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1. INTRODUCAO

A Malassezia pachydermatis é um microrganismo comensal da pele e conduto audi-
tivo de cédes e gatos o qual se torna um patégeno oportunista em condi¢des favoraveis
para seu desenvolvimento e proliferacdo. A manifestacdo como patégeno depende do
estado imunologico, condi¢cdes hormonais e alérgicas do hospedeiro (PETROV,
2018).

A otite externa associada a M.pachydermatis € encontrada entre 50 e 82,7% do caes
sendocaracterizada pela presenca de eritema, exsudato ceruminoso escuro com pre-
senca de prurido. Quando as alteracdes tornam-se cronicas observa-se sinais clinicos
de hiperquetratose, hiperpigmentaco e liquenificacdo (PETROV, 2013; CASTELLA,
2019).

As infeccdes por esses organismos sao geralmente tratadas com antifingicos, mas o
surgimento de resisténcia fangica ja foi descrito in vitro aos antifingicos azolicos em
amostras isoladas de caes com dermatite, assim como estudos mostram que amos-
tras de Malassezia isoladas de animais com lesbes de dermatite s&o menos susceti-
veis a alguns antifangicos do que amostras coletadas de animais saudaveis (CAFAR-
CHIA, 2012; NIJIMA, 2011).

O interesse a desenvolvimento de produtos vegetais na medicina veterinaria tem au-
mentado, tornando uma possibilidade de utilizacéo para prevenir a formacéo de cepas
resistentes (SHIN, 2018). Os extratos vegetais utilizados em nossa formulacdo sao
conhecidos pela acdo na cicatrizacao de feridas assim como na reducdo microbiana
(TILMMAN, 2018; CAPELLA, 2016).

Os adjuvantes tém sido utilizados para aumentar a agdo dos microbianos, agindo por
diversas vias e melhorando a eficiéncia dos antibidticos e antifingicos utilizados.
Neste contexto, objetiva-se avaliar o potencial antifingico frente a Malassezia
pachydermatis in vitro de duas soluc¢des otologicas compostas por extratos vegetais
e adjuvantes.

2. METODOLOGIA

Obtencéo das soluc¢des otoldgicas

As amostras vegetais utilizadas para a formulagdo dos extratos foram adquiridas co-
mercialmente de uma empresa distribuidora de produtos naturais, com certificacao de
origem das sementes e ficha técnica. Para formular o produto foram produzidos ex-
tratos etanoicos das plantas. As sementes foram pulverizadas em moinho de facas
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sendo pesadas e acondicionadas em um baldo de Erlenmeyer e, adicionado Etanol
PA ao balédo e este levado ao ultrassom, sendo sonificado por 30 minutos. Ao final da
extracdo os extratos foram filtrados em rotaevaporador para retirar o solvente. Apés
os extratos foram armazenados em frascos ambar hermeticamente fechados e con-
servados até sua utilizacdo. Apoés a finalizacéo os extratos foram utilizados para com-
por as formulagdes solucdes otoldégicas LCFO 1003 e LCFO 1004.

Teste de susceptibilidade antifungica

Para este estudo foram obtidos 21 isolados de M. pachydermatis de cdes com sinais
clinicos de otite externa. As amostras foram semeadas em placas de Petri com Agar
Saboraud acrescidas de cloranfenicol e incubadas em estufa microbiologica a 37°C
durante 48 horas.

Para avaliacao da atividade antifangica foi utilizida a técnica de microdiluicdo de caldo
presente no documento M27A3 do CLSI (Clinical and Laboratory Standars Instute)
com adaptac6es para o uso em leveduras M.pachydermatis e fitofarmacos (EICHEN-
BERG, 2003; NASCENTE, 2003; SANTIN, 2014).

Os in6culos foram preparados a partir de colbnias jovens com 48 horas de cresci-
mento em agar saboraud acrescidos de cloranfenicol. As colbnias foram suspensas
em solucédo salina 0,9% e homoneizadas em vortex sendo ajustadas quanto a turbi-
dez. A partir desta solucéo foi realizada uma diluicdo de 1:50 em solucéo salina e apds
uma diluicdo de 1:20 em caldo Saboraud, a qual foi distribuido em aliquotas de 100l
nos pocos das microplacas. Os produtos LCFO 1003 e LCFO 1004 foram testados e
duplicata nas concentracdes de 100% a 3,12%.

Apds o preenchimento as microplacas foram incubadas em estufa microbioldgica a
37°C por 48 horas para a leitura da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Em seguida
foram transferidos 0,07uL de cada poco para placas de Petri contendo agar saboraud
acrescidos de cloranfenicol, sendo posteriormente incubados a 37°C por 48 horas
para a leitura da Concentra¢do Fungicida Minima (CFM).

