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Resumo: Objetivou-se avaliar a eficiéncia de trés solucdes otoldgicas a base de extratos vegetais e
adjuvantes no tratamento da otite externa canina. Foram desenvolvidas trés diferentes solu¢des oto-
I6égicas 1003 composta por extratos etandlicos de Triticum aestivum, Bixa orellana e Tris-EDTA,1004
composta por extratos etandlicos de Triticum aestivum, Bixa orellana e n-acetilcisteina, 1005 composta
por Triticum aestivum, Bixa orellana, n-acetilcisteina e Tris-EDTA, como grupo controle foi utilizado pro-
duto comercial. Para o estudo foram selecionados 64 cdes diagnosticados com otite externa, os quais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos e todos os animais foram tratados durante sete
dias. Durante o exame otolégico realizado nos dias DO, D3 e D7, foram considerados os sinais clinicos
de otalgia, prurido, odor, eritema e quantidade de cerimen. Foram coletadas amostras para cultura
bacteriana, fungica e citologia antes e apds os tratamentos. Apds a avaliagdo, cada sinal clinico rece-
beu uma pontuacao em escore de 0 a 3, o qual 0 era considerado ausente e 3 a forma mais grave de
aparecimento, a partir desta pontuacao foi gerado um somatério por animal e por grupo durante cada
dia de avaliacdo. No final do tratamento, todos compostos avaliados foram eficazes para a reducdo
dos sinais clinicos e microrganismos envolvidos em casos de otite externa canina.

Palavras-chave: adjuvantes; extratos vegetais; otopatia; trigo; urucum

Abstract: The objective was to evaluate the efficiency of three otological solutions based on plant
extracts and adjuvants in treating canine otitis externa. Three different ear solutions were developed,
composed of ethanolic extracts of Triticum aestivum, Bixa orellana, and Tris-EDTA, 1004, consisting
of ethanolic extracts of Triticum aestivum, Bixa orellana, and n-acetylcysteine, 1005 composed of
Triticum aestivum, Bixa orellana, n-acetylcysteine, and Tris-EDTA, as a control group a commercial
product was used. The study used 64 dogs with clinical signs of external otitis. They were randomly
divided into four groups, and all animals were treated once a day for seven days. During the otological
examination carried out on days DO, D3, and D7, clinical signs of otalgia, pruritus, odor, erythema,
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and amount of cerumen were evaluated. Samples were collected for bacterial and fungal culture and
cytology before and after treatments. After the evaluation, each clinical sign received a score from 0
to 3, of which 0 was considered absent, and 3 was the most severe form of manifestation; from this
evaluation, a sum was generated per animal and group during each evaluation day. At the end of
treatment, all evaluated compounds effectively reduced clinical signs and microorganisms involved in
cases of canine external otitis.

Keywords: adjuvants; plant extracts; otopathy; wheat; annatto

1. Introducgao

As otites externas em cdes podem se apresentar como cronicas e recidivantes. Muitas
vezes a fase inicial da otite, com sinais clinicos mais brandos, pode passar despercebida pelo
tutor, o que determina a progressao e evolucdo da doenca. A terapia topica é a mais indicada
e a mais utilizada nos quadros de otite externa. Nesse sentido é dificil encontrar produtos
dentro do mercado veterinario que ndo sejam uma associacao de antibioticos, antifungicos e
glicocorticdides, dificultando a escolha com base em analises citolégicas e clinicas, obrigando
a utilizacao dessa combinacdo de compostos mesmo quando seu uso € desnecessario esti-
mulando assim a resisténcia microbiana e o uso desnecessario de glicocorticoides®™.

O tratamento tépico frequente com o uso de antibidticos tem gerado preocupacdo de-
vido aos casos frequentes de resisténcia bacteriana de diversas cepas comumente isoladas
de pacientes caninos com otite externa. O uso prudente de antimicrobianos é importante do
ponto de vista da saude publica, considerando que bactérias ou genes de resisténcia podem
ser transmitidos aos humanos®.

A otite externa canina € considerada uma das principais afec¢des dentro da dermato-
logia veterinaria, sendo caracterizada pela inflamacdo do conduto auditivo externo, ocasio-
nando sinais clinicos agudos como otalgia, odor, eritema, prurido e otorréia, podendo evoluir
para manifestacdes crénicas como hiperqueratose, hiperpigmentacao e estenose®.

