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RESUMO GERAL

H& mais de uma década, cepas resistentes a meticilina surgiram como um problema
significativo no tratamento de infeccfes em caes, tornando crescente o interesse por
produtos naturais com propriedades antimicrobianas na medicina veterinaria. O
presente trabalho visou avaliar a eficacia, seguranca, efeitos cosméticos indesejaveis,
facilidade de aplicacdo e as impressdes dos responsaveis a terapia topica contendo
antimicrobianos naturais no tratamento de caes com piodermites superficiais. 45 caes
foram divididos em trés grupos de estudo. O Grupo 1 foi tratado com nova formulagéo
a base de xampu e locdo contendo antimicrobianos naturais (Wesen Green®). O
Grupo 2 foi tratado com xampu de clorexidina a 2% com miconazol a 2,5%, e, o0 Grupo
3 foi tratado com cefalexina oral 30 mg/kg BID, conforme proposto pelos fabricantes.
Foi realizado exame citopatologico, cultura microbiologica, antibiograma e
identificacdo microbiana por meio da técnica de MALDI-TOF-MS dos isolados. Os
escores pVAS e lesional foram avaliados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. A eficacia foi
avaliada por meio da andlise de variancia simples (one-way ANOVA), seguido do teste
de Tuckey, considerando p<0,05. Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre
DO e D28 nos valores de pVAS e escore lesional dos pacientes dos trés grupos. No
D7 e D14 os escores de pVAS e escore lesional do Grupo 1 foram estatisticamente
aos demais grupos. No D28 ndo houve diferenca estatistica entre os escores lesionais
e de prurido entre Grupo 1 e Grupo 3. O Grupo 2 apresentou resultado
estatisticamente inferior aos demais grupos na avaliacao de eficacia. No Grupo 1 néo
foram registrados efeitos adversos a terapia testada e 93,33% dos responsaveis
classificaram a aplicacdo como facil, sendo a impressao geral do produto classificada
como excelente ou muito boa por 73,3% e 13,3%, respectivamente. No Grupo 3, 26%
dos pacientes apresentaram efeitos adversos gastrointestinais durante a terapia.
Conclui-se que a linha com antimicrobianos naturais foi eficaz e segura, com
resultados estatisticamente semelhantes ao uso de terapia sistémica com cefalexina
ao final do tratamento e capaz de reduzir escores de forma mais rapida que as terapias
convencionais, sendo promissora para controle de piodermites superficiais em cées e

potencial substituta a terapias antimicrobianas orais e antissépticas convencionais.

Palavras-chave: Foliculite bacteriana; Extratos vegetais; Oleos essenciais; Peptideos

antimicrobianos; Staphylococcus.
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ABSTRACT

More than a decade ago, methicillin-resistant strains emerged as a significant problem
in the treatment of infections in dogs, increasing the interest in natural products with
antimicrobial properties in veterinary medicine. The present work aimed to evaluate
the effectiveness, safety, undesirable cosmetic effects, ease of application and the
owner's impression of topical therapy containing natural antimicrobials in the treatment
of dogs with superficial pyoderma. 45 dogs were divided into three study groups. Group
1 was treated with a new formulation based on shampoo and lotion containing natural
antimicrobials (Wesen Green(J). Group 2 was treated with 2% chlorhexidine shampoo
with 2.5% miconazole, and Group 3 was treated with oral cephalexin 30 mg/kg, as
proposed by the manufacturers. Cytopathological examination, microbiological culture,
antibiogram and microbial identification were performed using the MALDI-TOF-MS
technique. The pVAS and lesional scores were evaluated on days 0, 7, 14, 21 and 28.
Efficacy was assessed using simple analysis of variance (one-way ANOVA), followed
by Tuckey's test, considering p<0.05. A statistical difference (p<0.05) was observed
between DO and D28 in the pVAS values and lesion score of patients in the three
groups. On D7 and D14 the pVAS and pruritus scores of Group 1 were statistically
higher than the other groups. On D28, there was no statistical difference between
lesional and pruritus scores between Group 1 and Group 3. Group 2 presented
statistically lower results than the other groups in the evaluation of efficacy. In Group
1, no adverse effects were registered with the tested therapy and 93.33% of those
responsible classified the application as easy, with the overall impression of the
product classified as excellent or very good by 73.3% and 13.3%, respectively. In
Group 3, 26% of patients experienced gastrointestinal adverse effects during therapy.
It is concluded that the line with natural antimicrobials was effective and safe, with
results statistically equal to the use of systemic therapy with cephalexin at the end of
the treatment and capable of reducing scores faster than conventional therapies, being
promising for the control of superficial pyoderma in dogs and a potential substitute for

conventional oral antimicrobial and antiseptic therapies.

Keywords: Bacterial folliculitis; Plant extracts; Essential oils; Antimicrobial peptides;

Staphylococcus.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

1.1 INFECCOES BACTERIANAS TEGUMENTARES

A microbiota cutdnea em cées, presente na pele e na unidade pilo-sebacea,
desenvolve relacdo de simbiose com o hospedeiro, impede a colonizagao e infeccao
por agentes patogénicos e estimula seu sistema imunologico (Bannoehr e
Guardabassi, 2012; Botoni et al., 2014). O Staphylococcus pseudintermedius, embora
componente dessa microbiota, tem potencial patogénico e € o principal agente
envolvido nas piodermites em caes (Bannoehr e Guardabassi, 2012; Botoni et al.,
2014). Embora os cdes possam ser portadores, colonizados e infectados por
Staphylococcus aureus e outras espécies coagulase variaveis (ex. Staphylococcus
schleiferi), estes sdo patdgenos muito menos frequentes nas piodermites em caes
(Frank et al., 2003; Cain et al., 2011; Botoni et al., 2014).

Dentre os fatores de viruléncia do S. pseudintermedius, podemos citar 1) a
producdo de enzimas, como coagulase e proteases, 2) de proteinas de superficie,
como a proteina A, 3) a capacidade de formar biofilmes, e 4) a producéo de toxinas,
como as citotoxinas, toxina esfoliativa e enterotoxinas (Bannoehr e Guardabassi,
2012; Latronico et al., 2014).

As piodermites em caes sao classificadas em superficiais ou profundas (Figura
1.1). As infec¢Oes bacterianas tegumentares superficiais caracterizam-se pela
infeccdo da epiderme, foliculos pilosos e anexos (Botoni et al., 2014; Farias e
Solomon, 2016). Os quadros profundos sao estabelecidos quando infeccdes
bacterianas aprofundam-se no foliculo piloso e hd o rompimento do epitélio folicular,

afetando a derme e o tecido subcutaneo (Botoni et al., 2014; Farias e Solomon, 2016).
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Figura 1.1 Classificacdo das piodermites quanto a profundidade, sendo a=
piodermites superficiais e b=piodermites profundas. Na figura a é possivel observar
acometimento da epiderme e unidade folicular por bactérias. Na figura b as bactérias
rompem a estrutura folicular e adentram na derme, caracterizando uma infec¢éo

profunda cuténea. Fonte: Veterinarian Key, 2016.

As infeccbes bacterianas tegumentares superficiais sdo algumas das
dermatopatias mais frequentes em caes e apresentam majoritariamente carater
secundario as dermatopatias alergo-inflamatérias, como a dermatite atdpica,
parasitarias, disqueratéticas, displasicas e de origem enddcrina, que promovem
alteracdes na barreira epidérmica e na resposta imunoldgica, o que favorece a
adesdo, infeccao e proliferacdo estafilocécica (Solomon et al., 2010; Botoni et al.,
2014).

As lesbes tegumentares mais comumente associadas a foliculite bacteriana
superficial sdo as papulas e pustulas foliculares. No entanto, o envolvimento folicular
pode ser dificil de avaliar macroscopicamente. Ericamento piloso, hipotricose,
alopecia, eritema e hipo ou hiperpigmentacdo estdo frequentemente presentes.
Manchas de alopecia multifocais e coalescentes que dao uma aparéncia de “roido de
traca” podem ser as Unicas lesdes visiveis em algumas racas de pelagem curta. Os
colarinhos epidérmicos, crostas melicéricas e as lesdes em “alvo” (areas anulares de
alopecia, descamacao, eritema e hiperpigmentacao central) podem ser as lesées mais

evidentes em alguns casos, mormente em caes de pelagem longa e densa (Hillier et

2
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al., 2014). As lesdes sugestivas de foliculite bacteriana estdo demonstradas na Figura
1.2.

Figura 1.2 Lesdes sugestivas de foliculite bacteriana, sendo a= pustulas integras, b=

crostas melicéricas aderidas ao pelo, c= colarinhos epidérmicos, d= manchas de

alopecia multifocais e coalescentes. Fonte: autor, 2022.

1.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E IMPACTOS NA SAUDE PUBLICA

O uso de antimicrobianos na pratica da medicina moderna levou ao
desenvolvimento e aquisicAo de mecanismos de resisténcia, a amplificacdo e
proliferacéo de cepas resistentes e multirresistentes na populagcdo humana e animal.
Atualmente, algum grau de resisténcia foi documentado em todas as espécies de
Staphylococcus spp. que infectam humanos e animais domeésticos (Morris et al.,
2017).

No passado, cepas isoladas de Staphylococcus pseudintermedius eram
geralmente suscetiveis a antibidticos B-lactamicos. No entanto, ha mais de uma
década surgiram cepas resistentes a meticilina ou oxacilina, o que lhes confere, por
meio da modificacdo das proteinas ligantes de penicilina (PBP’s) sintetizadas pelo
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gene mecA, afinidade reduzida para todos os antimicrobianos B-lactamicos (Loeffler
et al., 2007; Weese e Van Duijkeren, 2010).

Além da resisténcia aos antibioticos [B-lactamicos, a maioria dos isolados
resistentes a meticilina ou oxacilina co-expressa resisténcia a varias outras classes
de antimicrobianos, como as fluoroquinolonas, macrolideos, tetraciclinas e
aminoglicosideos. Atualmente, é comum isolar Staphylococcus pseudintermedius
resistentes a meticilina (SPRM) suscetiveis a poucos antimicrobianos, o que pode
representar um risco de saude publica (Jones et al., 2007; Morris et al., 2017).

Em um hospital geriatrico foram descritos quatro casos de infeccdo humana por
Staphylococcus pseudintermedius resistentes a meticilina (Starlander et al., 2014).
Também foi demonstrado que animais de estimacdo podem ser reservatérios
importantes de bactérias resistentes a meticilina/oxacilina, incluindo patégenos com
potencial zoondtico, para seus responsaveis, ja que eles sdo frequentemente
medicados com as mesmas classes de antibidticos que os humanos, o que pode
proporcionar o desenvolvimento de selegdo de cepas resistentes e multirresistentes
(McCarthy et al., 2014).

No entanto, apesar do S. pseudintermedius raramente infectar humanos, sua
transmissao por cdes pode representar um risco sério para a saude humana. Um
potencial risco indireto é a transferéncia de genes de resisténcia de S.
pseudintermedius resistente a antimicrobianos para cepas estafilococicas
patogénicas humanas (Guardabassi et al.,2004). Foi documentado que a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre diferentes grupos de
estafilococos ocorre na pele de humanos, camundongos e caes tao eficientemente
quanto em meios de laboratério (Naidoo e Lloyd, 1984).

O numero crescente de cées portadores de SPRM, por conviverem no mesmo
nicho que seres humanos, constitui um risco para os donos de animais serem
colonizados com SPRM, e as infec¢des por este microrganismo em humanos também
podem aumentar em um futuro proximo. Portanto, é importante reconhecer o
Staphylococcus pseudintermedius como um patdgeno zoonotico e ter antibidticos
disponiveis para o tratamento dessas infeccbes em humanos (Stegmmann et al.,
2010).

Assim, precaucdes devem ser tomadas para limitar a possibilidade de
transferéncia de estafilococos de animais infectados para proprietarios e equipe

veterinaria, e medidas para minimizar o risco de transferéncia sdo necessarias,
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principalmente a individuos mais suscetiveis (idosos, pessoas imunodepremidas ou

que utilizam medicac¢des imunossupressoras) (Hillier et al., 2014).
1.3 TERAPIA TOPICA ANTIMICROBIANA

Em cées, a foliculite bacteriana é uma das principais razdes para o0 uso de
antimicrobianos na pratica clinica em pequenos animais (Baker et al., 2012;
Guardabassi et al., 2008). Para determinar o melhor modo de terapia sempre deve-se
considerar a causa da doenca e tratar de forma concomitante a enfermidade de base
(Hillier et al., 2014).

A terapia tépica das foliculites bacterianas provavelmente é subutilizada
devido a percepgdo de que os clientes terdo mais dificuldade de aplica-la e que a
adesdao pode ser baixa. No entanto, existem vantagens potenciais significativas para
0 uso precoce e frequente da abordagem tépica nesta doenca. Em comparacdo com
a terapia sistémica, a aplicacdo tdépica tem varias vantagens que incluem altas
concentragbes do principio ativo diretamente no local infectado, necessidade de
menor quantidade de antimicrobiano, melhor adesao do principio ativo a pele, menos
efeitos colaterais sistémicos e potencialmente menor chance de resisténcia
antimicrobiana (Ray et al., 2019). Além disso, a resisténcia as altas concentragdes de
antissépticos e antimicrobianos usados em produtos tdpicos € muito incomum
(Loeffler et al., 2008).

Em geral, a terapia topica é util em todos os pacientes com impetigo e foliculite
bacteriana superficial. A terapia topica isolada (sem coadministracdo de antibioticos
sistémicos) é encorajada como uma abordagem desejavel e recomendada para o
tratamento, a menos que seja impedida por particularidades do proprietario e/ou do
paciente (Hillier et al., 2014).

