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RESUMO

Na rotina da pratica veterinria os problemas dermatolégicos estdo entre os
mais importantes na clinica de pequenos animais. A otite externa é uma
patologia comumente observada em cées e gatos encaminhados a clinica
veterinaria. Os micro-organismos mais comumente relacionados a essa
patologia s&o Malassezia pachydermatis, Staphylococcus aureus, S.
pseudintermedius e Pseudomonas aeruginosa. Os inuUmeros relatos de micro-
organismos multirresistentes, assim como cepas de grande importancia, como
S. aureus e S. pseudintermedius resistentes a meticilina, e também a
capacidade desses micro-organismos se organizarem na forma de biofilmes,
justificam a necessidade da descoberta de compostos com atividade
antimicrobiana. Ensaios com extratos de plantas, Hibiscus sabdariffa (EbHSs) e
Capsicum baccatum var. pendulum, foram realizados em meio liquido para
avaliar a atividade antimicrobiana, assim como sua concentracdo inibitéria
minima, confirmado por plagueamento em meio sélido. Testes com novas
formulacbes de substancias sintéticas conhecidas como heteropoliacidos
(HPAs) foram conduzidos em meio liquido para avaliar o crescimento dos
micro-organismos medidos através da densidade Optica. Para M.
pachydermatis a CIM de EbHs foi de 3,15mg/mL, e contra bactérias foi de
5,3mg/mL. Para a levedura, os extratos de C. baccatum apresentaram CIM de
20mg/mL, e para as bactérias, a maxima concentracdo disponivel (25mg/mL)
ndo apresentou atividade inibitéria. Os tratamentos indicam grande potencial de
trés HPAs, AQ4SiW1,04], Ag3[PM012040], Ags3[PW1,04]. Na analise por
microscopia 6tica de fluorescéncia, com SYTOX® Green, foi observado que
todos os compostos que apresentaram atividade foram capazes de permear a
membrana celular, permitindo que o corante penetrasse na célula. Na andlise
por microscopia eletronica de varredura foi observado que todos os compostos
que apresentaram atividade impediram a formagdo de biofiilme em M.
pachydermatis, S. aureus e S. pseudintermedius. Em P. aeruginosa apenas o
HPA AQ4[SiW1,04] foi capaz de impedir a formagdo do biofilme. Na
microscopia eletronica de transmisséo foi observado diversas alteragdes nas
células apds os tratamentos, principalmente sobre a parede celular, que na
maioria dos tratamentos se encontrava rompida. Portanto, os resultados
obtidos revelam o grande potencial do EbHs e dos HPAs sobre M.
pachydermatis, S. aureus, S. pseudintermedius e P. aeruginosa; e dos extratos
de C. baccatum sobre M. pachydermatis.

Palavras-chave: zoonoses, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Malassezia pachydermatis, microscopia
eletronica, biofilme.
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ABSTRACT

In veterinary practice routine skin problems are among the most important in
small animal clinic. External otitis is a condition commonly seen in dogs and
cats referred to the veterinary clinic. The microorganisms most commonly
associated with this pathology are Malassezia pachydermatis, Staphylococcus
aureus, S. pseudintermedius and Pseudomonas aeruginosa. The numerous
reports of multidrug-resistant microorganisms and strains of importance such as
methicillin resistant S. aureus and S. pseudintermedius, together with their
ability to produce biofilms, justify the need for the discovery of compounds with
antimicrobial activity. Trials with plant extracts, Hibiscus sabdariffa (EbHs) and
Capsicum baccatum var. pendulum, were performed in liquid medium to
evaluate the antimicrobial activity as well as minimal inhibitory concentration
confirmed by solid medium culture. Tests with new formulations of synthetic
molecules known as heteropolyacids (HPAs) have been conducted in a liquid
medium to assess the growth of microorganisms measured by optical density.
To M. pachydermatis EbHs the MIC was 3,15mg/mL, and against bacteria
5,3mg/mL. For yeast extracts C. baccatum showed MIC 20mg/mL, for bacteria
the maximum concentration available (25mg/mL) showed no inhibitory activity.
Treatments indicate great potential of three HPAs AQ4[SiW1,04q],
Ag3[PMo012040], and Ags[PW12040]. Analysis by fluorescence optical microscopy
with SYTOX ® Green, we observed that all compounds that showed activity
were able to permeate the cell membrane, permeation of active compounds.
Analysis by scanning electron microscopy results showed that all compounds
presented activity preventing biofilm formation in M. pachydermatis, S. aureus
and S. pseudintermedius. Differently, in P. aeruginosa only the HPA
Ag4[SiW1,040] was able to prevent biofilm formation. Images of transmission
electron microscopy showed several changes on treated cells, where most
treatments were able to rupture cell wall and cytoplasm disorder. Therefore, the
results show the great potential of EbHs and HPAs on M. pachydermatis, S.
aureus, S. pseudintermedius and P. aeruginosa, and extracts of C. baccatum
on M. pachydermatis.