Possui origem multifatorial, apresentando fatores predisponentes, primarios e perpe-
tuantes. Os fatores predisponentes sdo responsaveis por aumentar a predisposicdo em desen-
volver o quadro, como a raca, condutos auditivos com presenca de pelos, morfologia pendular
e distribuicdo de glandulas sebaceas. Os fatores primarios sao responsaveis por efetivamente
causar a otite, dentre as causas mais frequentes encontram-se doencas alérgicas, como a ato-
pia, alergia alimentar e Dermatite Alérgica a Picada de Ectoparasitas (DAPE), doencas enddcri-
nas e doencas imunomediadas. Os fatores perpetuantes sdo responsaveis pela severidade do
quadro e o insucesso na terapia dentre eles os mais frequentes sao a levedura Malassezia pa-
chydermatis, bactérias cocos gram positivas como Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
aureus e gram negativas como Pseudomonas spp e Proteus spp®.

Tendo em vista a prevencao da resisténcia microbiana, buscam-se alternativas para evi-
tar o uso de antibidticos e antifungicos convencionais em casos leves e/ou iniciais de otite
externa. Nesse contexto, esse trabalho objetivou avaliar o efeito de trés soluc¢des otoldgicas
com extratos vegetais e adjuvantes (Tris-EDTA e/ou N-acetilcisteina) no tratamento de casos
clinicos de otite externa canina, naturalmente adquirida.
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2. Metodologia e métodos

2.1. Obtencao dos extratos vegetais

Para a elaboracao dos produtos foram utilizados os extratos etandlicos na concentracao
de 50mg/mL das plantas Bixa orellana (Urucum) e Triticum aestivum (Trigo). As sementes in
natura das plantas foram obtidas comercialmente da empresa Linea Verde Alimentos Ltda, a
qual possui certificacdo de origem. Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas e
pesadas (25g), sendo acondicionadas em um baldo de Erlenmeyer, junto da adi¢do de 500 ml
de Etanol PA ao baldo. Logo depois, a mistura foi filtrada e levada a cuba ultrassoénica digital
Unique sendo sonificada por 30 minutos. Ao final da extracdo o baldo foi levado ao rotae-
vaporador para remogdo do solvente, depois, o extrato foi armazenado em frasco ambar e
refrigerado a uma temperatura entre 2°C e 4°C até sua utilizacao.

2.2. Formulacdo das solucdes otoldgicas

As solucdes otoldgicas foram preparadas a partir dos extratos etandélicos de urucum e
trigo (50mg/mL), sendo a primeira solucdo denominada 1003, composta pelos extratos eta-
nolicos acrescidas de Tris-EDTA, Polietilenoglicol(PEG) 400 e PEG 4000, a segunda denomina-
da 1004, composta pelos mesmos extratos etandlicos N-Acetilcisteina, PEG 400 e PEG 4000. A
ultima solucao 1005, composta pelos extratos etandlicos acrescidos da combinacao de Tris-
EDTA, N-acetilcisteina, PEG 400 e PEG 4000. Os produtos estao em processo de reivindicacdo
de patente com depdsito no INPI.

2.3. Estudo em caes com otite naturalmente desenvolvida

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica para Experimentacdo Animal (CEEA
23110.051174/2019.15). Para o experimento foram selecionados 64 caes resgatados e alo-
cados em uma ONG no municipio de Capao do Ledo - RS. Para a inclusdo no estudo foram
analisados a presenca de pelo menos trés dos seguintes sinais clinicos compativeis com otite
externa canina: eritema, exsudato, prurido, otalgia, edema, odor e erosdo/ulcera. Neste es-
tudo, nao foi possivel identificar a causa primaria de cada caso avaliado. Foram realizadas
avalia¢des por videoendoscopia de todos animais, sendo excluidos do estudo caes com pre-
senca de nddulos ou massas no do conduto auditivo e fémeas prenhas.