Quanto as férmulas farmacéuticas disponiveis da terapia topica, €
recomendado que, para lesbes extensas ou generalizadas, preconize-se 0 uso de
formulacbes em xampu, locdes, sprays, mousses ou condicionador e, para lesdes
focais e localizadas, é preconizado o uso de formula¢cdes em geis, pomadas, cremes
e lencos umedecidos (Hillier et al., 2014).

Os principais ativos que podem ser utilizados para tratamento topico das
infeccbes bacterianas tegumentares, sua acao, concentracdes recomendadas,

vantagens e desvantagens estdo apresentados em resumo na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 Resumo dos principais ativos atualmente disponiveis e mais
frequentemente utilizados, sua acgdo, concentracdo recomendada, suas vantagens e
desvantagens, para tratamento tépico das infec¢des bacterianas tegumentares em

caes.
Principio Acdo Concentracéao Vantagens Desvantagens
Clorexidina Antisséptico, 2a4% Mais eficaz e Pode induzir
Bactericida e menos irritante eritema, prurido e
bacteriostatica em cées do que descamacéo,
outros principalmente
antissépticos em atépicos
topicos
Peréxido de Antioxidante, 2,5% Acéo de limpeza Pode causar
Benzoila bactericida, folicular, boa ressecamento,
queratolitica e opcao para contato irritante,
antisseborréica tratamento de eritema e prurido.
infeccbes Inferior a
profundas clorexidina em
estudos
Triclosan Antisséptico 0,5a1% Boa acao Auséncia de
bactericida e principalmente estudos
bacteriostatica contra bactérias comparativos de
Gram-positivas. na medicina
veterinaria
Lactato de etila Bacteriostéatica e 10% Penetra em todas Pode induzir
bactericida as camadas da eritema e prurido.
pele, incluindo Inferior a
foliculos pilosos e clorexidina em
glandulas estudos. Dados
sebaceas conflitantes sobre
sua eficacia
Hipoclorito de Alvejante, 0,005% a 0,05% Barato, bem Alvejante, pode
sddio desinfetante, tolerado, pode causar alteracdes
bactericida exibir na coloracao da
propriedades anti- pelagem
inflamatorias
Acido
hipocloroso
Mupirocina Antibidtico, 0,2a1% Uso destinado Pode induzir
bactericida e para tratamento resisténcia
bacteriostatica de infecgbes antimicrobiana
estafilococicas
resistentes e
multirresistentes
Acido fusidico Antibidtico, 0,2a2% Uso destinado Pode induzir
bactericida e para tratamento resisténcia

bacteriostatico

de infeccbes
estafilococicas
resistentes e
multirresistentes

antimicrobiana

Fonte: elaborada pelo autor, 2023.

1.3.1 Clorexidina
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A Clorexidina € um composto sintético derivado de uma bis-biguanida com
propriedades bacteriostaticas, bactericidas, fungicidas, fungistaticas e algumas
antivirais. Em concentracbes bacteriostaticas, promove o0 extravasamento de
constituintes citoplasmaticos e, em concentracdes mais altas, exerce acao bactericida
promovendo coagulacéo de proteinas citoplasmaticas e deterioracdo das membranas
celulares bacterianas (Lim e Kam, 2008; Jeffers, 2013).

As concentracfes inibitérias minimas da clorexidina sdo mais baixas para
bactérias Gram-positivas do que para bactérias Gram-negativas pois apresenta
afinidade aumentada para a parede celular de microrganismos Gram-positivos.
Portanto, esse composto apresenta boa acdo contra bactérias do género
Staphylococcus spp. as quais sdo Gram-positivas (Lim e Kam, 2008; Borio et al.,
2015).

A clorexidina possui um efeito antisséptico residual seguro e de longa duracao
nos cornedcitos (Ohta, 1990). Assim, a clorexidina € considerada mais eficaz e menos
irritante no tratamento da piodermite superficial em cdes do que outros antissépticos
tépicos (Murayama et al., 2010; Loeffler et al., 2011).

A concentracdo recomendada da clorexidina para controle das piodermites
superficiais varia de 2 a 4% e pode ser utilizada em forma de xampus, sprays,
mousses e lencos umedecidos (Jeffers, 2013). Um estudo comparativo demonstrou
gue a terapia topica com digluconato de clorexidina pode ser tdo eficaz quanto a
terapia sistémica com amoxicilina com acido clavulanico, mesmo em casos de
infecgbes por SPRM, corroborando com a atual recomendagédo consensual que
reforca 0 uso de antissépticos como agentes Unicos no tratamento de quadros
superficiais (Hillier et al., 2014; Borio et al., 2015)

Apesar de pouco documentado, em humanos foi demonstrado que a
clorexidina, principalmente em concentracfes mais altas, pode induzir eritema,
ressecamento cutaneo e contato irritante, principalmente em mucosas, € com maior
intensidade em individuos com dermatite atopica (Barns et al., 2019).

Além disso, o uso repetido de biocidas como a clorexidina pode estar associado
a irritacdo, ressecamento cutaneo e suscetibilidade reduzida com o tempo devido a
resisténcia a bomba de efluxo ligada a mutagbes do gene gacA (Horner et al., 2012).

Em estudo realizado por Borio et al., 2015, foi documentado o aparecimento de

eritema, prurido e descamacdo em 6,4% dos cdes com piodermite, secundaria a
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dermatite atdpica, submetidos a terapia com clorexidina a 4% a base de banhos
associados a uso diario de locdo com mesma composicao. Nestes caes a terapia com

clorexidina foi suspensa e houve resolugao dos efeitos adversos observados.

1.3.2 Perdxido de Benzoila

O peroxido de benzoila € um agente oxidante que rompe a membrana da
parede celular bacteriana, aumentando sua permeabilidade ou causando sua ruptura
(Jeffers, 2013). Este composto é disponivel em férmulas comerciais na forma de
xampus, cremes e geéis. As concentracdes terapéuticas variam de 2,5 a 10% (Mueller
et al., 2012).

O peroxido de benzoila reduz a atividade das glandulas sebaceas e induz uma
acao de limpeza folicular, promove a remocéo de escamas, secrecdes glandulares e
reduz a contagem bacteriana nos foliculos pilosos (Loeffler et al., 2011).

Usando-se com frequéncia, o peréxido de benzoila pode causar ressecamento
e contato irritante em alguns animais (Jeffers, 2013). Efeitos colaterais indesejaveis,
como eritema e prurido, podem ser observados ap0s o tratamento com peréxido de
benzoila, principalmente quando utilizado em concentracdes superiores a 5% (Mueller
et al., 2012; Jeffers, 2013).

Apesar de seu efeito bactericida, um estudo comparativo demonstrou que o
peréxido de benzoila em xampu a 2,5% foi inferior a clorexidina a 3% na reducéo
sintomato-lesional de 22 cées com foliculite bacteriana (Loeffler et al., 2011). Assim,
devido aos efeitos colaterais, sua acdo queratolitica e comedolitica predominante, e
seu resultado inferior a clorexidina, atualmente o peréxido de benzoila € mais

recomendado para uso em piodermites profundas (Hillier et al., 2014).

1.3.3 Triclosan

O triclosan (5-cloro-2-[2,4-diclorofenoxi]fenol) pertence a classe dos bisfenois e
possui propriedades antibacterianas, principalmente contra bactérias Gram-positivas.
Bactérias Gram-negativas, especialmente P. aeruginosa, sdo mais refratarias ao

composto. O mecanismo de acéo € desconhecido e provavelmente ocorre devido a
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efeitos cumulativos em multiplos alvos (McDonnell e Russell, 1999; Mueller et al.,
2012).

Apesar de descrito como opg¢ao para tratamento da piodermite superficial em
cées (Bloom, 2013; Jeffers 2013; Hillier et al.,2014), estudos comparativos de xampus
antimicrobianos com e sem triclosan de forma randomizada ndo foram realizados na

medicina veterinaria (Mueller et al., 2012).

1.3.4 Lactato de etila

O lactato de etila € um composto organico lipossolavel que penetra em todas
as camadas da pele, incluindo foliculos pilosos e glandulas sebaceas (Jeffers, 2013).
Em humanos, o lactato de etila € usado com sucesso para o tratamento da acne vulgar
(Prottey et al., 1984). Na pele, é metabolizado em etanol e acido latico, que exercem
acao bacteriostatica e bactericida e sua capacidade de se difundir por todas as
camadas da pele contribui para sua eficacia (Guaguere et al., 1996; Jeffers, 2013).

Efeitos colaterais indesejaveis sao irritacao, eritema e prurido. Contudo, esses
efeitos parecem menos frequentes com lactato de etila do que com peréxido de
benzoila. O lactato de etila pode ser utilizado em formulacbes de xampus na
concentracéo de 10% para uso em piodermites superficiais (Guaguere et al., 1996).

Um estudo avaliou a contagem bacteriana cutanea antes e ap0s terapia com
diferentes xampus e as contagens de Staphylococcus spp foram superiores apés dez
tratamentos com lactato de etila quando comparadas a terapia com xampu de
clorexidina (Campbell et al., 1995).

Como existem poucos estudos realizados até o momento, os quais, inclusive,
contém dados conflitantes sobre sua eficacia, sdo necessérios evidéncias cientificas
mais claras de seus efeitos benéficos antes que o uso de lactato de etila possa ser

amplamente recomendado (Mueller et al., 2012).

1.3.5 Hipoclorito de sédio

Tanto o hipoclorito de sédio quanto seu ingrediente ativo, o acido hipocloroso,
sdo agentes antibacterianos eficazes, baratos e amplamente disponiveis. S&o
frequentemente recomendados para pacientes humanos com infec¢gdes causadas por

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), incluindo aqueles afetados
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com dermatite atopica, com concentracfes terapéuticas variando entre 0,005 e
0,016% de hipoclorito (Liu et al., 2011; Jeffers, 2013).

O acido hipocloroso, o ingrediente ativo encontrado no hipoclorito de sédio, esta
disponivel comercialmente em alguns paises como um produto de agente Unico e
oferece varias vantagens sobre a agua sanitaria (hipoclorito de sédio). O acido
hipocloroso é mais estavel, ndo toxico, tem pH neutro e ndo € alvejante. Ele pode ser
usado pelo menos uma vez ao dia para tratar infeccdes bacterianas superficiais e
profundas da pele como adjuvante do xampu antibacteriano e pode ser usado como
monoterapia em locais passiveis de tratamento com spray (Jeffers, 2013).

Resultados de um estudo utilizando hipoclorito de sédio diluido em quatro
beagles atdpicos indicaram que uma solugéo tépica, em concentracbes de 0,05 ou
0,005% de hipoclorito, € um antisséptico bem tolerado que também exibe
propriedades anti-inflamatorias (Banovic et al., 2017).

Um estudo recente demonstrou que um xampu formulado com hipoclorito de
sédio e acido salicilico foi eficaz como terapia Unica para cdes com piodermite
superficial associada a S. pseudintermedius, incluindo cepas resistentes a meticilina
(Fadok e Irwin, 2019).

Efeitos adversos limitados a prurido leve e ressecamento da pele foram
relatados, apesar de raros, ap0s repetidos banhos com hipoclorito de sédio em
humanos. Em caes, poucos efeitos adversos foram documentados, porém seu uso ja
foi associado a ressecamento cutédneo e alteracBes na coloracdo da pelagem,

principalmente os de pelagem preta (Banovic et al., 2017; Fadok e Irwin et al., 2019).

1.3.6 Mupirocina

A mupirocina (acido pseudomonico) esta disponivel em pomada a 2% a base
de polietilenoglicol, e é produzida a partir da bactéria Pseudomonas fluorescens. E um
agente bacteriostatico em baixas concentracdes e bactericida em altas concentragdes
(Werner e Russell, 1999).

A atividade antimicrobiana da mupirocina consiste em inibir reversivelmente a
isoleucina-tRNA ligase, inibindo assim a proteina bacteriana e a sintese de RNA. A
mupirocina tem excelente atividade in vitro contra estafilococos e a maioria dos

estreptococos, mas menos atividade contra outras bactérias gram-positivas e gram-
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negativas. Devido seu rapido e extenso metabolismo sistémico, seu Unico uso
recomendado é de forma tépica (Parenti et al., 1987).

Caso a area de tratamento da pele exceder os limites para aplicacdo de
pomada, esta pode ser dissolvida em &gua e pulverizada na pele infectada, na diluicao
de 30 g de mupirocina em 60 ml de agua para fazer uma solucéo a 1% (Jeffers, 2013).

A mupirocina é aprovada para o tratamento de caes com piodermite em alguns
paises, incluindo o Brasil (Mueller et al., 2012). Seu uso em humanos é destinado para
tratamento topico infecgdes estafilococicas resistentes e multirresistentes. Devido aos
crescentes relatos de bactérias multirresistentes na medicina, autores sugerem que
esse antibiotico ndo seja utilizado rotineiramente na medicina veterinaria a fim de
reduzir a chance de desenvolvimento futuro de resisténcia (Mueller et al., 2012; Hillier
etal., 2014), embora evidéncias da eficacia da mupirocina no tratamento de piodermite
em caes tenham sido relatadas (Meucci et al., 2010).

Um estudo recente realizado na Polbnia revelou a ocorréncia de altos niveis de
resisténcia a mupirocina em trés isolados de Staphylococcus pseudintermedius. Os
resultados deste estudo indicam que o monitoramento da resisténcia a mupirocina em
estafilococos, especialmente em isolados resistentes a meticilina, € fortemente

recomendado (Kizerwetter-Swida et al., 2019).

1.3.7 Acido fusidico

O éacido fusidico € um antibidtico produzido a partir do fungo Fusidium
coccineum e esta disponivel em pomada, creme ou gel. O &cido fusidico atua inibindo
a sintese proteica bacteriana e é bactericida em todas as concentracdes (Jeffers,
2013).

