existem relatos na literatura que esclarecem que a concentração utilizada deveria ser 

10 vezes maior que a concentração encontrada no ensaio de microdiluição em caldo 

e esse fato pode ter sido um fator que impactou nos resultados. 
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Tabela 7: Resultados da avaliação de recidiva de infecção fúngica. 

 

Espécie 
Esmalte base 

vermelho com 

adição do óleo 

de Ocimum 

basilicum 

Esmalte base 

vermelho sem 

adição de óleo de 

Ocimum basilicum 

Controle do 

tratamento 

(Esmalte com 

amorolfina 5%) 

Controle do 

casco 

contaminado 

sem 

tratamento 

Controle 

Negativo 

(casco não 

infectado) 

TRU 47 Sim Sim Não Sim Não 

TRU 47 Sim Sim Não Sim Não 

TRU 47 Sim Não Não Sim Não 

      

TRU 94 Sim Sim Não Sim Não 

TRU 94 Não Sim Não Sim Não 

TRU 94 Não Não Não Sim Não 

      

TME ATCC Sim Sim Não Sim Não 

TME ATCC Sim Sim Não Sim Não 

TME ATCC Não Sim Não Sim Não 

* Sim = Houve recidiva e Não = Não houve recidiva 

 

O uso de tecidos ex vivo em um ambiente artificial pode criar condições 

favoráveis para o desenvolvimento de uma condição infecciosa, preservando 

parcialmente a estrutura e os diferentes tipos de tecido presentes. Dessa forma, os 
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modelos ex vivo se tornaram uma opção atrativa nos testes de desenvolvimento de 

novas fórmulas antifúngicas, com a vantagem de não exigirem aprovação de um 

comitê de ética (DA COSTA et al., 2021). Modelos alternativos ex vivo que simulam 

processos infecciosos in vivo são de fundamental importância para avaliar novos 

medicamentos. Embora estudos usando modelos infecciosos alternativos para avaliar 

a eficácia de moléculas antifúngicas tenham sido cada vez mais descritos e relatados, 

não há um consenso crítico estabelecendo quais são os mais adequados para cada 

tipo de infecção (QUATRIN et al., 2019). 

A partir da análise dos resultados do modelo de onicomicose podemos 

observar que as formulações do esmalte sem o óleo essencial e com a adição do óleo 

de Ocimum basilicum na concentração de 16 mg/mL apresentaram valores de 

percentual de inibição muito próximos que variaram de 99,95% a 100% e, em algumas 

amostras, houve recidiva para ambos. Isso se deve ao fato de a concentração do óleo 

utilizada na formulação do esmalte não ser suficiente para inibir o crescimento e evitar 

recidivas. O controle de tratamento à base de amorolfina 5% apresentou 100% de 

inibição do crescimento e não apresentou recidiva após o tratamento. 

Dentre as espécies do gênero Ocimum, O. basilicum é a mais conhecida. 

Vários autores descreveram o potencial antifúngico do óleo essencial desta espécie 

vegetal. AbouEl-Soud e colaboradores (2015) demonstraram que o óleo volátil desta 

espécie é capaz de reduzir o crescimento micelial, bem como a produção de aflatoxina 

B em Aspergillus flavus. Além disso, também é capaz de diminuir o crescimento de A. 

parasiticus e a produção de micotoxinas associada (Císarová et al., 2016). O 

crescimento de Trichosporon ovoides é inibido pela presença do óleo essencial de O. 

basilicum (Saxena et al., 2012), além disso, o óleo também é capaz de inibir o 

crescimento de outros fungos dermatófitos (Bozin et al., 2006; Nardoni et al., 2015). 

Da mesma forma, o óleo essencial de O. basilicum inibe o crescimento de A. niger 

(Shirazi et al., 2014; Fitsiou et al., 2016;) e Candida albicans (López et al., 2005; 

Shirazi et al., 2014). 

Outro estudo com o óleo volátil de O. basilicum, rico em linalol (35,1%) e 

eugenol (20,7%), foi testado frente a Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e T. 

verrucosum. O óleo essencial apresentou atividade fungistática (CIM = 0,64–

1,25μL/mL) e fungicida (MLC = 2,5–5μL/mL). Em relação aos principais compostos do 

óleo essencial de manjericão relatado no estudo, o metil-eugenol e o eugenol 
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apresentaram uma atividade muito forte, enquanto o linalol exerce uma atividade 

muito fraca, quando testados isoladamente. O eugenol demonstrou atividade 

promissora (CIM=0,08–0,64μL/mL) contra todas as cepas testadas. Desta forma, é 

sugerido que a atividade antifúngica do óleo essencial de O. basilicum possa ser 

devida à quantidade de eugenol, uma vez que o linalol apresentou atividade muito 

fraca (Piras et al., 2018). 