Keywords: zoonosis, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Malassezia pachydermatis, electron
microscopy, biofilm.
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1. INTRODUCAO

Na clinica de pequenos animais, as otites constituem um dos principais
motivos de consultas a médicos veterinarios. As frequéncias de apresentacdo
em cédes variam de 4,8 a 16,5%, porém a incidéncia de otite externa detectada
durante o exame clinico destes cdes aumenta para 16 a 25%, estando
presente em animais apresentados ao clinico também com outras patologias
(GRONO, 1984; HARVEY et al., 2004).

Sabe-se que a microbiota normal do conduto auditivo externo canino,
constituida por Staphylococcus sp, Bacillus sp e Malassezia pachydermatis,
altera-se em otopatas (AUGUST, 1993). No céo otopata, Staphylococcus
pseudintermedius € a principal bactéria isolada, seguida por Staphylococcus
aureus (COLE et al., 1998; LILENBAUM et al., 2000). J& M. pachydermatis é
uma levedura isolada de meato acustico externo higido assim como inflamado,
pois prolifera quando o ambiente do meato acustico sofre alteragbes que
permitem o seu desenvolvimento seletivo (HARVEY et al., 2004). Dentre os
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, os diferentes géneros de
Pseudomonas sdo os mais frequentemente isolados na otite externa (NOBRE
et al., 2001; GINEL et al., 2002), destacando-se a espécie P. aeruginosa.

Atualmente a medicina moderna esta se deparando com o crescimento
de infecgdes relacionadas aos biofilmes, definidos como comunidades
microbianas durdveis embebidas em uma matriz polissacaridea (COSTERTON
et al, 1995). As bactérias ndo estdo sozinhas na formacao de biofilmes, pois os
fungos também o formam ou dele participam, sendo altamente resistente aos
antifangicos (RAMAGE et al., 2005). Assim sendo, a formagé&o de biofilme pode
ser um fator importante na etiologia da otite e suas complicagdes (POST, 2001;
EHRLICH et al., 2002; FERGIE et al., 2004).

Um dos principais desafios do tratamento das otites caninas consiste em
evitar sua cronicidade, que comumente se desenvolve devido ao uso empirico
de antibacterianos e antifungicos (DICKSON; LOVE, 1983; DIECKMANN et al.,
1996). A inflamagédo crbnica do canal auditivo leva ao desenvolvimento de
fatores perpetuadores da otite, os quais podem causar o fracasso da terapia
(MURPHY, 2001). Além disso, o tratamento é prolongado e, se mal

empregado, pode favorecer a resisténcia microbiana.
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Apesar da alta tecnologia e investimentos das inddstrias farmacéuticas
na producdo de antimicrobianos cada vez mais potentes, € crescente a
resisténcia microbiana (OLIVEIRA et al., 2005). O uso de componentes de
plantas com fins terapéuticos vem aumentando no Brasil e no mundo, e de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estas poderdo ser a
melhor fonte para se obter uma variedade de drogas (NOGUEIRA et al., 2008).

Medicamentos baseados em produtos naturais correspondem a quase
70% de todos os farmacos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para tratamento de doencas infecciosas e anticancer (OJIMA, 2008;
NEWMAN, 2007). Substancias bioativas isoladas das pimentas do género
Capsicum podem representar um valioso recurso contra micro-organismos
patogénicos para o homem e animais. Hisbiscus sabdariffa também tem sido
amplamente utilizada na parte sul-ocidental da Nigéria para o tratamento de
doengas cardiacas e hepéticas (ODIGIE et al., 2003).

Além disso, novas substéncias sintéticas organicas e inorganicas,
juntamente com a quimica combinatoria, representam uma nova estratégia na
busca de novos farmacos, promovendo uma auténtica revolugdo na forma de
concepcao praticada pela industria farmacéutica (VIEGAS et al., 2006; YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001). Nesse contexto, moléculas inorganicas conhecidas
como heteropolidcidos (HPAs) podem representar uma nova classe de
compostos com diferentes atividades biologicas de acordo com os metais
presentes em suas estruturas.