Em suma, o &cido fusidico pode ser considerado simplesmente como um
inibidor da sintese de proteinas, atuando especificamente na etapa de translocase na
sequéncia. Dito de outra forma, € um inibidor de translocase que pode atuar de forma
direta ou indireta nesta enzima (Verbist, 1990).

Foi demonstrado que o acido fusidico aplicado topicamente excede muito as
concentracgdes inibitérias minimas (MICs) para estafilococos patogénicos a partir da
piodermite em cées, podendo ser uma alternativa a terapia sistémica para foliculite

bacteriana canina (Frosini et al.,2017).
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Um estudo documentou uma resisténcia significativamente maior ao acido
fusidico em cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina em comparacéao
com cepas suscetiveis a meticilina (Meucci et al.,, 2020). Outro estudo recente
observou que 14 de 52 (27%) isolados de S. pseudintermedius foram resistentes ao
acido fusidico, reforcando a recomendacéo de monitoramento continuo da resisténcia
ao acido fusidico (Lim et al., 2020).

Portanto, assim como a mupirocina, recomenda-se que seu uso seja reservado
a caes com infeccbes resistentes ou multirresistentes, e onde a cultura e o
antibiograma né&o indicam suscetibilidade a outros antimicrobianos, e onde os

antissépticos topicos falharam em resolver a infeccéo (Hillier et al., 2014).

1.3.8 Prebidticos, probidticos e pds-bidticos

Os probiéticos, incluindo bactérias e leveduras, sdo microrganismos vivos que
demonstram efeitos benéficos na satde humana. Recentemente, bactérias comensais
estdo sendo constantemente estudadas e suas aplicacdes como probidticas estédo
sendo consideradas em tratamentos adjuvantes promissores para varias doencas
intestinais e cutaneas (Kim et al., 2019).

Um prebidtico é definido como componente alimentar ndo absorvivel que
estimula beneficamente um ou mais grupos de micrébios benéficos para o intestino e,
portanto, tem um efeito positivo na satde humana. Os prebidticos mais comumente
usados sao substratos de carboidratos (por exemplo, fibra dietética) com a capacidade
de promover os componentes da microflora intestinal normal que podem fornecer
beneficios a saude do hospedeiro (Sarao e Arora, 2017).

Ja os pos-bidticos incluem todas as substancias de origem bacteriana ou
fungica que se referem a microrganismos inanimados e/ou seus componentes que
conferem efeitos benéficos ao hospedeiro o que ndo atendem a definicdo de probidtico
(Zotkiewicz et al.,, 2020; Vinderola et al., 2022). Embora os poés-bidticos nao
contenham microrganismos vivos, eles apresentam um efeito benéfico a saude por
meio de mecanismos semelhantes aos probidticos, minimizando os riscos associados
a sua ingestao (Zotkiewicz et al., 2020).

Um estudo recente utilizando uma versdo em spray de um produto pos-biotico
veterinario contendo lactobacilos tratados pelo calor em caes com dermatite atdpica

demonstrou reducdo significativa e relativamente rdpida dos escores clinicos e
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lesionais de cdes com dermatite atopica leve a moderada, sem o uso de qualquer
outra intervencao terapéutica (Santoro et al., 2020).

Apesar dos dados de melhora clinica, ndo foram detectadas alteracfes
significativas na microbiota, supondo que pdés-bidticos com lactobacilos tratados
termicamente nao interferem diretamente na microbiota cutdnea em cées com
dermatite atdpica. Outros estudos semelhantes ndo foram realizados na medicina
veterindria e estudos utilizando prebibticos, probioticos ou poés-bidticos para
tratamento de foliculite bacteriana em cées ndo foram realizados até o momento
(Santoro et al., 2020).

1.3.9 Antimicrobianos naturais

1.3.9.1 Oleos essenciais e extratos vegetais

O estabelecimento de novas abordagens as terapias convencionais para o
tratamento de disturbios infecciosos cutaneos em cées tem sido documentado em
diversos estudos (Nocera et al., 2020). Uma vez que cepas de Staphylococcus spp
multirresistentes se tornaram uma ameaca relevante, tratamentos alternativos com
Oleos essenciais e extratos vegetais com propriedades antimicrobianas séo principios
naturais que estdo sendo investigados para utilizacdo na medicina e medicina
veterinaria.

O dano irreversivel da parede e membrana celular bacteriana tem sido proposto
como o principal mecanismo de acdo dos O6leos essenciais com propriedades
antimicrobianas, o que leva a um vazamento ndo apenas de proteinas, mas também
de moléculas de DNA e RNA (Sakkas e Papadopoulou et al., 2017; Valdivieso-Ugarte
et al., 2020).

A efic4cia in vitro de 6leos essenciais de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e
alecrim (Rosmarinus officinalis), gel a base de manuka e propolis foi demonstrada
serem eficazes contra 23 cepas de Staphylococcus pseudintermedius isoladas de
cdes com foliculite bacteriana, mesmo em isolados resistentes a meticilina e
multirresistentes (Meroni et al., 2020).

Outro estudo in vitro revelou as propriedades antimicrobianas de diversos 0leos
essenciais selecionados contra cepas meticilina resistentes e meticilina sensiveis

isoladas de cdes com piodermite (Nocera et al., 2020). Em particular, os 6leos de folha

13



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

de canela (Cinnamomum zeylanicum) e de melissa (Melissa offcinalis) mostraram a
atividade antimicrobiana mais forte (Nocera et al.,2020). Estes resultados reforcam
que os 6leos essenciais podem ser considerados agentes terapéuticos promissores
para tratar infecgOes causadas por cepas de S. pseudintermedius multirresistentes,
gue estdo se tornando cada vez mais dificeis de manejar (Nocera et al., 2020).

Um estudo com 28 cdes com historico de piodermites recorrentes, que
apresentaram pelo menos quatro episédios em um ano, foi realizado utilizando um
produto comercial PyoSpot (Dermoscent, LDCA) aplicado semanalmente (Fadok et
al.,2020). O produto apresenta em sua composicao 6leos vegetais de semente de
canhamo e tamanu, ricos em &acidos graxos essenciais (Omega 3 e 6) e Oleos
essenciais de palmarosa, segurelha, salvia, lavandin, eucalipto-cidro e ajowan, e
demonstrou que os animais tratados com o produto apresentaram indice 60% menor
de recidiva ap6s um ano, quando comparados ao grupo placebo (Fadok et al., 2020).

As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais e extratos vegetais foram
demonstradas contra o S. pseudintermedius, entretanto, estudos in vivo realizados de
forma critica sdo necessarios para caracterizar completamente suas propriedades,
sua eficacia, seguranca e formas de utilizacdo (Meroni et al., 2020; Fadok et al. 2020).

Além disso, na industria de medicamentos para aplicacdo topica € necessario
realizar avalicdo do potencial irritativo de quaisquer formula¢des/produtos para a pele,
mesmo que esses principios ja tenham sido utilizados de forma eficaz in vitro
(Mekonnen et al., 2019).

1.3.10 Peptideos antimicrobianos

Nos ultimos anos, os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém atraido um
interesse consideravel como antimicrobianos alternativos (Mercer e O’Neil, 2013). Os
PAMs estdo presentes em todos os organismos multicelulares como parte de seus
sistemas imunoldgicos inatos, que exibem atividade antimicrobiana ao romper a
membrana celular bacteriana, além de alvos intracelulares (Greco et al., 2019).

O mecanismo de acéo dessas moléculas consiste na sua inser¢do na bicamada
lipidica e consequente formag&o de poros e extravasamento celular. Além disso, séo
capazes de inibir a parede celular, os acidos nucléicos e os processos de sintese de
proteinas, além de inibir varias outras fungdes enzimaticas das células-alvo (Ciumac
et al., 2019; Corréa et al., 2019).

14



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30
31
32
33
34
35
36

Foi demonstrado em um estudo que dois peptideos sintéticos apresentaram
propriedades adequadas para o tratamento tépico de infeccdes por S.
pseudintermedius (Greco et al.,2019). Verificou-se que as moléculas sintetizadas nao
penetram na pele, tornando-as adequadas para aplicacao topica quando nenhuma
absorcdo sistémica € desejada (por exemplo, para tratar piodermite superficial).
Embora os resultados in vitro precisem ser confirmados por dados in vivo (Greco et
al., 2019).

Outro estudo avaliou a atividade antimicrobiana in vitro de sete peptideos
antimicrobianos sintetizados (aureina 1.2, CAMEL, citropina 1.1, protegrina-1,
pexiganan, temporina A e uperina 3.6) contra cepas estafilococicas patogénicas. Os
PAMs testados foram igualmente eficientes contra cepas de estafilococos resistentes
e suscetiveis e foram mais eficientes contra Staphylococcus pseudintermedius do que
contra cepas de Staphylococcus aureus (Jarosiewicz et al.,2020). Achados
particularmente interessantes do ponto de vista clinico, pois apontaram os PAMs
como potenciais agentes terapéuticos topicos em casos de piodermite em caes
associados a resisténcia antimicrobiana de estafilococos (Jarosiewicz et al., 2020).

2 HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESES

Formulacdes tépicas a base de antimicrobianos naturais contendo o6leos
essenciais, peptideos antimicrobianos e extratos vegetais séo eficazes e seguras para
o tratamento das piodermites superficiais em céaes;

Formulacbes topicas a base de antimicrobianos naturais contendo 6leos
essenciais, peptideos antimicrobianos e extratos vegetais sao substitutas a terapias
antibiéticas e antissépticas convencionais no controle das piodermites superficiais em

caes;

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia e seguranca de férmulas dermatologicas topicas
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contendo antimicrobianos naturais no tratamento de piodermites superficiais em

cédes em comparacao as terapias antimicrobianas convencionais.

2.2.2 Objetivos especificos

a_

Avaliar as principais dermatopatias de base associadas a infeccéo
estafilococica tegumentar em caes.

Avaliar o perfil epidemiolégico e de suscetibilidade de bactérias causadoras
de piodermites superficiais em cdes com piodermite em Curitiba (PR),
Brasil.

Avaliar a suscetibilidade de cepas estafilocécicas resistentes e
multirresistentes aos antimicrobianos naturais testados;

Avaliar a facilidade de aplicacdo e impressdo geral dos responsaveis a

terapia topica com antimicrobianos naturais prescrita.
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CAPITULO 2

Artigo cientifico a ser submetido para a revista cientifica de publicacéo
periddica Veterinary Dermatology
Estudo comparativo da eficacia de um tratamento topico natural e terapias
convencionais de cefalexina oral e clorexidina-miconazol topico em cédes com
piodermite superficial
Vanessa Cunningham Gmyterco?!, Fernando Bittencourt Luciano?, Tassia Sell
Ferreiral, Lucas Ludwig!, Alberto Gongalves Evangelistal, Marconi Rodrigues de

Farias?

'Department of Veterinary Medicine, School of Medicine and Life Sciences, Pontificia
Universidade Catélica do Parana, 1155 Imaculada Conceicdo Street, Curitiba-PR,
80215901, Brazil.

O presente trabalho foi realizado com apoio financeiro do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - Brasil (CNPq) e da empresa Wesen
Green Solutions Ltda®. This study was financed in by the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - Brasil (CNPq) and the company Wesen
Green Solutions Ltda®.

Conflito de interesses: Nao declarado

Introducéo — Cepas resistentes a meticilina surgiram como um problema significativo
no tratamento de infeccbes em céaes, tornando crescente o interesse por produtos
naturais com propriedades antimicrobianas na medicina veterinaria.

Objetivos — Avaliar a eficacia, seguranca, efeitos cosméticos indesejaveis, facilidade
de aplicacdo e as impressdes dos responsaveis a terapia tdpica contendo
antimicrobianos naturais no tratamento de cdes com piodermites superficiais.
Materiais e métodos — 45 cdes com piodermite superficial foram divididos em trés
grupos de 15 cées. Foi realizado citopatolégico, cultura microbiologica, perfil de
sensibilidade a antimicrobianos e identificagdo microbiana utilizando MALDI-TOF-MS

dos isolados. O Grupo 1 (G1) foi tratado com produtos antimicrobianos naturais
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(Wesen Green®) em forma de xampu e locéo; Grupo 2 (G2) foi tratado com xampu de
clorexidina com miconazol e o Grupo 3 (G3) foi tratado com cefalexina oral 30 mg/kg.
Escores pVAS e lesional foram avaliados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Os dados foram
avaliados por meio de ANOVA seguido do teste de Tuckey, considerando p<0,05.
Resultados — Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre DO e D28 nos valores
de pVAS e escore lesional dos pacientes dos trés grupos. No D7 e D14 os escores de
pVAS do Grupo 1 foram estatisticamente superiores aos demais grupos. No D28 ndo
houve diferenca estatistica entre os escores lesionais e de prurido entre Grupo 1 e
Grupo 3. O Grupo 2 apresentou resultado estatisticamente inferior aos demais grupos
na avaliacdo de eficacia. No Grupo 1 ndo foram registrados efeitos adversos a terapia
testada e 93,33% dos responséaveis classificaram a aplicacdo como facil, sendo a
impresséo geral do produto classificada como excelente ou muito boa por 73,3% e
13,3%, respectivamente. No Grupo 3, 26% dos pacientes apresentaram efeitos
adversos gastrointestinais durante a terapia.

Conclusdes e relevancia clinica — A linha contendo antimicrobianos naturais (G1) €
eficaz e segura e, portanto, uma promissora terapia topica antimicrobiana natural para
controle de piodermites superficiais em cdes e potencial substituta a terapias
antimicrobianas orais e antissépticas convencionais.

Palavras-chave: Foliculite bacteriana; Extratos vegetais; Oleos essenciais; Peptideos
antimicrobianos; Staphylococcus.