Para o óleo volátil de Rosmarinus officinalis L., rico em α-pineno (50,8%) e 1,8-

cineol (24,4%), há relatos na literatura especializada sobre a atividade antifúngica, 

testada frente a duas cepas de fungos dos gêneros Trichophyton e Aspergillus. Como 

resultado, foi verificado que o óleo volátil de R. officinalis foi ativo contra uma cepa de 

cada gênero de fungo (Mekonnen et al., 2016). 

Dentre deste contexto, estudos têm demonstrado que os óleos voláteis são 

uma fonte de novas moléculas terapêuticas e que a sua incorporação em formulações 

de uso tópico é uma alternativa interessante, segura e eficaz para o tratamento de 

onicomicoses. Como os óleos voláteis são ricos em moléculas de baixo peso 

molecular e lipofílicas, os compostos ativos podem proporcionar melhor penetração e 

atingir os elementos fúngicos no interior da lâmina ungueal. Mais estudos são 

necessários para comprovar a penetração de compostos ativos na lâmina ungueal e 

a eficácia in vivo no tratamento da onicomicose. O desenvolvimento de novas 

formulações contendo óleos voláteis apresenta-se como potencial alternativa para o 

tratamento de onicomicoses. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O presente estudo elucidou resultados promissores através da aplicação de 

metodologias de pesquisa para evidenciar o potencial efeito antifúngico e o uso de 

óleos essenciais no tratamento de onicomicoses. Foi realizada a obtenção dos óleos 

voláteis de canela-da-china (Cinnamomum cassia) e cravo-da-india (Syzygium 

aromaticum) a partir das cascas e botões florais, respectivamente, utilizando a técnica 

de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger e o rendimento de óleo obtido foi de 

11,2% para o óleo de canela-da-china (Cinnamomum cassia) e 0,4% para cravo-da-

india (Syzygium aromaticum). Os óleos voláteis de alecrim (Rosmarinus officinalis) e 

manjericão (Ocimum basilicum) foram obtidos diretamente do comércio e por isso não 

são apresentados o rendimento destes dois óleos. 

A caracterização química dos óleos voláteis foi realizada por cromatografia em 

fase gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM). A análise cromatográfica do 

óleo volátil do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) revelou que o eugenol é o 

principal componente do óleo, sendo responsável por 80,2% da sua composição. O 

óleo volátil da canela-da-china (Cinnamomum cassia), apresentou o E-cinamaldeído 

como principal componente do óleo essencial, respondendo por 99,4% do conteúdo 

total de óleo. O óleo volátil de alecrim (Rosmarinus officinalis)  apresenta 1,8-cineol e 

cânfora como compostos majoritários, representando 47% e 15% do conteúdo total 

do óleo volátil, respectivamente. Na análise do óleo essencial de manjericão (Ocimum 

basilicum), o metil-chavicol foi o principal componente, sendo responsável por 68,81% 

das substâncias identificadas. 

Os resultados obtidos nos ensaios de microdiluição em caldo para os óleos de 

cravo-da-india, canela-da-china e alecrim não foram satisfatórios, apresentando 

resultados acima de 8 mg/mL. Entretanto, o óleo de manjericão (Ocimum basilicum) 

inibiu o crescimento de algumas cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes nas concentrações de 8 mg/mL a 2 mg/mL e, dessa forma, foi 

selecionado para dar sequência na investigação do seu potencial efeito antifúngico e 

suas possíveis aplicações. 