Na busca por novos medicamentos, muitos estudos vém sendo
realizados com diferentes compostos, tanto naturais como sintéticos. O objetivo
principal deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de HPAs e
extratos brutos de Capsicum baccatum var. pendulum e de H. sabdariffa frente

aos principais micro-organismos causadores de otite em céaes.
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2. JUSTIFICATIVA

As otites em animais de estimagdo sédo causas frequentes de visitas e
consultas a clinicas veterinarias e figuram entre os principais problemas na
area de Clinica de Pequenos Animais. Os inumeros relatos de micro-
organismos multirresistentes as drogas, assim como a capacidade desses
micro-organismos de se organizarem na forma de biofilmes, justificam a
necessidade da descoberta de compostos com atividade antimicrobiana.
Assim, o estudo de novos farmacos para o combate a estas infec¢des, bem
como a pesquisa sobre possiveis drogas que venham a contribuir como
alternativas terapéuticas nas infec¢cées causadas por M. pachydermatis, S.
aureus, S. pseudintermedius e P. aeruginosa vém de encontro ao interesse de

profissionais da area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a atividade antimicrobiana de extratos de C. baccatum var.

pendulum e de H. sabdariffa L. e de substancias sintéticas como HPAs sobre a

levedura M. pachydermatis e as bactérias S. aureus, S. pseudintermedius e P.

aeruginosa, como alternativa ao tratamento de animais portadores de otite.

3.2. Objetivos Especificos

1) Avaliar o perfil dos micro-organismos utilizados nos ensaios de inibi¢éo,

2)

3)

4)

5)

6)

7

pelo teste de resisténcia aos antimicrobianos e por PCR,;

Testar o efeito in vitro dos extratos brutos de C. baccatum var.
pendulum sobre a levedura M. pachydermatis e sobre as bactérias S.
aureus, S. pseudintermedius e P. aeruginosa,;

Testar o efeito in vitro do extrato bruto de H. sabdariffa L. sobre a
levedura M. pachydermatis e sobre as bactérias S. aureus, S.
pseudintermedius e P. aeruginosa;

Testar o efeito in vitro dos sais de HPAs sobre a levedura M.
pachydermatis e sobre as bactérias S. aureus, S. pseudintermedius e P.
aeruginosa,

Analisar o efeito dos extratos brutos de C. baccatum var. pendulum e
de H. sabdariffa L. e dos HPAs sobre a permeabilizagdo de membranas
das células fungicas e bacterianas por microscopia Optica de
fluorescéncia;

Analisar o efeito dos extratos brutos de C. baccatum var. pendulum e
de H. sabdariffa L. e dos HPAs sobre a estrutura dos biofilmes de M.
pachydermatis, S. aureus, S. pseudintermedius e P. aeruginosa, por
microscopia eletronica de varredura;

Analisar o efeito dos extratos brutos de C. baccatum var. pendulum. e
de H. sabdariffa L. e dos HPAs sobre a morfologia e estrutura das
células fungicas e bacterianas por microscopia eletrdnica de

transmisséao.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Otite Canina

As otites caninas sao resultado de qualquer inflamagcdo do conduto
auditivo, tendo o envolvimento de diversos agentes etiolégicos e fatores
predisponentes que se relacionam com essa infeccdo (GREENE, 1993). Assim,
sao classificadas como otite desde inflamagdes na porcao externa do pavilhdo
auricular até as complicacdes envolvendo o sistema vestibulococlear, nédo
importando sua extenséo ou gravidade (LEITE, 2000).

As otites caninas sdo classificadas quanto a sua lateralidade, podendo
ser uni ou bilateral, quanto a evolugédo aguda, crdnica ou crdnica recidivante, e
localizacdo da inflamacé&o, podendo ser no ouvido externo, médio ou interno
(Figura 1).

Canal Vertical

Ouvido Interno

5 Timgano
.r,
Canal Horizontal

Figura 1: Divisdo anatémica do ouvido do cdo. Fonte: Google imagens

A otite externa cronica tem sido a mais estudada, pois representa um
problema de maior ocorréncia na clinica médica de pequenos animais,
correspondendo a cerca de 76,7% dos casos (FARIAS, 2002) e definida como
uma infec¢do continua ou recorrente do conduto auditivo externo por um
periodo de tempo igual ou superior a seis meses (COLE et al., 1998).

Na otite média a membrana timpanica é acometida, podendo se
apresentar espessada ou rompida parcial ou totalmente, assim possibilitando a

infeccdo da cavidade timpénica, localizada mais internamente. Porém, também
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pode ocorrer a otite média mesmo com a membrana timpéanica intacta, j4 que
esta é capaz de se recompor apos sua ruptura inicial (COLE et al., 1998).