1 INTRODUCAO

As infec¢Oes bacterianas tegumentares superficiais séo as dermatopatias mais
frequentes dos caes, geralmente causadas pelo Staphylococcus pseudintermedius, e
se caracterizam pela infeccdo da epiderme ou da unidade pilo-sebacea, tendo
geralmente carater secundario as doencas alergo-inflamatorias tegumentares,
parasitarias, disqueratoticas, displasicas e de origem endocrina ( Solomon et al., 2010;
Botoni et al., 2014).

No passado, a maior parte das cepas isoladas de Staphylococcus
pseudintermedius eram suscetiveis aos antibioticos B-lactamicos (Loeffler et al.,2007).
No entanto, ha mais de uma década, cepas resistentes a meticilina/oxacilina surgiram

como um problema significativo no tratamento de infecgbes em animais de estimagao
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(Weese e Van Duijkern, 2010). A resisténcia estafilococica a meticilina ou oxacilina
confere afinidade reduzida para todos os antimicrobianos p-lactamicos (Loeffler et al.,
2007; Weese e Van Duijkern, 2010) e podem co-expressar resisténcia a varias outras
classes de antimicrobianos, o que diminui significativamente as opc¢des terapéuticas
(Beck et al., 2012). Também é importante ressaltar que tratamentos repetidos com
antibioticos aumentam o risco de selecdo de bactérias multirresistentes e podem

representar um risco de saude publica ( Soedarmanto et al., 2011; Kasai et al., 2016).

Essas preocupacdes tornaram crescente o interesse por produtos naturais com
propriedades antimicrobianas na medicina e na medicina veterinaria (Shin e Park,
2018). Nos ultimos anos, o0 uso de Oleos essenciais se tornou uma ferramenta
terapéutica alternativa promissora em doencas de pele como a piodermite e
malasseziose em cées (Khosravi et al., 2016; Nocera et al., 2020). As propriedades
antibacterianas dos Oleos essenciais foram demonstradas contra o S.
pseudintermedius em in vivo, e 0 uso de Oleos essenciais (melaleuca, alecrim,
lavandim, eucalipto-cidrd, palmarosa) e acidos graxos (6mega 3 e 6mega 6) reduziu
significativamente episédios de recorréncias de infec¢des tegumentares (Fadok et al.,
2020; Meroni et al.,2020).

Em adicéo, também tem sido demonstrado que dois peptideos antimicrobianos
sintéticos foram eficazes como tratamento topico de infeccbes por S.

pseudintermedius (Mercer e O’Neil, 2013; Greco et al.,2019).

Entretanto, estudos in vivo realizados de forma critica sdo necessarios para
caracterizar a eficicia, seguranca e formas de utilizacdo de produtos contendo

antimicrobianos naturais (Fadok et al., 2020; Meroni et al., 2020).

O objetivo do presente estudo foi avaliar, de forma comparada, a eficacia, a
seguranca e 0 tempo de tratamento de férmulas dermatolégicas contendo
antimicrobianos naturais, com a clorexidina associada ao miconazol e a terapia

antibidtica sistémica, no tratamento de cdes com piodermites superficiais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Comité de ética
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso Animal (CEUA)
da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR), sob protocolo de numero
02081-versdo | (Anexo 1). Foram incluidos no estudo animais cujos proprietarios

anuiram com os procedimentos e assinaram o termo de consentimento de uso animal.

2.2 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo longitudinal e aleatorizado por sorteio em caes com

diagnéstico definitivo de piodermite, atendidos na Clinica Veterinaria Escola—PUCPR.

2.3 Grupos de estudo

Foram selecionados para o estudo 45 cédes com diagnostico de piodermite
superficial bacteriana a partir da rotina do Servico de Dermatologia e Alergia
Veterinéria da Clinica Veterinéria Escola (CVE) da PUCPR. O diagndstico inicial foi
estabelecido por meio do quadro sintbmato-lesional, associado a exame
citopatolégico tegumentar e cultura bacteriana.

Para realizacdo do presente estudo foram estabelecidos trés grupos
experimentais.

Grupo 1:Composto por 15 cédes com infeccdo tegumentar da epiderme
(impetigo) e foliculares (foliculite) tratados com os produtos testes;

Grupo 2: Composto por 15 cdes com infeccdo tegumentar da epiderme
(impetigo) e foliculares (foliculite) tratados com terapia tbpica antisséptica
convencional a base de clorexidina a 2% e miconazol a 2,5%;

Grupo 3. Composto por 15 cdes com infeccdo tegumentar da epiderme
(impetigo) e foliculares (foliculite) tratados com terapia antibiotica sistémica com

cefalexina na dose de 30 mg/kg, BID, por via oral.
2.3.1 Critérios de excluséo
Foram excluidos do estudo animais que apresentaram apenas diagndstico

presuntivo de piodermite, animais com doencas sistémicas graves, animais que

apresentaram efeitos adversos graves com a terapia experimental ou que
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apresentaram comorbidades dermatoldgicas e sistémicas que impossibilitaram a

prescricao da terapia proposta.

2.4 Protocolo experimental

2.4.1 Avaliacéo clinica e dermatoldgica

Os animais selecionados para participar do estudo apresentaram piodermite
superficial de ocorréncia natural e foram provenientes do atendimento da Clinica
Veterinaria Escola da PUCPR.

A avaliacdo desses animais incluiu a inspecéo direta do tegumento, nos quais
foram avaliados e registrados o0s aspectos clinicos lesionais caracterizados por
pustulas, crostas melicéricas e colarinhos epidérmicos nos casos de impetigo; e
ericamento piloso, hipotricose/alopecia, pustulas ou papulo-crostas foliculocéntricas,
em casos de foliculite. A distribuicdo topografica lesional foi registrada em mapa
dermografico especifico e todos os dados do exame clinico documentados em

prontuario.

2.4.2 Diagnéstico citologico

Todos os cdes eram submetidos ao exame citolégico, coletado por ruptura e
impressao pustular, ou com fita adesiva transparente a partir de lesdes secundarias,
como as crostas melicéricas e os colarinhos epidérmicos. Apos a colheita, as [aminas
com as respectivas amostras colhetadas foram fixadas e com corante hematolégico
(Panético rapido®, NewProw, Pinhais, Brasil). A presenca de bactérias de aspectos
cocoides extracelulares subsidiou o diagnéstico presuntivo de infec¢do tegumentar e,
quando associado a presencga de ceélulas inflamatérias e cocos intracelulares, a
infeccdo foi confirmada. A auséncia ou escassez de bactérias, células inflamatérias

ou cocos intracelulares n&do excluia o diagnodstico de piodermite.

2.4.3 Cultura bacteriana e antibiograma

Apoés avaliacéo clinica, se realizava o rompimento de pustulas integras com

auxilio de uma agulha estéril (25x5,5mm) e o contetdo purulento era imediatamente
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colhido por swab estéril e acondicionado em meio Stuart (Oxoid®), substrato nao-
nutricional utilizado para conservacéo bacteriana. Na auséncia de pustulas intactas,
foi coletado material de colarinhos epidérmicos, ou crostas melicéricas, por friccdo de
swab umedecido em solucdo salina estéreis. O processamento das amostras foi
realizado no laboratério de Microbiologia da Clinica Veterinaria Escola na Pontificia
Universidade Catolica do Parana.

As culturas foram feitas em Agar Sangue, meio enriquecido com sangue de
cordeiro a 5% e adequado para o crescimento da maior parte das espécies
bacterianas e em Agar MacConkey para bactérias gram negativas.

A cultura nos meios foi realizada em uma capela de fluxo laminar e as placas
inoculadas foram mantidas em estufa a 37°C, por 24 h. Foram consideradas negativas
as culturas nas quais ndo houve crescimento em um periodo de 48 horas.

Apbs o crescimento das colbnias, procedeu-se sua identificacdo baseado na
morfologia, densidade, consisténcia, odor, cor das colbnias e presenca ou nao de
hemolise (alpha, beta ou gamma). Também se considerou para a identificacdo as
caracteristicas tintoriais pela coloracdo de Gram e a micromorfologia como coco,
bacilo ou bastonete, e arranjos. Ainda no processo de identificacéo, as colbnias foram
submetidas a provas enzimaticas (catalase, oxidase e coagulase).

As culturas que resultaram positivas para Staphylococcus spp. foram cultivadas
em Agar com Manitol para a diferenciacdo em Staphylococcus aureus e
Staphylococcus pseudintermedius. Neste meio de cultivo, as colonias de S. aureus e
0 meio ao redor ficam de cor amarelo.

Para realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi utilizada a
técnica de difusdo de discos por meio da avaliacdo dos diametros dos halos de
inibicdo ao redor do disco, medido em milimetros com auxilio de uma régua. A
sensibilidade foi determinada a partir da comparacgéo dos diametros do halo, dividida
em trés categorias: sensivel dose padrao (S), parcialmente sensivel (PS) e resistente
(R) (CSLI, 2018; Mimica et al., 2005).

Para o teste de sensibilidade, foram utilizados antimicrobianos dos seguintes
grupos: 1) penicilinas (amoxicilina com acido clavulanico 30 pg e oxacilina 5 ug), 2)
cefalosporinas (cefalexina 30 pg e cefovecina 30 pg), 3) fluoroquinolonas
(enrofloxacina 5 pg, marbofloxacina 5 pg norfloxacina 10 pg), 4) lincosaminas
(clindamicina 2 pug), 5) macrolideos (eritromicina 15 pg) e 6) tetraciclinas (doxiciclina
30 pg) (Trabulsi et al.,, 2005). Os isolados foram considerados multirresistentes
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guando apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano de trés ou mais
diferentes classes (Magiorakos et al., 2012).

Também foi calculado o indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos
(IRMA) conforme metodologia descrita por Kruperman (1983), sendo este indice
determinado pela relacdo entre o nimero de antimicrobianos que a amostra é
resistente e o numero total de antimicrobianos testados, considerando-se valores
iguais ou superiores a 0,2 como indicativos de resisténcia multipla.

A fim da realizacdo em um Unico momento das provas gendémicas, 0s agentes
isolados em placas agar sangue foram submetidos a procedimento para conservacao
do microrganismo isolado (estoque de cepas). Todos o0s agentes isolados foram
armazenados em eppendorf, mantidos congelados (-1 a -4°C) até completado o

ndmero amostral.

2.4.4 Identificacdo microbiana por MALDI-TOF MS

Para identificacdo de género e espécie dos isolados foi utilizada a técnica
MALDI-TOF MS. As bactérias estocadas foram reisoladas em placas de agar sangue
e mantidas em temperatura de 37°C durante 24h, as quais foram encaminhadas para
o Laboratério de Andlises Clinicas — LANAC para realizagdo de exame de
espectrometria de massa MALDI-TOF para identificacdo de género e espécie dos
isolados.

Para identificacdo dos isolados foi utilizado o equipamento MALDI-TOF Bruker
MALDI Biotyper®. A técnica de “na extragdo de acido férmico do tubo” foi realizada
adicionando uma ou duas coldnias a um tubo de microcentrifuga contendo 300 pl de
agua desionizada de grau HPLC. A suspensdo foi misturada completamente por
pipetagem e 900 pl de etanol absoluto foram adicionados e misturados completamente
novamente. Apds uma centrifugagdo de 2 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e 50 pl de acido férmico a 70% foram adicionados ao sedimento e voértice,
seguido da adicdo de 50 pl de 100% de acetonitrila, seguidos por uma centrifugacéo
de 2 minutos a 13 000 rpm. Um volume de 1 pl de sobrenadante foi adicionado ao
slide alvo e seco a temperatura ambiente, seguido na mais 1 uyl da matriz HCCA
aplicado no ponto da amostra e seco a temperatura ambiente (Lévesque et al., 2015).

Cada microrganismo testado foi manchado duas vezes na mesma lamina alvo.

A medicao foi realizada em um MALDI Biotyper usando as configuracdes sugeridas

31



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

pelo fabricante usando espectros de coleta automatizados. Os espectros capturados
foram analisados usando o controle de automacdo MALDI Biotyper e o software
Bruker Biotyper 3.1 contendo o numero da biblioteca 3995. Para cada execucdo, um
padrdo (padrdo de teste bacteriano, Bruker Daltonics) foi incluido para calibrar o
instrumento e validar a execuc¢éao. Os critérios de identificacdo foram usados conforme
recomendado pelo fabricante: uma pontuagdo =2.000 indicava identificagdo em nivel
de espécie, uma pontuacdo entre 1.700 e 1.999 indicava identificacdo em nivel de
género e uma pontuacdo <1.700 era interpretada como nenhuma identificagdo. Para
as bactérias, se uma boa identificacdo néo foi obtida com a técnica de coldnia direta,
o deposito posterior foi feito com a técnica de extracdo de acido férmico em lamina,

seguida da técnica de extracdo de acido formico em tubo (Lévesque et al., 2015).

2.5 Tratamento experimental

Os tratamentos nos distintos grupos foram realizados das seguintes formas:

Grupo 1: submetidos a tratamento exclusivo com o produto teste a base de
locéo, a cada 12 horas, durante 28 dias. Concomitantemente, banhos o xampu teste
foram realizados a cada trés ou quatro dias, durante 14 dias e, posteriormente, a cada
sete dias, durante os 14 dias restantes.

Grupo 2: submetidos exclusivamente a terapia tdpica antisséptica com xampu
a base de clorexidina a 2% e miconazol a 2,5% (Cloresten®) a cada quatro dias,
durante 14 dias e, posteriormente, a cada sete dias, durante os 14 dias restantes.

Grupo 3: foram tratados exclusivamente com cefalexina oral, na dose de
30mg/kg/BID/VO, durante 28 dias.