Para o tratamento os cdes foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, Grupo
1003 (Extratos etandlicos de urucum, trigo e Tris-EDTA), Grupo 1004 (Extratos etandlicos de
urucum, trigo e N-Acetilcisteina), Grupo 1005 (Extratos etandlicos de urucum e trigo, Tris-
EDTA e N-acetilcisteina) e Grupo Controle positivo, produto comercial a base de clotrimazol,
sulfato de gentamicina e valerato de betametasona, Os avaliadores desconheciam qual era
o produto utilizado para o tratamento. Os animais foram tratados uma vez a cada 24 horas,
durante 7 dias, primeiramente a orelha e a parte externa do conduto auditivo foi higienizada
com auxilio de gaze com o respectivo tratamento. Apds foi instilado no conduto auditivo o
respectivo produto na seguinte dosagem: 4 gotas para o tratamento de cdes com menos de
15 kg e 8 gotas para cdes com mais de 15 kg
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Os animais foram avaliados nos dias 0, 3 e 7 de tratamento pelo mesmo avaliador, atra-
vés da inspec¢do do conduto auditivo e videoendoscopia utilizando o aparelho Vetcam, sendo
considerados os sinais clinicos (eritema, exsudato, otalgia, odor, prurido, edema, erosao/ul-
cera). Cada sinal clinico avaliado recebeu uma pontuac¢ao de 0 a 3. Considerando zero como
ausente, 1 como leve, 2 como moderado e 3 como intenso. Ja os sinais de erosdo/ulcera por
serem sintomas mais graves, foram classificados como ausente (0) ou presente (2). Apds a
avaliacdo de cada cdo, foi realizado um somatoério dos sinais clinicos por grupo para a com-
parac¢do estatistica. Antes (dia 0) e ap0s (dia 7) o tratamento, foram coletadas amostras com
swab estéril introduzido na porcdo vertical do conduto auditivo externo, para cultura bacte-
riana, cultura fungica e analise citoldgica. Para as culturas bacterianas e fungicas os swabs
foram acomodados em tubos com meio de transporte Stuart e encaminhados até o labora-
torio para cultura e identificacao.

2.4. Analise citologica

Para analise citoldgica os swabs contendo as amostras de cerumen foram rolados em
lamina de vidro e corados com pandtico rapido e posteriormente analisado em microscépio
em aumento de 1000x. Para a leitura dessas laminas foram considerados 5 campos microsco-
picos e quantificadas a presenca de cocos, bacilos e da levedura M. pachydermatis. Ao final da
contagem foi realizada a média dos 5 campos analisados em cada lamina avaliada. Também
foi utilizada uma escala citoldgica semiquantitativa de acordo com Budach & Mueller (2012)°
descrita na tabela 1, para a avaliacdo de microrganismos e células inflamatdrias presentes,
sendo classificados em uma escala de 0 a 4 de acordo com a quantidade visualizada.

Tabela 1. Analise citoldgica semiquantitativa utilizada em cdes com otite externa

Classificacao Descricdo
0 Sem bactérias/leveduras/células inflamatérias
1 Bactérias/leveduras/células inflamatérias presentes ocasionalmente
2 Menos de 5 microrganismos por campo
3 5-50 microrganismos por campo
4 Mais de 50 microrganismos por campo

2.5. Atividade antimicrobiana

Para a cultura fungica, as amostras foram semeadas em placas de agar Sabouraud
acrescidas de cloranfenicol, armazenadas em estufa microbioldgica a 37°C por 48 horas, e
em seguida feita a citologia das colonias que cresceram. Para o isolamento bacteriano, as
amostras foram semeadas em agar sangue e agar MacConkey, e armazenadas em estufa
microbioldgica a 25°C. Por fim, foi realizada coloracao de Gram das col6nias que cresceram,
provas de catalase, coagulase e peroxidase, e também provas bioquimicas de acordo com a
necessidade, para a identificacao de cada microrganismo.
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2.6. Andlise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o pacote estatistico SPSS ® 20.0, considerando
um nivel minimo de significancia de 95%. Todos os grupos foram comparados entre si uti-
lizando o teste de Kruskal-Wallis. Para a comparacdo entre os dias de coleta foi utilizado o
teste de Friedman. Para as culturas microbiolégicas foi utilizado o teste de Mcnemar para a
comparagdo entre as coletas e o teste de Qui-quadrado para a comparag¢do entre 0s grupos.
A citologia foi comparada entre as coletas através do teste de Wilcoxon e entre os grupos
pelo teste de Kruskal-wallis.

3. Resultados e discussao

Os animais avaliados neste estudo foram classificados de acordo com escore de sinais
clinicos, ja que por se tratar de um experimento clinico com animais naturalmente acometi-
dos e a otite externa ser multifatorial com diferentes manifestac¢des clinicas e diversos agen-
tes, ndo sendo assim, possivel padronizar todos esses critérios dentro de um grupo.