Na otite interna os canais semicirculares sdo acometidos, causando
transtornos de equilibrio. Caso atinja a coOclea, desencadeara uma patologia
denominada labirintite. Acredita-se que a maioria dos casos de otite interna
seja uma extenséo da otite média, que por sua vez seria uma extensdo da otite
externa (HARVEY et al., 2004).

A epiderme do canal auditivo externo € semelhante a da pele, ou seja,
um epitélio cornificado estratificado, com 6rgdos anexos como os foliculos
pilosos, as glandulas apdcrinas (ceruminosas) e as glandulas sebaceas
(HARVEY et al., 2004).

A temperatura normal dentro do meato acustico externo de cées € de
38,2° a 38,4°C, ndo havendo diferenga entre as diferentes ragas caninas nem
entre ter ou ndo ter o pavilhdo acustico pendular. Nos casos de otite externa a
temperatura passa a ser de 38,9°C (HARVEY et al., 2004, GRONO, 1970).
Outro fator predisponente da otite externa € a umidade relativa dentro do meato
acustico externo, que € em média 80,4% (HARVEY et al., 2004).

Com relagdo a sua apresentacdo clinica, a otite externa pode ser
classificada como aguda, subaguda ou cronica. As duas primeiras sdo assim
consideradas quando a doenca tem menos de 30 dias de duragdo. Segundo
Little e colaboradores (1991), a otite externa crbnica pode ser definida como
aquela que persiste por mais de seis semanas, sendo normalmente bilateral. Ja
Cole e colaboradores (1998) definem como otite crbnica todas as infecgdes
recorrentes ou continuas com duragdo minima de seis meses. E segundo
esses autores, caes com otite externa cronica frequentemente apresentam otite
média, mesmo que suas membranas timpanicas mostrem-se intactas.

As alteracdes clinicas mais vistas na otite externa sao: eritema, edema,
crostas, descamacdao, alopecia e pelos partidos na face interna do pavilhdo
auditivo; alteracbes no posicionamento da cabeca e dor a palpacdo também
sdo observadas (HARVEY et al., 2004).

Segundo August (1993), a ocorréncia da otite externa inclui fatores
primérios, predisponentes e perpetuantes. Os fatores primarios compreendem:
presenca de parasitas, hipersensibilidade alterada, presenca de corpos

estranhos, imunopatias e desordens de ceratinizacdo. Além destes, Little e
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Lane (1989) relatam também pequenos tumores e polipos auriculares como
fatores priméarios das otites caninas. JA como fatores predisponentes tém-se:
conformagdo das orelhas, morfologia do conduto auditivo, maceragédo do
epitélio, doencas sistémicas e altera¢des climéticas. Os fatores perpetuantes
incluem: infeccdo bacteriana e/ou fungica no conduto auditivo externo,
alteragbes progressivas nesse conduto auditivo e presenca de otite média
(BONATES, 2003).

4.2. Principais Micro-organismos Envolvidos nas Otites Caninas

O isolamento de micro-organismos de orelhas caninas infectadas nem
sempre indica que 0s mesmos sejam 0s agentes causais da otite, pois existe
uma grande variedade de micro-organismos comensais e potencialmente
patogénicos no canal auditivo normal dos cdes. Além disso, frequentemente a
otite canina tem mais de um agente microbiano envolvido (MANSFIELD et al.,
1990).

A microbiota normal do conduto auditivo externo canino é constituida
basicamente por Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Malassezia pachydermatis
e altera-se de forma significativa em cées otopatas, surgindo bastonetes Gram-
negativos como Pseudomonas sp., Proteus sp. e Escherichia sp.
(MAGALHAES et al., 1985; SHELL, 1993; LEITE, 2000).

4.2.1. Malassezia pachydermatis

Morfologicamente esta levedura se apresenta como células isoladas ou
em grupos, medindo 1-3um x 2-4um, com formato oval ou germinagao unipolar
de base larga, adquirindo a forma “de garrafa” (MULLER et al., 1989; LACAZ et
al., 2002) (Figura 2).
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Figura 2: Levedura Malassezia pachydermatis. Fonte: www.agefotostock.com

7

A caracteristica mais marcante de M. pachydermatis € sua natureza
lipofilica, usando para seu crescimento os lipidios encontrados no cerdmen
canino (MASUDA et al.,, 2000). Mason e Evans (1991) afirmaram que
mudang¢as no micro-clima do canal auditivo decorrentes da infeccdo, como a
quantidade excessiva de cerimen produzido, sdo responséveis pela mudanca
de M. pachydermatis de comensal para patogénica. Masuda et al. (2001)
observaram que as células leveduriformes de M. pachydermatis ndo estédo
aderidas diretamente as células epiteliais cornificadas, havendo uma camada
lipidica entre elas e o epitélio. Alteracbes na composicdo dos lipidios no
cerimen podem participar na promocdo ou inibicdo do crescimento dessa
levedura in vivo (HUANG,; LITTLE, 1993).