Devido ao potencial antifúngico do óleo volátil de Ocimum basilicum, houve a 

intenção de associar este óleo a uma formulação de esmalte na coloração vermelho, 

visto que, atualmente, não há no mercado esse tipo de formulação com esse óleo 
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promissor para o tratamento de dermatofitoses. Foram feitos testes de disco difusão 

e modelo ex vivo para onicomicose com preparado de esmalte com coloração 

associado ao óleo de Ocimum basilicum, obtendo-se resultados promissores e em 

algumas cepas sem recidiva da infecção fúngica caracterizando que as células 

fúngicas não permaneciam viáveis no interior do casco após o tratamento. Este 

resultado é considerado inédito. Há perspectivas de desenvolver mais estudos e 

outros testes com concentrações maiores do óleo a ser testado. 
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MANUSCRITO  

 A seguir encontra-se disposto o manuscrito intitulado “Composição química e 

atividade antifúngica de óleos essenciais de manjericão, alecrim, cravo e canela 

frente a Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes", a ser submetido 

para publicação. Este artigo apresenta a extração por hidrodestilação dos óleos de 

cravo e canela e a análise da composição química dos óleos voláteis de cravo, canela, 

alecrim e manjericão. Também apresenta a avaliação das atividades antifúngicas, 

através dos métodos de microdiluição em caldo. Os resultados encontrados neste 

trabalho serão apresentados dentro das normas da revista Drugal and Analytical 

Research, uma publicação científica da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para ser submetido à revista. DAR é Qualis 

C (CAPES - Brasil 2017-2020). 
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Onychomycosis is a disease caused by fungi that affects the nails and its incidence is becoming increasingly 

frequent. The present study aimed the evaluation of the antifungal activity of essential oils from rosemary 

(Rosmarinus officinalis), basil (Ocimum basilicum), clove (Syzygium aromaticum) and chinese cinnamon 

(Cinnamomum cassia) against the most prevalent dermatophytes found in onychomycosis: Trichophyton rubrum 

and Trichophyton mentagrophytes. The chemical composition of the oils was carried by GC-MS. The volatile oil 

of clove presented eugenol as the main component of the oil (80.2%), while the volatile oil of chinese cinnamon 

was characterized by E-cinnamaldehyde (99.4%). The volatile oil of rosemary presented 1,8-cineole and camphor 

as the main compounds, representing 47% and 15% of the total content of the volatile oil, respectively. In the 

analysis of basil essential oil, methyl-chavicol was the main component, accounting for 68.81% of the substances 

identified. The results obtained in broth microdilution tests indicate that basil oil (Ocimum basilicum) presented 

antifungal potential against the tested strains of Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes at 

concentrations that ranged from 8 mg/mL to 2 mg/mL and, therefore, was selected to continue the elucidation of 

its antifungal potential and its possible applications in onychomycosis. 
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Introduction 
 

Dermatomycoses are diseases caused by keratinophilic 

fungi, which feed on the keratin present in keratinized 

tissues such as skin, nails and animal hair and of humans, 

and can be caused by dermatophyte and non-dermatophyte 

fungi (1). These diseases are among the most prevalent in 

the world, affecting individuals of all ages and genders, 

being more incidents in adults and immunocompromised 

people. The species most found in superficial mycoses are 

Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. 

The sites of infection where dermatophytosis are most 

prevalent are the nails, causing onychomycosis, which is a 

kind of dermatophytosis characterized by a fungal 

infection identified by the appearance of stains and 

deformations. This disease, in addition to causing physical 

discomfort, also affects the patient's self-esteem due to the 

appearance of the injury (2).  

Currently, onychomycosis is a disease that has become 

increasingly common, especially in patients with some 

associated risk factors such as diabetes mellitus, psoriasis, 

vascular diseases and immunocompromised patients. 

Some studies have shown that patients with chronic renal 

failure who undergo hemodialysis are more vulnerable to 

having fungal infections, especially onychomycosis (3). 

Diagnosis is most often made by direct culture 

examination. The medications used to treat this pathology 

have a certain degree of toxicity (2). When the diagnosis is 

confirmed, the treatment of choice is oral terbinafine or 

itraconazole, and topical therapy may also be used. Oral 

therapy is effective, but its adverse effects, toxicity and 

treatment time make treatment adherence difficult. Safe 

and effective alternative therapies are extremely necessary 

for successful treatment (4). 

Fungi can have their growth inhibited by some essential 

oils (5). In some cases, the use of essential oils in 

association with antifungal therapy was able to reduce the 

effective dose of some oral antifungals. The use of 

alternative topical therapies for the treatment of this 

disease is extremely important for the effectiveness of the 

therapy, in addition to providing less toxicity, reducing 

treatment time and reducing adverse effects. The discovery 

of new alternative therapies can help patients to better 

adhere to treatment, increasing the chances of a cure (6). 