Para o tratamento do Grupo 1 foram utilizadas formula¢gbes dermatolégicas em
xampu contendo antimicrobianos naturais (6leo essencial de limao siciliano, peptideos
antimicrobianos e extrato vegetal de lGpulo) e locao (6leo essencial de liméo siciliano,
peptideos antimicrobianos e extrato vegetal de lupulo), fabricados pela empresa
Wesen Green Solutions®. A composicdo exata ndo foi fornecida, devido termo de
confidencialidade.

A aplicacdo dos produtos topicos a base de xampu nos animais foi realizada
manualmente em quantidade suficiente para espalhar por toda a superficie corporea,
massageando suavemente, tomando os devidos cuidados com a regido ocular e oral.

Os responsaveis foram sempre orientados a tosar o animal ou manter o pelo mais
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curto. Para os banhos foi recomendado umedecer completamente toda a pelagem e
pele do paciente com os produtos tépicos, sendo aplicado e distribuido a favor e
contrariamente ao sentido de crescimento dos pelos, para facilitar a disperséo na pele,
deixando agir o produto durante 10 minutos, antes do enxague com agua morna.

O tratamento dos animais do Grupo 2 seguiu 0 mesmo padréo de execucao.

A aplicacdo dos produtos topicos a base locao foi realizada manualmente em
quantidade suficiente para espalhar por todos os locais onde havia lesoes,
massageando suavemente até total disperséo, e tomando os devidos cuidados com a
regido ocular e oral. Os responsaveis foram sempre orientados a nao realizar enxague

apos a utilizacao da locéao.

2.6 AvaliacOes de Eficacia e Seguranca

Todos os cdes com piodermite foram avaliados a cada sete dias, perfazendo
cinco momentos: dia 0, dia 7, dia 14, dia 21, e dia 28.

2.6.1 Andlises de Eficacia

Desde o primeiro momento os animais dos trés grupos foram avaliados por
meio de exame clinico e dermatolégico completo e seus proprietarios foram
guestionados com relacdo ao prurido e a saude geral do paciente. Em seguida foram
instruidos a marcar um valor na escala visual analdgica do prurido (pVAS - Pruritus
Visual Analogue Scale), padronizada por Rybniceck et al. (2009), onde 0 significa
prurido inexistente e 10 significa prurido intenso que impede animal de realizar
atividades fisiologicas (Anexo 2).

A partir da primeira avaliagdo e depois, semanalmente, foram avaliadas a
presenca de papulas, papulo-crostas, pustulas, eritema, hipotricose, alopecia,
colarinhos epidérmicos, crostas melicéricas e escoriacoes. As lesdes dermatologicas
foram registradas e um escore lesional numérico, com variagdo de 0 a 4, modificado
de Solomon et al. (2016), foi estabelecido em cada momento. O escore total de cada
semana era obtido através da somatodria de escores em quatro locais especificos

(regido cranio-cervical, tronco, regiao ventral e membros) (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 Escores lesionais a partir das regides cervical, tronco, superficies

axilares e abdomino- inguinal e membros (modificado de Solomon et al., 2016).

Escore Total de lesdes

0 Sem lesbes

1 1 ab5lesdes

2 5a 10 lesBes

3 10 a 15 lesdes

4 Acima de 15 lesdes

2.6.2 Melhora clinica

A melhora clinica, ao final do tratamento, foi avaliada de acordo com os escores
lesionais em cada momento, associado a avaliacdo da escala pVAS, a qual foi
escoriada como: (a)- sem melhora; (b)- minimizacdo até 50%: regular; (c)-
minimizacdo de 50,1 a 80%: boa (d)- minimizacdo de 80,1- 90%: muito boa e (e)-

minimizacédo do prurido acima de 90%: excelente (Pucheu-Haston et al.,2015).

2.6.3 Analises de Seguranca

Na avaliacdo de seguranca, apés a utilizacdo dos produtos, em cada grupo,
foram avaliados o aparecimento de eritema, eritrodermia, prurido, escoriagoes,
crostas, inquietude, dor, intensificacdo de sinais clinicos, relutancia do animal ao uso,
inducdo de lambedura excessiva, sialorreia, lesdo de mucosas e vomitos apds

ingestao por lambedura.

2.6.4 Efeitos cosméticos e facilidade de aplicacéao

Efeitos cosméticos indesejaveis foram avaliados pelo responsavel ao final do
tratamento a partir da presenca residuos apds o uso, untuosidade da pelagem e
inducdo de odor. Também, foi avaliada a impressao do responsavel em relacdo ao
produto (excelente/muito bom/bom/regular/insatisfatoério).

Quanto a facilidade de aplicacéo, os responsaveis responderam se a aplicagéo

dos produtos topicos foi facil, moderadamente facil, moderadamente dificil ou dificil.

2.7 Anédlise estatistica
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Os dados demograficos dos animais incluidos no estudo, bem como os
resultados dos cultivos microbiolégicos, seus respectivos perfis antimicrobianos e
identificagdo da espécie por meio de MALDI-TOF-MS foram apresentados de forma
descritiva em percentual e média. As variaveis incluidas foram raca, idade, género,
doencas concomitantes, bactérias isoladas em cultivo microbiologico, perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos testados e espécies identificadas.

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para testar a normalidade dos dados da
escala pVAS e escore lesional. Para avaliacdo de eficacia foi realizada analise de
variancia simples (one-way ANOVA), seguido do teste de Tuckey, tendo como variavel
explanatoria o protocolo terapéutico realizado e como variaveis de resposta os dados
ordinais das escalas pVAS e de escore lesional.

Os dados relacionados a perspectiva do responsavel em relagdo a terapia
topica, facilidade de aplicacdo e avaliacdo de seguranca foram apresentados
descritivamente por meio de percentuais.

O software utilizado foi o Graphpad Prism versdo 9, Dotmatics, San Diego,
California, USA, considerando intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia
de 5% (p < 0,05).

3 RESULTADOS

3.1 Dados demogréficos

Dos 45 animais incluidos no estudo, 26 (57,8%) eram fémeas e 19 (42,2%)
eram machos, sendo que a idade dos cédes variou de cinco meses a 14 anos. A idade
média dos pacientes incluidos foi de 6,4 anos.

Com relacdo a raca, dos 45 céaes, 31 (68,88%) eram de raca definida e 14
(31,11%) eram mesticos. Shih tzu foi a raga mais frequente, totalizando 10 animais
(22,22%), seguido da raca Yorkshire Terrier, totalizando 7 cdes (15,5%), Lhasa Apso
e American Bully com 3 (6,66%) e 2 (4,44%) caes, respectivamente. Os dados
demograficos dos animais incluidos em cada grupo de estudo estdo apresentados na
Tabela 2.2

Tabela 2.2 Dados demograficos dos animais incluidos no estudo, sendo Grupo
l:animais submetidos a terapia com antimicrobianos naturais; Grupo 2: animais
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submetidos a terapia com clorexidina e miconazol e Grupo 3: animais submetidos a
terapia com cefalexina oral.
Variavel Grupo 1 (n=15) Grupo 2 (n=15) Grupo 3 (n=15)
Idade (Anos)

Média 4,53 7 7,33
Desvio padréo 3,52 4,22 3,67
Raca
Mesticos 2 (13,33%) 8 (53,33%) 4 (26,6%)
Shih-tzu 3 (20%) 5 (33,33%) 2 (13,33%)
Yorkshire Terrier 1 (6,66%) 2 (13,33%) 4 (26,6%)
Lhasa apso 2 (13,33%) 0 1 (6,66%)
American bully 2 (13,33%) 0 0
Buldogue francés 1 (6,66%) 0 0
Bull terrier 0 0 1 (6,66%)
Maltés 1 (6,66%) 0 0
Labrador 0 0 1 (6,66%)
Pinscher 1 (6,66%) 0 0
Pitbull 1 (6,66%) 0 0
Poodle 0 0 1 (6,66%)
Pug 0 0 1 (6,66%)
Schnauzer 1 (6,66%) 0 0
Sexo
Macho 7 (53,33%) 4 (26,66%) 8 (46,66%)
Fémea 8 (46,66%) 11 (73,33%) 7 (53,33%)
Estado reprodutivo
Castrado 12 (80%) 11 (73,33%) 13 (86,66%)
N&o castrado 3 (20%) 4 (26,66%) 2 (13,33%)

Dos 45 animais incluidos no estudo, 38 (84,44%) ja haviam sido submetidos a
terapia pregressa com antibiéticos sistémicos de diferentes classes para tratamento
de infec¢Bes tegumentares, sendo que, destes, 11 (28,9%) foram tratados com
antibiéticos sistémicos mais de trés vezes nos Ultimos doze meses e apenas sete caes
(15,55%) nado haviam sido submetidos a terapia antibittica sistémica para infeccdes

tegumentares em nenhum outro momento da vida.

3.2 Apresentacéo clinica

Quanto a apresentacdo clinica das lesdes observadas, nos 45 pacientes
incluidos, 32 (71,11%) apresentaram crostas melicéricas, 31 (68,88%) colarinhos
epidérmicos, 16 (35,55%) papulas e 14 (31,11%) hipotricose/alopecia. Pustulas
integras foram observadas em 12 (26,66%) pacientes. A topografia lesional dos 45

pacientes esta apresentada na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Regifes de mais frequente acometimento nos 45 pacientes incluidos no

estudo. Fonte: elaborada pelo autor, 2023.

3.3 Causa de base das piodermites

Doencas alergo-inflamatérias como a dermatite atépica e a hipersensibilidade
alimentar foram as principais causas de base, diagnosticadas em 41 (91,11%) dos 45
cées do estudo. As demais causas de base estabelecidas foram hipercortisolismo
primario (Sindrome de Cushing) em 3 caes (6,66%) e distlrbios priméarios de
gueratinizacdo em 1 cdo (2,22%). Ademais, responsaveis por sete cdes (15,5%)
relataram uso frequente e/ou intermitente de glicocorticoides para controle dos

quadros alérgicos.

3.4 Cultura bacteriana e antibiograma

Em todos os cées incluidos no estudo foi isolada a bactéria Staphylococcus spp
como agente etiolégico associado a piodermite. A sensibilidade estafilocécica aos
antibiéticos testados esta apresentada na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Perfil de sensibilidade a antibioticos dos 45 isolados de Staphylococcus
spp obtidos dos pacientes incluidos no estudo.

Antimicrobiano S (%) PS (%) R (%)
Oxacilina 41 (91,1%) 0 4 (8,9%)
Cefalexina 39 (86,7%) 1 (2,2%) 5(11,1%)
Cefovecina 39 (86,7%) 0 6 (13,3%)
Amoxicilina com clavulanato 39 (86,7%) 0 6 (13,3%)
Doxiciclina 30 (66,7%) 4 (8,9%) 11 (24,4%)
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Marbofloxacina 28 (62,2%) 3 (6,7%) 14 (31,1%)

Norfloxacina 28 (62,2%) 3(6,7%) 14 (31,1%)
Enrofloxacina 25 (55,5%) 6 (13,3%) 14 (31,1%)
Eritromicina 23 (51,1%) 9 (20%) 13 (28,9%)
Clindamicina 19 (42,2%) 11 (24,4%) 15 (33,3%)

S: sensivel, PS: parcialmente sensivel, R: resistente.

3.5 Identificagao microbiana por MALDI-TOF-MS

Dos 45 isolados submetidos a MALDI-TOF MS, 36 (80%) isolados foram
identificados como  Staphylococcus pseudintermedius, 8 (17,77%) como
Staphylococcus schleiferi e 1 (2,22%) como Staphylococcus caprae. O Grafico 2.1
sumariza a frequéncia de isolados de cada espécie.

staphytococeus pseudintermecius - | NINNINANANAAARAMAMARSEI

Staphylococcus schleiferi 8

Staphylococcus caprae |1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Gréfico 2.1 Frequéncia de isolados de espécies de Staphylococcus spp. identificados
pela técnica do MALDI-TOF MS em 45 amostras de cdes com piodermite atendidos
na Clinica Veterinaria Escola — PUCPR (Curitiba, PR).

3.6 Resisténcia estafiloc6cica a antibidticos

Das 45 cepas estafilocOcicas isoladas dos cdes do presente estudo, quatro
(8,88%) eram resistentes a oxacilina, sendo trés no Grupo 1 (75%) e uma no Grupo 3
(25%), e nove (20%) foram classificadas como multirresistentes, sendo trés (33,33%)
do Grupo 1, duas do Grupo 2 (22,22%) e quatro (44,44%) do Grupo 3.

Das quatro cepas resistentes a oxacilina, trés (75%) foram identificadas como
Staphylococcus pseudintermedius e uma (25%) como Staphylococcus schleiferi. Das
nove cepas classificadas como multirresistentes seis (66,66%) foram identificadas
como S. pseudintermedius e trés (33,33%) como S. schleiferi.

O indice de resisténcia multipla as drogas antimicrobianas (IRMA) variou de 0

até 0,9 sendo que 28 (62,22%) dos 45 isolados incluidos apresentaram indice de
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resisténcia multipla superior a 0,2. Os valores médios e de desvio padréo do IRMA

dos diferentes grupos esta apresentado na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Valores médios e desvio padrdo dos indices de resisténcia multipla (IRMA)
as drogas antimicrobianas dos isolados dos diferentes grupos inclusos no estudo.