Os resultados nos indicaram que o produto 1005 apresentou melhor eficacia que os
demais na redugdo dos sinais clinicos de otite externa. No teste de Kruskal-wallis todos os
grupos apresentaram melhora em relacao a intensidade dos sinais clinicos. Entretanto, o
grupo tratado com o produto 1005, foi 0 que mais reduziu os sinais clinicos ao fim do tra-
tamento, apresentando diferenca estatistica (p= 0,03) dos demais grupos. Através do tes-
te de Friedman foi possivel avaliar que todos os grupos apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05) entre o inicio e o fim do periodo experimental, demonstrando que todos os animais
tratados melhoraram durante o tratamento (Figura 1).

Somatorio dos sinais clinicos
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Figura 1. Demonstracdao do somatério dos sinais clinicos e diferencgas estatisticas das analises

clinicas realizadas dos caes tratados com os produtos 1003, 1004, 1005 e grupo controle. O simbolo
(*) representa a diferenca estatistica entre os grupos avaliados.

Quanto aos sinais clinicos especificos, assim como o somatério, diminuiram progres-
sivamente, porém, observou-se que o prurido ndo apresentou diferenca estatistica entre
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0s grupos. Ja para o odor (p<0,05) e exsudato (p<0,05) notou-se uma melhora significativa
do grupo 1005 em comparacao aos demais grupos testados (Figura 2). Os sinais clinicos de
edema, erosdo e ulcera, por serem menos frequentes e envolvidos em quadros mais gra-
ves de otite, estavam presentes em um pequeno numero de orelhas, os quais reduziram
progressivamente com todos os tratamentos testados, portanto, nao foi possivel fazer uma

comparagdo entre 0s grupos.
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Figura 2 Demonstra¢ao do somatério dos sinais clinicos a) Prurido, b) Eritema, c) Odor e d) Exsudato,
dos grupos tratados com os produtos 1003, 1004, 1005 e grupo controle. As letras representam as
diferencas estatisticas entre as coletas e o simbolo (*) representam a diferenca estatistica entre
0s grupos.

A reducdo dos sinais clinicos pode estar relacionada a a¢do dos extratos vegetais, 0s
quais sao potencializados pela acao dos adjuvantes. Os extratos oriundos das plantas de
urucum e trigo sdo conhecidos por possuirem acdo cicatricial, sendo assim, demonstraram
eficiéncia na cicatrizacao de feridas®. A acao do extrato aquoso de trigo a 25%, em outro es-
tudo, foi responsavel por reduzir os parametros clinicos e microbiolégicos da otite externa,
tornando-se uma opg¢ao promissora’. O urucum (Bixa orellana) frequentemente utilizado na
medicina popular, apresenta propriedades pro-inflamatérias as quais recrutam células de
defesa para o local da inflamacdo e consequentemente, através da resposta do organismo,
melhoram os sinais clinicos. Além disso é conhecido por acelerar a formacao de crostas e o
processo cicatricial, possivelmente devido a alta concentracdes de acidos graxos, como 0s
acidos oleicos e linoleicos?, os quais também foram encontrados em nossa analise croma-
tografica. Outras composic¢des utilizando a combinagdo de extratos de urucum e trigo ja se
mostraram promissoras, sendo capaz de reduzir sinais clinicos de otite externa canina’®

©@®
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O potencial antimicrobiano foi avaliado frente aos isolados da levedura M. pachyderma-
tis e as bactérias Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus coagulase negativa, Proteus sp.,
Enterobacter sp., Bacillus sp, Streptococcus sp e polibactérias (Figuras 3 e 4). A levedura M. pa-
chydermatis foi isolada em todos os grupos e demonstrou susceptibilidade a todos produtos
testados, sendo demonstrado pelo teste de McNemar. Através do teste de Qui-quadrado
observou-se que ndo houve diferenca entre as coletas e os grupos de tratamento, demons-
trando que todos os tratamentos foram efetivos sem ter diferenca entre os grupos.

Isolamento de Malassezia pachydermatis
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Figura 3 Demonstracao dos isolamentos e resposta ao tratamento dos diferentes grupos teste e
controle, frente a levedura Malassezia pachydermatis isoladas de cdes com otite externa. O simbolo
(*) demonstra a diferenca estatistica entre o inicio (D0) e fim do tratamento (D7).
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Figura 4 Demonstracao dos isolamentos e resposta ao tratamento dos diferentes grupos teste e
controle, frente a bactérias isoladas de caes com otite externa. O simbolo (*) demonstra a diferenca
estatistica entre o inicio e fim do tratamento.
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Nos isolamentos bacterianos os grupos 1003, 1004 e controle demonstraram diferenca
estatistica entre o periodo antes e apds o término do tratamento, diminuindo o nimero de
bactérias isoladas. Ja o grupo 1005 nao demonstrou diferenca significativa no nimero de iso-
lados, possivelmente devido ao menor nimero de isolados obtidos antes do inicio do trata-
mento, podendo também justificar a melhor reducdo dos sinais clinicos neste grupo (Figura 4).