The application of products formulated with essential oils 

is an alternative that can be effective, economical and with 

a lower degree of toxicity. The use of oils extracted from 

plants traditionally used by the population can increase 

about:blank
https://doi.org/10.22456/2527-2616.101465
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acceptance of the treatment and consequently, adherence 

and therapeutic success. Thus, the objective of this study 

was to evaluate the antifungal activity of essential oils of 

rosemary (Rosemary officinalis), basil (Ocimum 

basilicum), clove (Syzygium aromatic) and chinese 

cinnamon (Cinnamon cassia) against the dermatophytes 

most prevalently found in onychomycosis: Trichophyton 

rubrum and Trichophyton mentagrophytes. 

 

Experimental section 
 

Materials 
 

Plant essential oils 
The essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis) and 

basil (Ocimum basilicum) were purchased from local stores 

in the Porto Alegre city. The essential oils of cinnamon 

(Cinnamomum cassia) and clove (Syzygium aromaticum) 

were obtained by hydrodistillation from the bark and 

flower buds, respectively, purchased commercially. 

Obtention of cinnamon (Cinnamon Cassia) and clove 

(Syzygium aromatic) essential oils 
To obtain the essential oil from cinnamon barks and clove 

flower buds, 101.2 g and 111.6 g, respectively, were 

grinded and subjected, separately, to hydrodistillation by 

using in a Clevenger-type apparatus, for 4 hours 

(Farmacopeia Brasileira, 2019). Afterwards, the oils 

obtained were stored under refrigeration at -4 ºC and 

protected from light until analysis. The yield was 

determined by reading the volume of oil collected based on 

the weight of each sample (w/v). 

Gas chromatography–mass spectrometric analysis of 

essential oils 
Chemical analysis was performed on a gas chromatograph 

coupled to a mass detector (GC-MS), model Shimadzu 

QP5000, equipped with a Durabond-DB-5 fused silica 

capillary column (John Wiley & Sons Scientific, US, with 

30 m x 0.25 mm and filled with a 0.25 μm thick film of 

polydimethyldiphenylsiloxane containing 5% phenyl 

groups) to separate the constituents. Column temperature 

was programmed with a heating ramp from 60 °C (held for 

3 min) to 300 °C with a variation of 3 °C/min. Helium was 

used as gas carrier, at 80 kPa and flow of 1.0 mL/min. 

Injector and detector temperatures were adjusted to 220 °C 

and 250 °C, respectively. Split ratio of 1:50 and injection 

volume of 1 μL was used. Mass selective detector was 

operated in the electron impact mode, EI, at the ionization 

energy of 70 eV, with scan range 40–550 amu. For 

chromatographic analysis, the oils were diluted to 2% in 

ethyl ether (v/v) (Synth®). 

Components were identified by comparing their relative 

retention index, calculated by relative linear interpolation 

to the retention time of a series of n-alkanes (C8–C22) and 

their mass spectrum with data obtained in the literature 

(ADAMS, 2017) (7), in the database of the laboratory's 

research group or by comparison with mass spectra 

recorded in databases such as NIST 62 and NIST 12 

(National Institute of Standards and Technology). The 

relative amounts of each compound were calculated from 

the peak areas by normalization. 

Isolated fromTrichophyton rubrum and Trichophyton 

mentagrophytes 
Fungal samples from the species Trichophyton rubrum and 

Trichophyton mentagrophytes were obtained from the 

mycotheque of Microbiology Laboratory Applied from the 

Faculty of Pharmacy of the Federal University of Rio 

Grande do Sul. 

The strains were kept inoculated in tubes containing 

Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol and 

incubated at 32 °C for 48 hours. These strains were 

replicated weekly to keep the samples in an ideal state for 

the study. 

To prepare the 0.9% saline solution, 9 g of sodium chloride 

was used, which will be diluted in 1000 mL of distilled 

water. The solution was autoclaved to avoid contamination 

of the experiment. 

The RPMI solution was prepared according to the 

manufacturer's instructions, autoclaved and filtered. The 

culture medium was also prepared according to the 

manufacturer's instructions, in tubes and plates. 

To prepare the inoculum for the susceptibility test, 2 mL of 

sterile 0.85% saline solution was added to the tube 

containing the isolate and the surface of the colony was 

scraped with the microbiological loop. This fungal 

suspension was poured into the sterile tube and decanted. 

The transmittance reading was taken, which should be 80 

to 82%. After adjusting the fungal suspension in the 

spectrophotometer, a 1:50 dilution was made in RPMI 

1640 broth. 