A leitura da CIM foi feita por método visual considerando a menor concentracdo do
extrato capaz de inibir o crescimento da levedura. Para determinagédo da CFM, tam-
bém pelo método visual foi considerada a menor concentracdo do extrato que nao
permitiu o crescimento da levedura. Para a andlise estatistica foi realizado o teste de
wil coxon.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes antifungicos em microdiluicdo em caldo demonstram a atividade antifiungica
de ambas solucdes otoldgicas 1003 e 1004 frente ao 21 isolados apresentando vari-
acdo da CIM para as solugfes otoldgicas 1003 e 1004 de 6,25% a 100% (Tabela 1).
Sendo a média da Concentracao inibitéria minima do LCFO 1003 21,72% e a média
do LCFO 1004 25,89%. J4 para o CFM a média da solucdo LCFO 1003 foi de 34,06%
e da solugéo LCFO 1004 de 42,85%. Atraves do teste de Wil coxon para amostras
pareadas, observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre as solu¢ées otoldgi-
cas, apresentando valor de p 0,19 para o CIM e valor de p 0,230 para o CFM.

O uso de principios ativos oriundos de plantas esta cada vez mais conquistando es-
paco e interesse dentro da inddstria farmacéutica veterinaria como estimulantes para
novas moléculas com propriedades farmacoldgicas e quimicas. A levedura Malasse-
zia pachydermatis € um dos principais fatores perpetuantes da otite externa canina
estando presente em até 82,7% dos casos. Estudos de susceptibilidade de extratos
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vegetais ja demonstram eficiéncia frente a levedura como Artemisia sieberi, Hera-
cleum persicum, Menta spicata, Rosmarinus officinalis, Thymus kotschyanus e zataria
multiflora (KHOSRAVI,2015).

Nesse estudo, o valor da concentracao inibitdria minima, variou de 6,25 % ha 100%
para ambos compostos LCFO 1003 e LCFO 1004, sao valores considerados baixos
frente a M.pachydermatis corroborando com a literatura, em um estudo avaliando seis
extratos vegetais frente a cepas de Malassezia sp encontrou 0s seguintes valores de
CIM: Zataria multiflora 60 ug/ml, Thymus kotschyanus 100 ug/ml, Mentha spicata 150
ug/ml, Artemisia sieberi 80 ug/ml, Rosmarinus officinalis 360 ug/ml e Heracleum per-
sicum 580 ug/ml (KHOSRAVI, 2015), apresentando variagéo nos valores semelhantes
a desse estudo.

A eficiéncia dos compostos 1003 e 1004 pode ser justificavel devido a alta concentra-
cao de terpenos encontradas em ambos 0s extratos etandlicos das plantas utilizadas,
outros compostos ricos em terpenos também demonstraram eficiéncia in vitro frente
a leveduras do género Malassezia como descrito por HAN (2015) o qual encontrou
uma concentracao inibitéria minima de 0,63%.

Tabela 1 - Atividade in vitro dos compostos 1003 e 1004 frente aos 21 isolados da
levedura Malassezia pachydermatis

LCFO 1003 LCFO 1004

Isolados CIM (%) CFM (%) CIM (%) CFM (%)
1 25 100 25 50
2 25 50 12,5 50
3 12,5 25 12,5 25
4 12,5 50 25 50
5 12,5 25 25 25
6 12,5 25 25 25
7 25 50 25 25
8 100 - 12,5 100
9 100 100 100 100
10 12,5 100 12,5 25
11 6,25 25 6,25 25
12 12,5 12,5 25 25
13 6,25 6,25 12,5 25
14 6,25 12,5 25 50
15 12,5 12,5 12,5 25
16 12,5 12,5 12,5 25
17 12,5 25 100 100
18 12,5 12,5 25 50
19 12,5 12,5 25 50
20 12,5 12,5 12,5 25
21 12,5 12,5 12,5 25

Outro fator que contribui para a atividade antifangica € o uso dos adjuvantes que fun-
cionam de diferentes maneiras, atuando como inibidores de enzimas que inativam
antibidticos, inibidores de bomba de efluxo, permeabilizadores de membrana, disper-
sores de biofilmes, inibidores de elementos de resisténcia a antibioticos e inibidores
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de bactérias por vias fisioldgicas celulares. Dessa forma, acredita-se que os adjuvan-
tes tenham a acao de potencializar o efeito dos extratos vegetais sobre 0s microrga-
nismos presentes em casos de otite externa canina.

4. CONCLUSOES

Os compostos 1003 e 1004 apresentam potencial antifangico frente a levedura
M.pachydematis, estimulando a continuidade em testes in vivo em céaes.
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