Grupo 1 (n=15) Grupo 2 (n=15) Grupo 3 (n=15)
IRMA
Média 0,32 0,182 0,212
Desvio padréo 0,23 0,18 0,22

Letras minUsculas representam diferenca significativa no perfil de resisténcia entre os grupos
p<0,05

3.7 Avaliacéo de eficacia

As médias e desvio padrao dos valores de pVAS para cada tempo do estudo
(TO, T7, T14, T21, T28) estdo representados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Médias e desvio padrédo dos valores de pVAS (escala visual anal6gica de
prurido de 0 a 10), dos grupos 1, 2 e 3 dos céaes com piodermite no decorrer dos 28
dias de tratamento, sendo Grupo 1: cdes submetidos a terapia com antimicrobianos
naturais, Grupo 2: cdes submetidos a terapia com clorexidina e miconazol e Grupo 3:

cées submetidos a terapia com cefalexina oral.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tempo Média Dp Média Dp Média Dp
DO 8,133A 1.3 7,873A 1,6 8,834 1,32
D7 5,27b8 1,75 6,673AB 1,68 6,7328 1,22
D14 3,80BC 1,47 6,1328 1,73 5,7328C 1,22
D21 3,47bC 1,51 5,828 1,82 4,6abco 1,12
D28 3,13kC 1,51 5,428 1,45 3,87bD 1,19

Dp: desvio padréo
Letras minasculas representam diferenca significativa na mesma linha e letras mailsculas representam
diferenca significativa na mesma coluna.
p<0,05

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias de prurido no DO
entre os trés grupos. No D7 e D14 de tratamento a meédia de pVAS foi
significativamente inferior (p<0,05) no Grupo 1 quando comparado aos Grupos 2 e 3,

que foram estatisticamente iguais entre si. No D28 ndo houve diferenca estatistica na
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meédia de pVAS no Grupo 1 e Grupo 3, porém, as meédias de pVAS de ambos os
grupos foram estatisticamente inferiores ao Grupo 2. Os dados de comparacao das
médias de pVAS entre grupos estao apresentados no Gréfico 2.2

Nos trés grupos avaliados houve diferenca significativa (p<0,05) entre DO e D28
de tratamento, ou seja, entre comeco e fim de tratamento. No Grupo 1 houve reducao
significativa do prurido do DO ao D7 e do D7 ao D14, porém ndo houve reducao

significativa do prurido entre D14, D21 e D28.
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Grafico 2.2 Comparacéo da distribuicdo linear das médias dos valores de pVAS perante o tempo de
tratamento dos trés grupos estudados considerando intervalo de confiangca (95%). Letras mindasculas

representam diferenca significativa (p<0,05).

As médias, desvio padrdo e dos valores dos escores lesionais para cada
tempo do estudo (TO, T7, T14, T21, T28) estédo representados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6 Médias e desvio padrao dos valores de escore lesional (somatoria do total
de lesbes conforme escala adaptada de Solomon et al., 2016 de 0 a 4) dos grupos 1,2
e 3 dos caes com piodermite superficial no decorrer dos 28 dias de tratamento, sendo
Grupo 1: cdes submetidos a terapia com antimicrobianos naturais, Grupo 2: caes
submetidos a terapia com clorexidina e miconazol e Grupo 3: cdes submetidos a

terapia com cefalexina oral.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Tempo Média Dp Média Dp Média Dp
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DO 3,934 0,26 3,934 0,26 4aA 0

D7 2,9308 0,8 3,2abAB 0,68 3,634 0,51
D14 1,80 1,01 2,638C 0,83 2,238 0,56
D21 0,87bCD 1,13 2acb 0,93 1,130 0,52
D28 0,530 1,25 1,408P 0,99 0,4°P 0,51

Dp: desvio padrao
Letras mindsculas representam diferenca significativa na mesma linha e letras mailsculas representam

diferenca significativa na mesma coluna. p<0,05

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos escores
lesionais no DO entre os trés grupos. No D7 de tratamento houve diferenca significativa
entre Grupo 1 e Grupo 3 (p<0,05), porém ndo houve diferenca estatistica significativa
entre Grupo 2 e Grupo 3. No D14 houve diferenca significativa (p<0,05) entre o Grupo
1 e o Grupo 2, porém, ndo houve diferenca significativa entre as médias dos escores
entre Grupo 1 e 3 e entre Grupo 2 e 3. No D21 e D28 houve diferenca significativa
entre Grupo 2 e os demais grupos, porém, nao foi observada diferenca significativa
entre as médias dos escores do Grupo 1 e Grupo 3, sendo que esses apresentaram
os melhores resultados de reducéao do escore lesional. Os dados de comparagéo das
meédias dos escores lesionais entre grupos estdo apresentados no Gréfico 2.3.

Nos trés grupos avaliados houve diferenca significativa (p<0,05) entre DO e D28
de tratamento, ou seja, entre comeco e fim de tratamento. No Grupo 1 houve reducao
significativa dos escores do DO ao D7 e do D7 ao D14, porém néo houve reducéo
significativa do D14 ao D21 e do D21 ao D28. A involucédo lesional de um dos

pacientes do Grupo 1 no decorrer do tempo esta apresentada na Figura 2.2.
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Grafico 2.3 Comparacgédo da distribuicao linear das médias dos valores de escore lesional perante o

tempo dos trés grupos estudados considerando intervalo de confianca (95%). Letras minudsculas

representam diferenca significativa (p<0,05).

Figura 2.2 Involucgdo lesional de paciente canino com do Grupo 1 submetido a terapia
com antimicrobianos naturais a base de dois banhos semanais durante 14 dias,
posteriormente um banho semanal durante 14 dias e uso de logéo a cada 12 horas no
decorrer do tempo de estudo, sendo a:dia zero, b: dia sete, c: dia 14, d:dia 21. A partir
do 14° dia de tratamento é possivel observar completa resolugéo lesional. Fonte:
autor, 2023.

3.7.1 Melhora clinica

O percentual de melhora clinica, quanto ao parametro de pVAS dos pacientes
dos trés grupos estdo apresentados na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 Percentual de melhora clinica, baseado em escala adaptada de Pucheu-
Haston et al., 2015, quanto ao escore pVAS dos pacientes dos trés grupos estudados,
sendo, Grupo 1: caes submetidos a terapia com antimicrobianos naturais, Grupo 2:
cées submetidos a terapia com clorexidina e miconazol e Grupo 3: cdes submetidos

a terapia com cefalexina oral. 2 e 3.

Sem melhora Regular Boa Muito boa Excelente
Grupo 1 1 (6,6%) 4 (26,6%) 8 (53,3%) 1 (6,6%) 1 (6,6%)
Grupo 2 3 (20%) 10 (66,6%) 2 (13,3%) 0 0
Grupo 3 0 6 (40%) 9 (60%) 0 0

O percentual de melhora clinica, quanto ao parametro de escore lesional dos
pacientes dos trés grupos estao apresentados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 Percentual de melhora clinica, baseado em escala adaptada de Pucheu-
Haston et al.,, 2015, quanto ao escore lesional dos pacientes dos trés grupos
estudados, sendo, Grupo 1: caes submetidos a terapia com antimicrobianos naturais,
Grupo 2: caes submetidos a terapia com clorexidina e miconazol e Grupo 3: cées

submetidos a terapia com cefalexina oral. 2 e 3.

Sem melhora Regular Boa Muito boa Excelente
Grupo 1 1 (6,6%) 1 (6,6%) 1 (6,6%) 0 12 (80%)
Grupo 2 0 8 (53,3%) 5 (33,3%) 0 2 (13,3%)
Grupo 3 6 (40%) 9 (60%)

3.8 Avaliacéo de seguranca

Nado foram registrados o aparecimento de eritema, eritrodermia, prurido,
escoriacdes, crostas, inquietude, dor, intensificacdo de sinais clinicos, relutancia do
animal ao uso, inducdo de lambedura excessiva, sialorreia, lesdo de mucosas e
voOmitos apos ingestao por lambedura em nenhum dos pacientes do Grupo 1 e 2.

Dos 15 pacientes do Grupo 3 foram registrados efeitos gastrintestinais em
quatro (26,66%) deles durante o periodo avaliado, trés (75%) apresentaram émese e
um (25%) émese e diarreia durante o tratamento com cefalexina. As manifestagoes
foram controladas com medicagcdo anti-secretéria e/ou antiemético, ndo sendo

necessario suspender a terapia antimicrobiana.

3.9 Facilidade de aplicacéo, efeitos cosméticos e impressdes dos responsaveis.
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Quanto a facilidade de aplicacéo dos produtos testados nos 15 caes do Grupo
1, 14 (93,33%), os responsaveis pelos animais classificaram a aplicagcdo como facil e
um (6,66%) como moderadamente facil.

Dos 15 pacientes inclusos no Grupo 1, dois (13,33%) responsaveis relataram
oleosidade da pelagem e inducdo de odor durante o uso do produto. Nao foram
relatados residuos ap6s o uso dos produtos. Os dados das impressdes dos
responsaveis em relacdo aos produtos testados no Grupo 1 estdo registrados no
Gréfico 2.4.

12

10

0 |
Insuficiente Bom Muito bom Excelente
Gréafico 2.4 Impressdes dos 15 responsaveis dos cdes com piodermite quando
guestionados em relacdo aos produtos antimicrobianos naturais testados (Grupo 1);
73,33% (n=11) dos responsaveis classificaram o produto como excelente; 13,33%

(n=2) como muito bom; 6,66% (n=1) como bom e 6,66% (n=1) como insuficiente.

4 DISCUSSAO

As piodermites de origens estafilococicas de carater cronico e recorrentes sao
uma das principais razbes para a prescricdo de antimicrobianos em cées (van
Duijkeren et al., 2011; Baker et al., 2012). Tratamentos regulares com antibiéticos
sistémicos aumentam o risco de selec¢do de bactérias resistentes e multirresistentes e
representam um risco de saude publica (Starlander et al.,2014) e, como os cées
ocupam 0s mesmos nichos domiciliares dos seus proprietarios, a transmisséo

bacteriana interespécies de cepas meticilina-resistentes tem sido uma preocupacao
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constante na vigilancia e promoc¢ao da saude coletiva (Soedarmanto et al, 2011;
Starlander et al., 2014).

Na atualidade, a diferenciacao bioquimica classica entre os membros do SIG é
complexa e pode resultar na identificacdo ndo confiavel e insuficiente da espécie
envolvida (Bannoehr et al., 2012; Bond e Loeffler et al., 2012). Outros métodos, como
a Espectrometria de Massas por lonizacdo e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz
(MALDI-TOF MS), tem se demonstrado uma ferramenta poderosa para identificagéo
microbiana inequivoca e rapida, ndo apenas para a rotina laboratorial, mas também
para investigar o impacto e o comportamento zoonaético do S. pseudintermedius no
futuro (Murugaiyan et al., 2014; Nisa et al., 2019).

Onuma et al. 2012 e Viegas et al., 2022 descreveram uma prevaléncia de 76%
no Japdo, e 77% no Brasil, respectivamente, de isolados identificados como
Staphylococcus pseudintermedius em cédes com piodermite. De forma semelhante,
80% dos isolados do presente estudo foram identificados como S. pseudintermedius
por MALDI-TOF-MS. O S. pseudintermedius, componente do grupo SIG
(Staphylococcus intermedius group), é considerado o principal agente causador das
piodermites superficiais em cées, provavelmente pela sua alta especificidade ao
cornedcito canino e por compor o microbioma da superficie tegumentar e juncdes
mucocutaneas destes animais (Fitzgerald et al., 2009; Bannoehr et al., 2012).

O Staphylococcus schleiferi foi a segunda espécie mais frequentemente
observada nos cdes com piodermite neste estudo, semelhante ao observado por
Viegas et al.,, 2022, em um estudo realizado também no Brasil, e superior ao
observado por Kawakami et al., 2010, que identificou 10,5% de isolados da espécie
em caes com piodermite no Japdo. O S. schleiferi raramente € encontrado em
portadores saudaveis (lverson et al., 2015) e € comumente isolado em cées com otite
ou piodermite crdnicas recorrentes e com histérico de exposicdo antimicrobiana
anterior (Kawakami et al., 2010; Cain et al., 2011; Morris et al., 2017).

No presente estudo, dos oito cédes onde foi isolado S. schleiferi, 100% eram
pacientes com dermatite atopica concomitante, destes, seis (75%) possuiam histérico
de exposicéo a antibidticos sistémicos para tratamento tegumentar por trés vezes ou
mais nos ultimos doze meses, corroborando com o documentado por Cain et al., 2011
de que a exposicado antimicrobiana prévia esta relacionada com o isolamento deste

microrganismo.
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Em adicdo, a principal dermatopatia que favoreceu o desenvolvimento das
infeccdes estafilococicas tegumentares no presente estudo foi a dermatite atdpica. A
dermatite atOpica é uma dermatopatia cronica, inflamatoria e pruriginosa, associada a
diminuic&o da barreira fisica epidérmica primaria, e secundaria a estimulos constantes
e hiper-reatividade da resposta Th2 (Fazakerley et al., 2009).

A hiper-reatividade da resposta Th2 favorece a adesdo e proliferacédo
estafilococica na superficie tegumentar, diminuicdo da biodiversidade bacteriana do
microbioma cutaneo e ao desenvolvimento de disbioses (Fazakerley et al., 2009;
Nograles et al.,, 2010), que podem evoluir para infeccdes epidermais e foliculares,
geralmente por agentes oportunistas como o Staphylococcus pseudintermedius e 0 S.
schleiferi, como observado no presente estudo.

Ainda, um dos isolados do presente estudo foi identificado como
Staphylococcus caprae. Isolado pela primeira vez do leite de cabra, mais tarde se
descobriu que este coloniza a pele, unhas e mucosa nasal humana (Seng et al., 2014).
O S. caprae € um microrganismo catalase-positivo, coagulase-negativo que raramente
pode se tornar patogénico em humanos, todavia ja foi documentado em infeccées
Osseas e articulares (Gowda et al.,2018). Em cées, ndo se tem conhecimento de
relatos de isolados deste microrganismo, tanto como componente da microbiota
guanto como agente causador de outras infec¢des, incluindo as tegumentares.