Assessment of antifungal activity 
Susceptibility testing was performed in sterile 96-well 

microplates, in duplicate (two lines for each fungal isolate). 

Thus, up to four isolates can be used per microplate. The 

RPMI 1640 medium was pipetted into the microplates in 

an organized manner to maintain the positive control and 

negative control. The tested substances were pipetted and 

microdilution in broth followed by pipetting of the fungal 

inoculum into all wells, except the negative control. 

After completing the preparation of the material on the 

plates, they were placed in the oven at a temperature of 32 

ºC. The plates were read within 120 hours. The MIC 

(minimum inhibitory concentration) is defined as the 

lowest concentration capable of producing inhibition of the 

growth of Trichophyton rubrum and Trichophyton 

mentagrophytes compared to the positive control. 

To determine the minimum fungicidal concentration 

(CFM), an aliquot of 10 µL of each microplate well on 

plates containing Sabourand dextrose agar. The plate was 

incubated in an oven at 37 ºC for 120 hours to observe the 

growth of dermatophyte fungus. 

 

Results and Discussion 
 

Yield and chemical characterization of essential oils by 

GC-MS 
 

The volatile oil from clove and cinnamon was obtained by 

using the hydrodistillation technique in a Clevenger-type 

apparatus and the oil yield obtained was 11.2% and 0.4%, 

respectively. Rosemary and basil essential oils were 
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obtained directly from commerce and therefore the yield of 

these two oils is not available. 

The chemical characterization of volatile oils from 

Syzygium aromaticum (clove), Cinnamomum cassia 

(cinnamon), Rosemary officinalis (rosemary) and Ocimum 

basilicum (basil) was carried out GC-MS and, all together, 

24 compounds could be identified (Table 1). 

 

Table 1: Percentual composition of the essential oils 

from Syzygium aromaticum (clove), Cinnamomum 

cassia (cinnamon), Rosemary officinalis (rosemary) and 

Ocimum basilicum (basil) obtained by GC-MS. 

Constit

uents 

IR* Clove Cinna

mon 

Rosem

ary 

Basil 

Monot

erpene 

hydroc

arbons 

 0 0 30.3 0 

Tricycl

ene 

914   0.8  

α-

pinene 

926   12.8  

Camph

ene 

939   5.9  

β-

pinene 

967   6.4  

Myrcen

e 

984   2.0  

p-

cymene 

1018   2.0  

γ-

terpine

ne 

1050   0.4  

Oxyge

nated 

monot

erpene

s 

 0 0 67.3 27.9 

1,8-

cineole 

(=eucal

yptol) 

1026   47.3  

Linaloo

l 

1101    27.9 

Camph

or 

1136   15.1  

Isoborn

eol 

1149   0.5  

Borneo

l 

1159   1.9  

α-

terpine

ol 

1185   1.5  

Isoborn

yl 

acetate 

1277   1.0  

Sesquit

erpene

s 

hydroc

arbons 

 1.1 0.2 2.4 3.2 

β-

caryop

hyllene 

1406 1.1  2.4 0.4 

α-

trans-

bergam

otene 

1424    0.7 

α-

murole

ne 

1489  0.2   

α-

humule

ne 

1534    2.1 

Oxyge

nated 

sesquit

erpene 

 0 0.3 0 0 

Cubeno

l 

1639  0.3   

Phenyl

propan

oids 

 98.9 99.7 0 68.8 

Methyl 

chavico

l (= 

estrago

le) 

1200    68.8 

E-

cinnam

aldehy

de 

1291  99.4   

Eugeno

l 

1382 80.2    

E-allyl 

cinnam

ate 

1536  0.3   

Z-

isoeuge

nol 

acetate 

1539 18.7    

Total  100 100 100 99.9 

 

* RI: retention index based in a DB-5 capillary column. 

 

The qualitative and quantitative composition of the 

analyzed essential oils revealed that the chemical 

characterization of all the samples was typically for each 

vegetal species. Clove, cinnamon and basil essential oils 

were characterized by the predominance of 

phenylpropanoids, while for rosemary monoterpenes were 

the predominants compounds in the essential oil (Table 1). 