Para as duas avaliacdes citologicas foi utilizado o teste estatistico de Wilcoxon para a
comparacado entre as coletas e o teste de Kruskal-wallis para a comparacdo entre os grupos.
De acordo com a Figura 5, foi observado que a microbiota predominante foi composta por
bactérias com morfologia de cocos, seguido pela levedura Malassezia sp., e menos predomi-
nantemente bactérias com morfologia de bacilos. Todos os grupos testados apresentaram
diferenca estatistica entre o inicio e o fim do tratamento, demonstrando que a carga micro-
biana reduziu em todos os grupos (Figura 5). Quanto a diferenca entre os grupos testados
houve diferenca estatistica no Dia 0 entre o grupo 1003 e 1005, e entre 1005 e controle, essa
mesma diferenca foi mantida ao final do tratamento no Dia 7, ndo demonstrando assim
diferenca na eficiéncia dos tratamentos testados. Através da escala semi quantitativa, foi
possivel avaliar que todos os grupos testados diminuiram a quantidade de microrganismos
durante o tratamento, ndo diferindo entre eles (Figura 6).
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Figura 5 Demonstracdo da média de microrganismos cocos, bacilos e leveduras Malassezia sp.,
avaliados nas amostras citolégicas de caes com otite externa canina, tratados com os produtos
teste (LFCO 1003, 1004, 1005 e controle), o simbolo (*) demonstra a diferenca estatistica entre
as coletas.
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Avaliacado citologica semiquantitativa
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Figura 6 Demonstracao da analise citolégica semiquantitativa de cdes com otite externa tratados
com os grupos teste e grupo controle. As barras empilhadas demonstram o nimero de canais
auditivos com diferentes pontuacdes.

Assim como possui agado cicatricial, os extratos que compdem nossos produtos também
apresentaram acao antifungica a leveduras Candida albicans'® e acdao antibacteriana frente a
bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus spp e Staphylococcus aureus™.

Além da utilizagdo dos extratos vegetais de Bixa orellana e Triticum aestivum, Nosso
produto apresenta em sua formulacdo o uso dos adjuvantes N-Acetilcisteina e Tris-EDTA.
Os adjuvantes sdo utilizados com a finalidade de aumentar a eficiéncia dos agentes micro-
bianos através de diferentes mecanismos, como inibidores de enzimas que inativam anti-
bidticos, inibidores de bomba de efluxo, permeabilizadores de membrana bacteriana, dis-
persores de biofilmes, inibidores de elementos de resisténcia a antibioticos e inibidores de
vias fisioldgicas celulares de bactérias. O uso dos adjuvantes Tris-EDTA, EDTA dissddico e
N-Acetilcisteina foram eficientes frente a cepas de patégenos o6ticos como Malassezia pa-
chydermatis, Staphylococcus pseudintermedius, B-hemolitico, Streptococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa e Proteus mirabilis'

Nossa composicdo se diferencia de outros produtos otoldgicos pois apresenta principios
ativos que tém eficacia na inibicdo microbiana e na resolu¢ao do quadro inflamatério da oti-
te. Os extratos de trigo e de urucum demonstram potencial antibacteriano e antifungico e os
farmacos n-acetilcisteina e Tris-EDTA presentes na solucdo otoldgica sao responsaveis por
agirem como solventes do cerimen, além de atuarem por diferentes vias facilitando a acao
dos antimicrobianos. Assim acreditamos que dessa forma esses farmacos potencializam a
acao dos extratos vegetais de urucum e trigo.
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Por se tratar de um estudo clinico, ndo foi possivel equiparar os grupos em todos os
critérios no inicio do tratamento, apresentando um viés na analise estatistica da reducao mi-
crobiana, ja que nem todos 0s grupos apresentavam os mesmos microrganismos envolvidos
por se tratarem de otites naturalmente desenvolvidas.

4. Conclusao

Os compostos 1003, 1004 e 1005 foram eficazes para a reducao dos sinais clinicos e na
quantidade de microrganismos envolvidos em casos de otite externa canina, demonstrando
eficiéncia equiparada com um produto comercial. As solu¢des desenvolvidas neste estudo
sdo um tratamento vidvel para casos de otites leves ou iniciais.
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