Por se tratar de um microrganismo primordialmente comensal em humanos,
deve-se considerar esta possibilidade como fonte de transmissdo do S. caprae neste
cdo, uma vez gque a transmissdo de microrganismos entre cdo e responsavel e a
transferéncia de genes de resisténcia possui alguns relatos documentados
(Soedarmanto et al., 2011; Lai et al., 2017; Robb et al., 2017). Estudos de S. aureus
isolados de cacadores e seus caes de caca que vivem na mesma casa mostraram
isolados de S. aureus idénticos, bem como resisténcia e padrbes de viruléncia
semelhantes, 0 que pode apontar para uma transmissao unidirecional de humanos
para caes (Silva et al.,2022). Dessa forma, pode-se sugerir que 0 mesmo poderia
ocorrer na transmissao de outras espécies estafilococicas, como o S. caprae de
humanos para seus caes.

Quanto ao perfil de sensibilidade dos isolados, a clindamicina, da classe das
lincosamidas, foi o antimicrobiano com maior indice de resisténcia, observado em 33%
dos isolados. Apesar do ultimo consenso de diagnostico e tratamento das foliculites

bacterianas incluir a clindamicina como um antibiético de primeira escolha (Hillier et
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al., 2014), estudos mais recentes demonstraram que a resisténcia a clindamicina é
maior em caes com histérico prévio de antibioticoterapia (vanDamme et al., 2020), o
que é corroborado no presente estudo. Assim, sugere-se que este antibiético ndo seja
utilizado de forma empirica e somente prescrito quando a suscetibilidade a este for
confirmada.

Os antimicrobianos marbofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina também
demonstraram uma resisténcia de 31% para cada um deles no presente estudo.
Fluoroquinolonas séo atualmente classificadas como segunda linha de escolha para
tratamento das piodermites, de modo que devem ser prescritas apenas quando as
opcOes de primeira escolha néo estiverem disponiveis ou ndo foram eficazes, quando
a terapia topica ndo for apropriada e quando a cultura indicar suscetibilidade (Hillier et
al, 2014; Morris et al., 2017).

No presente estudo o percentual identificado de resisténcia a oxacilina foi de
8,9%. Viegas et al., 2022 em estudo realizado em Minas Gerais no Brasil, identificou
uma prevaléncia de 24,5% de SPRM. Diferentes prevaléncias de SPRM podem variar
entre estudos por influéncia ndo s6 da regido geogréfica, mas também do tipo de
amostra, da populacéo incluida e da metodologia do estudo (Viegas et al., 2022).

Ainda, na grande maioria dos casos de piodermite, a escolha do antibiotico a
ser prescrito € empirica (Botoni et al.,2014). Todavia, devido a natureza secundaria
da infeccao, recorréncias sao comuns principalmente se nao houver controle da causa
primaria (Botoni et al.,2014). Tratamentos continuos ou intermitentes com antibiéticos,
longos periodos de tratamento, posologia inadequada, terapia por tempo insuficiente,
interrupcdo precoce e auséncia de controle da causa primaria tém sido apontados
como fatores de risco para o desenvolvimento da resisténcia a meticilina, ja que os
betalactamicos sdo os farmacos de escolha (Kawakami et al., 2010; Botoni et al.,
2014).

Vale ainda ressaltar que a forma mais precisa de determinacao de resisténcia
a meticilina é através de identificacdo molecular e evidenciagcdo do gene mecA por
PCR, mas poucos laboratorios tém este método disponivel na rotina. O perfil genético
de resisténcia dos isolados néo foi avaliado no presente estudo, portanto, apesar dos
testes de sensibilidade terem demonstrado resisténcia a oxacilina, recomenda-se a
realizacdo destes como procedimento final diagndstico de resisténcia bacteriana
(Coelho et al., 2007; Botoni et al., 2014).
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Das espécies envolvidas nos isolados resistentes a oxacilina, trés eram de
isolados de S. pseudintermedius e um de S. schleiferi. Estes microrganismos, além
do S. aureus, sdo os principais identificados na préatica dermatolégica em cées.
Isolados clinicos das trés espécies comumente expressam resisténcia a oxacilina e a
multiplos farmacos antimicrobianos (Morris et al., 2017).

O uso de produtos naturais para tratar doencas infecciosas comuns € uma das
praticas mais antigas da histéria (Winska et al., 2019). Meroni et al., 2020 demonstrou
a eficacia in vitro dos 6leos essenciais de Melaleuca Alternifolia (arvore do cha) e
Rosaminus Officinalis (alecrim), do gel a base de manuka e do propolis contra 23
cepas de Staphylococcus pseudintermedius isoladas de cdes com piodermite.

Nocera et al., 2020 testaram a atividade antimicrobiana in vitro de 11 dleos
essenciais contra cepas de Staphylococcus pseudintermedius com diferentes perfis
de resisténcia, demonstrando que 0leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(Caneleira-verdadeira), Melissa ocinalis (erva cidreira), Cymbopogon citratus (capim
limdo), e Satureja montana (segurelha-das-montanhas) podem ser promissores
candidatos para uso in vivo contra cepas de Staphylococcus pseudintermedius,
inclusive multirresistentes.

Um dos unicos estudos realizados in vivo com antimicrobianos naturais foi
realizado por Baumer et al., 2019, que utilizou um tratamento topico com o extrato
vegetal W16P576 (extrato aquoso de mistura complexa de plantas comestiveis) que
foi capaz de reduzir escores lesionais em nove beagles de laboratério, com piodermite
desenvolvida por meio da inoculacdo de cepas S. pseudintermedius.

N&o obstante alguns estudos demonstrarem a eficacia in vitro de 6leos
essenciais, extratos vegetais e peptideos antimicrobianos, estudos in vivo em caes
naturalmente infectados por Staphylococcus spp ndo foram ainda documentados,
sendo o presente estudo o primeiro, pelo conhecimento dos autores, a avaliar de
forma critica e in vivo, uma linha antimicrobiana natural contendo 6leos essenciais,
extratos vegetais e peptideos antimicrobianos de forma comparativa com terapias
convencionais.

As dosagens baixas necessarias no uso dessa combinacdo de ativos naturais
permitem minimizar quaisquer efeitos adversos, dando alternativas eficazes ao
tratamento com antibiéticos e antissépticos. Vale a pena notar que essas estratégias
de tratamento sem antibioticos podem ajudar a reduzir a gravidade das infeccoes em

cées por S. pseudintermedius e limitar a colonizagéo posterior, preservando assim
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também a saude dos donos dos animais (Nocera et al., 2020). Além disso, a
resisténcia a antimicrobianos naturais ndo € conhecida (Fadok et al. 2020; Meroni et
al., 2020), o que permite o uso regular destes produtos e os torna recomendaveis para
uso em piodermites de repeticdo, mormente em casos de dermatite atdpica.

O dano irreversivel da parede e membrana celular bacteriana tem sido proposto
como o principal mecanismo de acdo dos 6leos essenciais com propriedades
antimicrobianas, o que leva a uma extruséo citoplasmatica das bactérias, de proteinas
e material nuclear (Sakkas e Papadopoulou et al., 2017; Valdivieso-Ugarte et al.,
2020).

Outro importante componente das formulacfes testadas sdo os peptideos
antimicrobianos. O mecanismo de acdo dessas moléculas consiste na sua insercao
na bicamada lipidica e consequente formacédo de poros na parede celular bacteriana,
0 que permite o extravasamento celular. Além disso, sdo capazes de inibir a sintese
da parede celular, dos acidos nucleicos, dos processos de sintese de proteinas e
outras fun¢des enzimaticas das células-alvo (Ciumac et al., 2019; Corréa et al., 2019).

O extrato de lupulo, outro componente importante das formulagdes testadas,
tem sido demonstrado como um agente antimicrobiano e antibiofilme, eficaz contra
cepas de estafilococos multirresistentes em alguns estudos e apontado como um bom
candidato na prevencdao de infec¢des, particularmente por patégenos Gram-positivos
multirresistentes (Lodovico et al., 2020).

E importante salientar que a linha antimicrobiana testada foi capaz de reduzir
0s escores lesionais e de prurido de forma mais rapida que as terapias convencionais
com clorexidina associada ao miconazol ou com cefalexina oral.

Possivelmente, a atividade antimicrobiana dos principios ativos contidos nas
formulacBes agiram em simbiose, e seu uso direto no sitio da infec¢cdo permitiu uma
resposta mais rapida que as terapias convencionais contra as cepas estafilococicas.
Ressalta-se que resposta mais rapida aumentou a adesao dos responsaveis a terapia
proposta, favorecendo a concluséo dos tratamentos (Hillier et al., 2014).

Trabalhos recentes tém questionado o tempo de tratamento antimicrobiano
anteriormente preconizado, principalmente devido ao aumento da prevaléncia de
Staphylococcus spp resistente a antimicrobianos (Sousa et al., 2022). O tempo de
tratamento atualmente recomendado para impetigo e foliculites em caes € de trés

semanas, com sete dias adicionais apos resolugéo lesional (Hillier et al.,2014). A

49



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

terapia tépica, em conjunto com a terapia sistémica, é capaz de reduzir o quadro
sintbmato-lesional de forma precoce (Loeffler e Lloyd.,2018).

Neste estudo os pacientes do Grupo 3, tratados com cefalexina oral, so
apresentaram resolucao lesional apds quatro semanas de tratamento. Desse modo,
guando realizada terapia sistémica exclusivamente, o tempo de tratamento requerido
é prolongado como preconizado em consenso (Hillier et al.,2014). E possivel que ao
combinar terapia topica a terapia sistémica, o tempo de tratamento seja reduzido como
recomendado por Sousa et al., 2022. Entretanto, o presente estudo ndo combinou as
duas terapias para avaliar o tempo necessario de terapia.

Ao final do tratamento ndo houve diferenca estatistica entre o grupo 1 e grupo
3, sendo que a linha antimicrobiana natural demonstrou eficicia equivalente ao uso
da cefalexina oral, 0 que sugere, como outros estudos demonstraram, que a terapia
topica, isolada, € capaz de resolver infeccbes estafilococicas tegumentares
superficiais (Hillier et al., 2014; Borio et al., 2015). Portanto, o presente estudo, reitera
0 questionado em consenso por Morris et al., 2017 sobre a real necessidade da terapia
sistémica para quadros superficiais.

Ainda, a terapia tépica tem varias vantagens potenciais que incluem altas
concentracdes do principio ativo diretamente no local infectado, menor quantidade de
antimicrobiano necessaria, melhor adesédo do principio ativo a pele, menos efeitos
colaterais sistémicos e potencialmente menor chance de resisténcia antimicrobiana
(Ray et al., 2019).

O uso da clorexidina para tratamento das infeccBes estafilococicas
tegumentares é bastante difundido e comprovado, figurando atualmente como uma
das primeiras opc¢les de terapia tdpica para controle das foliculites bacterianas em
cées (Mueller et al., 2012; Hillier et al., 2014).

O mecanismo de acao da clorexidina consiste em precipitacdo e coagulacao
das proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana em concentragfes elevadas e, em
concentracfes mais baixas, promove alteracdes na integridade da membrana celular,
resultando num extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso
molecular (Kuyyakanond e Quesnel., 1992). Ainda, a frequente atividade sinérgica da
combinacdo de clorexidina e miconazol indica potenciais valores clinicos como
tratamento combinado em cées com piodermite (Clark et al., 2015).

No presente estudo, o tratamento com Xxampu antisséptico a base de

clorexidina e miconazol, apesar de reduzir os escores no decorrer do tratamento, foi
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estatisticamente inferior aos demais em todos os tempos avaliados, e apresentou
reducdo de escores lesionais e de prurido inferior aos outros protocolos ao longo do
tratamento. Além disso, muitos pacientes deste grupo necessitaram de prolongamento
do tempo de uso da clorexidina ou de outras terapias para resolu¢cdo do quadro ao
final do estudo.

Lloyd e Lamport, 1999, demonstraram que um xampu de clorexidina a 2%
apresentou atividade bactericida mais r4pida do que um xampu de 2,5%, de outro
fabricante, sinalizando que concentracbes mais altas nem sempre estdo associadas
a uma melhor atividade antibacteriana e eficacia clinica, e que a formulacdo também
pode influenciar a eficacia (Lloyd e Lamport, 1999; Mueller et al., 2012), 0 mesmo, foi
observado por Kloos et al., 2015, onde, a clorexidina a 2 e 3% inibiram
significativamente o crescimento bacteriano de forma superior a clorexidina a 4%.
Discuta que a matéria prima também pode influenciar a eficacia.

E bem conhecido que altas concentracdes de surfactantes, que estdo contidos
em muitas formulacdes disponiveis comercialmente, podem reduzir a atividade da
clorexidina devido a formacao de ligacdo micelar, o que prejudica a eficacia da
biguanida contra microorganismos (Auslander et al., 1986; Odore et al., 2000). Da
mesma forma que o observado por Lloyd e Lamport, 1999 e Kloos et al., 2015, uma
reducado na atividade da clorexidina testada pode ter ocorrido no presente estudo.

Ainda, Murayama et al., 2010, em estudo comparativo de dois xampus de
clorexidina, a 2 e 4%, evidenciou que a maioria necessitou de antibidticos sistémicos
para resolver a infec¢cdo por completo, demonstrando que, banhos com clorexidina,
apesar de eficazes em resolver a infeccdo podem requerer terapias adicionais para
resolucao do quadro.