The chromatographic analysis of clove revealed that 

eugenol and Z-isoeugenol acetate were the main 

components of the oil, being responsible for 80.2% and 

18.7% of the total content. For cinnamon, the 

chromatographic analysis revealed that the E-

cinnamaldehyde was the main component, accounting for 

99.4% of the total oil content. Rosemary essential oil was 

characterized by 1,8-cineole, camphor and α-pinene as the 

major compounds, representing 47.3%, 15.1% and 12.8% 

of the total oil content, respectively. In the basil essential 

oil, the chromatographic analysis demonstrated that 

methyl-chavicol and linalool were the main components of 

the essential oil, being responsible for 68.8% and 27.9% of 

the identified substances, respectively. 
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Anti-Trichophyton activity 
 

Broth microdilution 
 

Initially, an investigation was carried out with volatile oils 

in order to evaluate which of them would present a good 

response against the strains of the two Trichophyton 

species used for this assay. Thus, in the first broth 

microdilution assay in 96-well ELISA plates, three strains 

of Trichophyton rubrum (TRU 90, TRU 94 and TRU 47) 

and also three strains of Trichophyton mentagrophytes 

(TME 16, TME 32 and TME ATCC 9533) were used. The 

MIC of clove, cinnamom, basil and rosemary essential oils 

are summarized in Table 2. The greatest antifungal activity 

against all tested strains was exhibited by O. basilicum 

essential oil, which had MICs of 8 mg/mL to 2 mg/mL. 

 

Table 2: Minimum inhibitory concentration (MIC) of 

volatile oils against strains of Trichophyton rubrum and 

Trichophyton mentagrophytes. 

Species Cinnamo

mum 

cassia 

mg/mL 

Syzygium 

aromatic

um 

mg/mL 

Rosmarin

us 

officinali

s mg/mL 

Ocimum 

basilicum 

mg/mL 

TRU 90 >8 >8 >8 2 

TRU 94 >8 >8 >8 2 

TRU 47 >8 >8 >8 2 

TME 16 >8 >8 >8 8 

TME 32 >8 >8 >8 8 

TME 

ATCC 

9533 

>8 >8 >8 2 

 

 

 

DISCUSSION 
Essential oils comprise a complex mixture of compounds, 

including terpenes and aromatic compounds. Much of the 

antimicrobial activity is attributed to the presence of 

oxygenated terpenes (such as alcohols and phenolic 

compounds), however there are reports of hydrocarbons 

exhibiting antimicrobial effects. Oils characterized by the 

presence of aldehydes or phenols, such as thymol, 

carvacrol and cinnamaldehyde, generally show greater 

effectiveness, followed by those that contain terpene 

alcohols (8). 

 

Rosmarinus officinalis (Rosemary) 

The compounds detected in Rosmarinus officinalis 

essential oil contain monoterpenes such as camphor, 1,8-

cineole, α-pinene, verbenone, borneol and piperitone, 

which are responsible for antioxidant and antimicrobial 

activity (9). In previous studies, Hashemi and collaborates 

(2023) 10) found in the essential oil of R. officinalis the 

constituents α-pinene (24.6%), 1,8-cineole (14.1%) and 

camphor (13.5%), the same main compounds as those find 

by Bajalan and collaborators (2018) (11), that identified in 

the rosemary essential oil α-pinene (14.2–21.4%), 1,8-

cineole (3.3–28.3%) and camphor (1.6–25.3%). Álvarez-

Garcia and colleagues (2023) also found camphor (20.5%), 

1,8-cineole (20.2%) and α-pinene (18.6%) as predominant 

compounds (12). The predominant constituents of 

rosemary oil were also found in other investigation (13) as 

being 1,8-cineole (42.3–53.6%), α-pinene (11.6–12.3%) 

and camphor (9.6–10.5%). Comparing the chemical profile 

of all studies with the results of the present study, it can be 

observed that the predominant constituents are quite the 

same. According to the literature, the variation in the 

chemical composition of essential oils in different research 

can be attributed to differences in crops, geographic origin, 

harvest time, environmental conditions, sampling and 

extraction methods (14). Ozcan and collaborators (2008) 

mention in its study that the rosemary oils are divided into 

two chemotypes by the ratio of major components; one 

with more than 40% of 1,8-cineole and the other with 

almost the same percentage of 1,8-cineole, α-pinene and 

camphor (15). Takin this in account, the essential oil used 

in this study belongs to the first chemotype, with more than 

40% of 1,8-cineole. 

 

 

Syzygium aromaticum (clove) 
The clove bud is mainly composed of essential oil, which 

represents 15 to 21% of the plant. Eugenol is the main 

component of this essential oil, representing 70 to 90% of 

the oil content, followed by eugenol acetate, which can 

reach 17%, and beta-caryophyllene, between 5 and 12% 

(16). 

In a study conducted by Bariz, the main constituents of S. 

aromaticum were eugenol with a content of 80.46% and 

eugenol acetate representing 16.23% of the composition 

(17). In Loukili's study regarding the essential oil of S. 

aromaticum, the main components identified were also 

eugenol, with a concentration of 72.66%, and beta-

caryophyllene, present in 17.41% (18). 

 

Cinnamon cassia (Cinnamon) 

The compounds found corroborate data found in the 

literature. In a previous study, Liu and collaborators (2021) 

elucidated, through a literature review, more than 200 

components found in several studies where 

cinnamaldehyde was found in abundance, with a relative 

percentage of 76% to 91% (19). Vepštaitė and 

collaborators (2023) obtained cinnamaldehyde (83.32%) 

as the most abundant compound in Cinnamon cassia oil 

(20). E-cinnamaldehyde was also the main component 

found (85.5%) by Rosato and collaborators (2023), in the 
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analysis of the components of cinnamon oil (21). Zhao and 

collaborators (2023) also found E-cinnamaldehyde as the 

main component of the oil (22). 

Gu and collaborators (2024) (23) analyzed the composition 

of 20 essential oils extracted from Cinnamomum cassia 

cultivated in different geographic regions and the main 

compounds identified were terpenoids (34.04%), aromatic 

compounds (4.52%), aliphatic compounds (0. 9%) among 

others. The hierarchical grouping analysis of the 

compositions showed a wide diversity of chemical 

composition, with four main chemotypes divided into 

groups A, B, C and D. All present trans-cinnamaldehyde 

as the majority, but with very different levels. Group A is 

the typical trans-cinnamaldehyde chemotype (68.75-

91.23%). Group B was dominated by trans-

cinnamaldehyde (42.37-6.36%) and trans-cinnamyl acetate 

(0.65-3.97%). Group C was dominated by trans-

cinnamaldehyde (22.36–29.53%), α-calacorene (0.93-

2.71%), α-cadinol (0.26-2.93%), while group D by trans-

cinnamaldehyde (28.48%) and benzaldehyde (17.2%). The 

composition of the oil in the study was equated to 

chemotype A due to the high content of trans-

cinnamaldehyde (23). 

 

Ocimum basilicum (Basil) 

Linalool, one of the main monoterpenes of O. basilicum is 

found in the essential oils of several medicinal plants, 

mainly those belonging to the Lamiaceae family. Methyl-

chavicol is a volatile monoterpene ether found in several 

plants. This component and its biotransformation products 

have toxic potential because they are genotoxic, mutagenic 

and carcinogenic. However, it has been considered safe by 

FEMA (Flavor and Extract Manufacturer’s Association, 

2008), as it does not pose a risk to human health in small 

quantities (0.6 mg/kg/day). Typically, linalool and methyl 

chavicol are the predominant elements.  

The majority of research has shown that the primary 

compounds found in the essential oils of O. basilicum are 

monoterpene derivatives (such as camphor, limonene, 1,8-

cineol, linalool, geraniol) and phenylpropanoid derivatives 

(including eugenol, methyl eugenol, chavicol, estragole, 

methyl cinnamate) (Lee and Scagel 2009; Kwee and 

Niemeyer 2011; Güez et al. 2017).(24, 25, 26) Based on 

the predominant essential oil components, different 

chemotypes of O. basilicum have been proposed (such as 

those with high levels of linalool, methyl chavicol, methyl 

cinnamate, methyl ester, or eugenol) (Marzouk, 2009; 

Zhan et al. 2020) (27, 28). In this way, Piras and 

collaborators (2018) found linalool (35.1%) and eugenol 

(20.7%) as the major compounds in the essential oil of O. 

basilicum. On the other hand, Mahmoud et al. (2021) (29) 

identified in O. basilicum essential oil estragole (64.47%) 

and linalool (16.88%) as the main compunds. In another 

study, the most aroma active compounds in aerial parts of 

O. basilicum obtained from Iran and Turkey was 

investigated and linalool and methyl chavicol were also 

found to be the main strong aroma-active compounds 

(Sonmezdag et al., 2018) (30). Qasem and colleagues 

(2023) in a study to determine the chemical composition of 

O. basilicum identified methyl-chavicol (86%) as 

predominant in the essential oil (31). The chemical 

compounds found in the essential oil of O. basilicum 

undergo various qualitative transformations based on 

different factors such as soil, altitude, temperature, period 

of exposure to the sun, cultivation, drying and storage 

conditions have an influence on its composition, which 

explains the variations in the amount of these compounds 

(32, 33). 