Diferentemente do observado por Murayama et al., 2010, Borio et al., 2015
demonstrou equivaléncia na eficacia da clorexidina a 4% com terapia sistémica com
amoxicilina com clavulanato em caes com piodermite, porém, neste estudo, o autor
comparou clorexidina aplicada em forma de banho associado ao uso de lo¢do. No
presente estudo isto ndo foi realizado e talvez para melhorar a atividade
antimicrobiana e eficacia clinica da clorexidina seja interessante associar seu uso em
Xxampus com outras terapias tépicas nos intervalos entre os banhos, como realizado
por Borio et al., 2015 em seu estudo.

Ainda, estudos recentes tém levantado questionamentos sobre a possibilidade

de resisténcia a clorexidina, e, apesar das incongruéncias nas definicbes de
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resisténcia, valores de concentracdo inibitéria minima aumentados de cepas
estafilococicas, contra a clorexidina tém sido documentados (Horner et al., 2012; Van
den Poel et al., 2022). Porém, a relevancia clinica de espécies com suscetibilidade
reduzida a clorexidina ainda é discutivel e mais estudos sdo necessarios (Horner et
al., 2012; Van den Poel et al., 2022).

Apesar da eficacia, 26% dos caes submetidos a terapia com cefalexina oral
apresentaram efeitos adversos gastrintestinais. A tolerabilidade da cefalexina foi
avaliada por Toma et al.,, 2008, oportunidade na qual 15% dos caes avaliados
apresentaram vOmitos ou diarreia durante o tratamento. Manifestacbes
gastrintestinais, como vomito, diarreia ou anorexia sdo comumente associados a
administracdo de cefalexina e se devem, normalmente, a suscetibilidade individual ou
a administracdo sem fornecer alimentacao prévia (Mason and Keitzmann 1999; Toma
et al., 2008).

Além disso, outra desvantagem importante do uso da cefalexina oral € que além
de atuar no tecido alvo, o efeito antimicrobiano pode se propagar em outros sistemas
e 6rgaos, o que pode facilitar a disbiose intestinal e a promocao de resisténcia
bacteriana (Vangay et al 2015). Ainda, a cefalexina demora a atingir concentracées
terapéuticas na pele, exigindo altas doses e tempo longo de terapia sistémica para
infeccdes cutanea (Toma et al., 2008), como demonstrado no presente estudo.

Ademais, acredita-se que a resisténcia aos OEs raramente aconteca. Melo et
al., 2015, demonstraram a capacidade de diferentes cepas bacterianas, incluindo
Staphyloccoccus aureus de desenvolver adaptacdo, e nao resisténcia, apés
exposicao repetitiva a concentracdes subletais desses 6leos essenciais.

Ainda, os trés pacientes do Grupo 1 onde foram isoladas duas cepas de
Staphylococcus pseudintermedius e uma de Staphylococcus schleiferi resistentes a
meticilina apresentaram resolucdo lesional completa no decorrer do tratamento,
enquanto o paciente do Grupo 3, submetido a terapia com cefalexina oral, no qual foi
isolado Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina, apresentou baixa
resposta a terapia e, ap0s 28 dias de tratamento, necessitou de terapia topica
complementar para controle do quadro. O presente estudo pode sugerir, portanto, que
a linha com antimicrobianos naturais testada, tem potencial de utilizacdo para
infeccbes meticilina resistentes, da mesma forma que o observado in vitro por Nocera

et al., 2020, onde os achados obtidos demonstraram uma clara eficacia in vitro de
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alguns OEs testados contra cepas meticilina resistentes, porém estudos com
amostras maiores S80 necessarios.

Pelo exposto, torna-se possivel concluir que a terapia topica antimicrobiana
testada com a formulacdo contendo 6leos essenciais, peptideos antimicrobianos e
extratos vegetais € eficaz e segura para tratamento das piodermites superficiais em
caes, incluindo as infec¢des por Staphylococcus spp meticilina resistentes, revelando-
se como promissores agentes antimicrobianos para controle de piodermites
superficiais em caes e potencial substituto as terapias antibidticas sistémicas ou

antissépticas convencionais.
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CAPITULO 3

CONCLUSAO/ IMPACTO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo permite concluir que caes diagnosticados com piodermite
superficial sdo comumente infectados por Staphylococcus pseudintermedius,
apresentam concomitantemente doencas alergo-inflamatérias como a dermatite
atopica associadas ao quadro, além de historico de uso frequente ou intermitente de
antimicrobianos sistémicos.

Este estudo permite concluir que essa nova linha contendo antimicrobianos
naturais € eficaz, mesmo contra cepas meticilina resistentes, e segura para tratamento
das piodermites superficiais em caes e €, portanto, um promissor agente
antimicrobiano para controle de infec¢Bes estafilocécicas tegumentares em caes e
potencial substituto as terapias antibidticas ou antissépticas convencionais, pois,
demonstrou-se igualmente eficaz a terapia com cefalexina oral e superior a terapia
com xampu a base de clorexidina com miconaozol.

Este estudo impacta diretamente em fornecer aos médicos veterinarios uma
nova opcao terapéutica, disponivel comercialmente, as abordagens convencionais
com antissépticos topicos ou antimicrobianos sistémicos, utilizados com frequéncia na
rotina de pacientes com lesdes tegumentares em um mundo onde a preocupag¢ao com
a resisténcia antimicrobiana € crescente no contexto de saude Unica.

Ainda, outro aspecto muito importante é a seguranca para o uso desse produto
em animais que apresentam recorréncia de piodermite, pois sédo ativos topicos e
considerados como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo Food and Drug
Administration (FDA - EUA).

60



3

N o b~

ANEXOS

Anexo 1: parecer de aprovacédo CEUA.

BEaad

ot T FPountificia Universidade Catolica do Parana

Pro-Reitoria de Pesquisa,

Pos-Graduacio e Inovacio

PUCFR Comiszio de Etica em Pesquisa ne Uso de Animais

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA

TITULD DA PESQUISA

Eficacia & seguranga de antimicrobianos naturais no tratamento da
esporotricose em gatos e piodermite em cies

N° DO FARECER [ VERSAD

02081 — versac |

FPESQUISADOR RESPONSAVEL

Marconi Rodrigues de Farias

[ ESPELIE DU ANIRIAL T IUpLs Tanilians W OE AMIMATS ]

NOME COMUM DO ANIMAL Caes W S51SBID W 58 Spica
[arimn de v )

SEXO | IDADE | PESC Vanados ATIVIDADES Na0 52 3pica
[riTmn e v )

ORIGEM DO ANIMAL CVE GPF TAXONOMICOS | Mo se apica
farimmn e v )

DATA DE INICIO DA PESCGHASA Maio/2021 LOCAL {15} W 58 Spica

riren e wem
DATA DE TERMIND DA PESQUISA Marco 2022 N S15GEN Nao s2 apica

APRESENTAGAQ DO PROJETO

A esporoftricose & uma micese de implantagdo, de carater subagude a
crimico, causada por um fungo saprofita e dimorfico do complexo
Sporothrix schencki, geralmente resfrita ao tecido subcutines e linfatico
adjacente que, eventualments, pode disseminar-se para oufros Grgdos.
Acomete humanos e animais, sendo os gatos os anmais mais acometidos
(Gremido et al., 2015). Nas ditimas décadas, uma espécie criptica derivada
do Sporothriz schenckii spp. o Sporothri brasiliensis, se ftomou mais
adaptado ao tecido de mamiferos e mais virulento, causando infecgies em
gatos geralmente cutineo disseminadas. com alta carga parasitania,
resistente acs antifiingicos em doses convencionais & formou este o
principal responsavel por surtos urbanos de esporotricose animal e humana
{Gremido et al., 2017), sendo sua forma de fransmissdc decorrente
principalmente de mordeduras, amanhaduras ou pelo contato direto com
exsudato de lesdes de gatos infectados (Rodrigues et al, 2013). O
frataments convencional em gatos consiste na administragao de triazolicos
associados ou NAo aos iodetos & cursa com resposta terapeutica moderada
e diversos efeitos colaterais (Gremido et al., 2008). Em adigdo. ha um
nimero Bmitado de medicagbes antifingicas disponiveis no mercado, o
frataments & oneroso e o tempo & prolongade, além de ser um desafio para
os Medicos Veterinarios e tutores o fornecimento diaric de medicamentos
por via oral em gatos (Barros et al. 2004; Gremido et al, 2000). As
nfecgdes bacterianas tegumentares superficiais s3o0 algumas  das
dermatopatias mais frequentes em c3es, geralments causadas pelo
Staphylococcus psevdintermedius (Solomon et al., 2010; Botoni et al.,
2014}, & s& caracterzam pela infecgao da epiderme ou da wnidade pilo-
sebacea, tendo geralmente carater secundario 35 doengas alengo-
nflamatdrias tegumentares, parasitarias, disqueratdticas. displasicas = de
origem endocring.

OBJETIVO DA PESQUISA

Avaliar a eficacia e seguranca de formulas farmaceuticas a base de dleos
essenciais  contendo  antimicrobianocs  naturais  no tratamento da
esporotricose felina e de infecges estafilococicas tegumentares em cdes.
Especificos: - Avaliar eficdcia. a seguranga, o tempo de fratamento,
manuseio & o5 aspectos cosmeticos de formulas farmacéuticas a base de
antimicrobianos naturais, iseladaments e associada ao iraconazol 2 odeto
de potassio, em gatos com lesdes cutdneas fixra ou disseminadas
associadas 3 esporoticose; - Awvaliar eficdcia, a seguranca, o tempo de
frataments, manuseic & o5 aspectos cosméficos das  formulas
farmacéuticas a antmicrobianocs naturais em c3es com mpetigo e
foliculites de origem estafilococica.
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RISCOS E ATITUDES MITIGATORIAS

A presenca de um gato poriador da esporotricose & wm fator de alto msco
para o contagio de ouros animais, humaneos & contaminagio ambiental,
entio serdo ofertadas luvas, mascaras, gomos, & aventais — equipamentos
de prute-ga'u indiwiduais (EPI's). Preferencialmente os produtos testados em
gatos com esporotricose serdo utilizados em uso hospitalar (animais com
esporotricose intemados com ciéncia do tutor no isolaments da clinica
veternaria escola da PUCPR), portanto, somente pessoas treinadas farao
a aplicagdo dos produtos tdpicos. - Pode ocomer senshilidade ou reagdes
alérgicas aos compenentes da formulagio do produto. Todes os eventuais
efeitos adwersos s3o restritos a pele = seus principais sinais sdo
aparecimento de lesdes awermelhadas elevadas (papulas), vermelhidao,
edema e calor no local onde o produte foi aplicado. Essas reagles sdo
ncomuns, principalments porque os produtos 530 formulados, testados &
fornecidos por uma empresa de manipula-g.il:u farmaceutfica com todo o
acompanhamento farmacéutico para formulagdo e manipulagdo dos
produtos, porém, as atiudes mitigatorias para esses riscos serdo: - Para
cdes com piodemite tratados 3 domicilio: orentar o tutor a suspender o
uso dos produtes mediante qualquer alteragdo, iniciar a administragdo de
predniscdona na dese de 0.5 mg'kg uma vez ao dia por via oral & retornar
no dia seguints para al.lalia;:in do pesquisadoriprofessor responsael. - Para
gatos com esporotricose tratados em ambiente hospitalar suspensao do
uso mediante qualquer alteracio & administragdo de dexametasona até
controle do quadro rescional.

COMNSIDERAGOES SOBRE A PESQUISA

Mo ha.

CONSIDERAGOES SOBRE OS5 TERMOS
DE APRESENTAGAD OBRIGATORIA

Todos os termos de apresentagac cbrigatona foram submetidos e estao de
acordo.

RECOMENDAGOES

Mao ha recomendagbes.

CONCLUSCOES OU PENDENCIAS E
LISTA DE INADEQUAGOES

MNada a declarar.

CONSIDERAGOES FINAIS

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a produgdo,
manutencdo efou utlizagdo de animais pertencentes ao flo Chondata,
subfile Vertebrata (excetn homem), para fins de pesquisa cientifica,
enconira-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784/20138 e Decrefo
n® §.808/2008, e com as nomas editadas pelo CONCEA sendo aprovado
pela CEUA - PUCPR em reunido de colegiado. Se houver mudanga do
protocolo o pesquisador deve enviar uma emenda 3 CEUA descrevendo de
forma clara & sucinta, a parte do protocolo 3 ser modificado & as suas
pestificatvas. Se 3 pesquisa, ou pare dels for realzada em oufras
msfituigdes. cabe ac pesquisader ndo iniciar antes de receber a
sutorizagdo formal para a sua realizacdo.

SITUAGAD DD PARECER

APROVADO

CURITIBA, 16 de setembro de 2021

FROF. DR. SERGIO LUIZ ROCHA

Coordenador CEUA-PUCPR

A validade destz documento pode ser confirmada palo e-mall ceua@guens b Informando O nimen do parecer.
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1 Anexo 2 - Escala Visual de Prurido (Rybnicek et al., 2009)
2

0= Coceira extremamente grave / quase continua

== Acoceirando paraindependentemente do que aconteca, até mesmo no consultorio
)= Tutor precisa intervir fisicamente
8§75 Coceira grave /episodios prolongados

s Coceira pode ocorrer a noite (se observada) e também ao comer, brincar, se
7 = exercitar ouao serdistraido com qualquer outra coisa
0 -+ Coceira moderada/episodios regulares

== Coceira pode ocorrer a noite (se observada) mas ndo ocorre ao comer, brincar, se
5 exercitarouao ser distraido por qualquer outra coisa
47 Coceiraleve

- N3o coga ao dormir, comer, brincar, se exercitar ou ao ser distraido por qualquer
3_;.:_ outra coisa
) . . . N
Z# == Coceira muito leve / episodios ocasionais
0 cdo tem uma coceira levemente maior do que ja tinha antes do problema
| £ dermatolagico
== C3osem coceira - Eundo acho que a coceira seja um problema

w
=