For Rosmarinus officinalis, few studies have reported the 

effect of volatile oil against Trichophyton species. 

Mekonnen et al. (2016), using α-pinene-type R. officinalis 

oil (50.8% of α-pinene), tested the antimicrobial activity of 

this oil against two unknown strains of Trichophyton. For 

this, the authors used agar diffusion and agar dilution tests, 

and Rosmarinus officinalis essential oil presented 

moderated activity against Trichophyton spp. (34). In 

another study using box vapor assay and agar diffusion 

assay, the essential oil of Rosmarinus officinalis (1,8-

cineole (32%), α-pinene (23%), camphor (9%)) and two of 

its main constituents, camphor and 1,8-cineole, were tested 

against T. mentagrophytes, demonstrating moderate 

activity against this dermatophyte (35). This result was also 

observed in another study using the box vapor assay, in 

which R. officinalis oil was tested against T. 

mentagrophytes (2.5 mg/mL) and T. rubrum (4 mg/mL) 

(36). 

For Ocimum basilicum, two studies report the action of the 

volatile oil on Trichophytum mentagrophytes and T. 

rubrum. The work carried out by Piras and collaborators 

(2018) describes the action of volatile oil, whose main 

constituents are linalool (35.1%), eugenol (20.7%) and 1,8-

cineole (9.9%), on these two dematophytes and also reports 

on the mechanism of action, which is the inhibition of germ 

tube formation. The essential oil of O. basilicum showed 

an effect against dermatophytes (MIC 0.64 μL/mL). The 

effect on germ tube formation of essential oil showed that 

it decreases germ tube formation at values eight times 

lower than the MIC. Furthermore, the activity of the main 

compounds, linalool (MIC 1.25 μL/mL) and eugenol (MIC 

0.16 μL/mL), was also determined, and their activity was 

generally similar to that of the essential oil, thus suggesting 

that these are the main active compounds (37). The other 

study aimed to investigate the activity of linalool against 

clinical isolates of Trichophyton rubrum. The MIC value 

was determined (256 mg/mL to 512 mg/mL) and 

demonstrated that linalool exerts its action against T. 

rubrum by interfering with both mycelial growth, 

conidiogenesis, conidial germination, fungal 

morphogenesis and membrane cell phone (38). This study 

contributes to clarifying the action of one of the main 

compounds present in the essential oil of O. basilicum. 

In a study that aimed to evaluate the effects of 4 essential 

oils, Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, 

Cymbopogon citratus, C. martini, and their main 

components cinnamaldehyde, eugenol, citral and geraniol 

respectively, on the growth and hyphal ultrastructure of 

Trichophyton rubrum, at concentrations ranging from 

0.005% to 0.32%, v/v. The antifungal activity of essential 

oils and their major constituents was in the order 

cinnamaldehyde > eugenol > geraniol = C. verum > citral 
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> S. Aromatum > C. citratus > C. martini. Furthermore, for 

eugenol and cinnamaldehyde, both compounds 

demonstrated inhibitory action against ungerminated and 

germinated conidia of T. rubrum, with cinnamaldehyde 

being the most active. Furthermore, they found that the 

mechanism of action involves multiple sites of 

cinnamaldehyde action, mainly in cell membranes and 

endomembranous structures of the fungal cell (39). 

Considering the use as a fumigation agent, the essential oils 

of S. aromaticum (eugenol 87%) and C. zeylanicum 

(cinnamaldehyde 54%) were tested against Trichophyton 

mentagrophytes, using the closed box assay. It was found 

that oils containing phenol as the majority component were 

most active, followed by oils whose main constituent is an 

aldehyde and then by those with alcohol as the major 

compound (35). 

 

Conclusions 
The present study presented results through the application 

of research methodologies to highlight the potential 

antifungal effect and the use of essential oils in the 

treatment of onychomycosis. The results obtained in broth 

microdilution tests for clove, cinnamon, rosemary and basil 

essential oils pointed to the potential activity of basil 

essential oil (Ocimum basilicum), inhibiting the growth of 

Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes 

strains at concentrations that ranged from 8 mg/mL to 2 

mg/mL, demonstrating potential activity for the treatment 

of onychomycosis. 
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