O isolamento da levedura é realizado em meio de cultivo com agar
Sabouraud e a temperatura de incubacé&o varia entre 25° e 41°C por 24 a 48
horas ou até 96 horas, sendo a temperatura 6tima de crescimento 37°C em
cerca de 48 horas (AKERSTEDT; VOLLSET, 1996). As colbnias sdo opacas de
coloracdo amarelo creme, passando a marrom alaranjado conforme o
envelhecimento, a superficie é redonda ou em forma de cupula, a medida
transversal é de 1-3mm e a textura € seca, fridvel e granulosa e algumas vezes
gordurosa (GUILLOT et al., 1996).

M. pachydermatis é considerada um habitante normal e patégeno
oportunista do meato acustico externo de cédes e gatos, podendo também ser
encontrada no reto, nos sacos anais, na vagina, na pele interdigital, no
tegumento cutédneo, na gengiva e na placa dentaria (BOND et al., 1994;
BOND; ANTONY, 1995; CARLOTTI, 1997; BOND et al., 2000; NASCENTE et
al., 2004; SANTIN et al., 2008), sendo considerada, por diversos autores, um

dos mais frequentes micro-organismos associados com a otite externa canina,
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especialmente em animais com queda imunolégica (BORNAND et al., 1992;
NOBRE et al., 2001; SARIDOMICHELAKIS et al., 2007). Também se deve
destacar o potencial zoonoético desta levedura. Em 1998, CHANG et
al.,relataram um surto de malasseziose em bebés em cuidados intensivos.
Neste caso, M. pachydermatis foi introduzida no ambiente hospitalar por um

profissional de saude proprietario de um cao com otite.

4.2.2. Staphylococcus sp.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e é
composto por 37 espécies, das quais 17 podem ser isoladas de amostras
bioldgicas humanas. Apresentam-se em formas esféricas (cocos) Gram-
positivas, medindo cerca de 0,5 - 1,5um de diametro, as quais podem
apresentar-se isoladas, aos pares, em cadeias curtas ou grupos em forma de
cachos irregulares (KLOSS; BANNERMAN, 1995) (Figura 3). Os membros
dessa espécie sdo nao esporulados, imoveis e anaerébios facultativos, porém,
tém melhor desenvolvimento em atmosfera aerébia. Suas colénias em meio
sélido sdo normalmente lisas, porém, algumas vezes podem se apresentar
convexas com a borda continua. Algumas colénias podem ter pigmentacao
amarela, ou amarelo-alaranjado, que se torna mais evidenciada apos
incubacdo a temperatura ambiente, enquanto outras col6nias podem ser
esbranquicadas ou acinzentadas (BANNERMAN et al, 1995). Além disso,

algumas cepas de S.aureus podem produzir uma zona difusa de B-hemolise ao

redor da col6nia, evidenciada apés incubacgéo prolongada (KLOSS, 1997).

e

Figura 3: Staphylococcus sp. Fonte: www.bacteriainphotos.com
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Para a diferenciacdo de espécies e subespécies do género
Staphylococcus sp., as principais caracteristicas utilizadas séo: diametro da
colonia em mm (> 5mm), pigmento carotenoide da colbnia, crescimento
aerébico, crescimento anaerébico em tioglicolato, crescimento em &gar
contendo 10 e 15% de cloreto de sodio (NaCl), crescimento a 15 e 45°C, teste
de oxidase (deteccdo do citocromo C), producéo de &cido latico a partir de L(+)
- isbmeros e D(-) - isbmeros, producdo de acetoina, teste da aldolase,
producdo de Acidos a partir de diversos substratos, presenca de enzima
hialuronidase, reducdo de nitrato, teste da fosfatase alcalina, coagulase
(sangue de coelho), hemolise, producdo de DNAse, resisténcia a novobiocina
(concentragéo inibitéria minima = 1,6 uyg/mL) e testes de catalase, dentre outros
(BIBERSTEIN; HIRSH, 2003).

As vérias espécies do género Staphylococcus sp. sdo frequentemente
encontradas tanto em cées saudaveis como em doentes, podendo causar uma
grande variedade de infec¢des, incluindo bacteremia, pneumonia, furiinculos,
abcessos, piodermites, conjuntivite e otite externa (LILENBAUM et al., 2000).

Até inicio dos anos 80, S. aureus era o principal patdgeno cuténeo
isolado a partir de lesdes piogénicas de cades. Porém, apds a realizacdo de
estudos taxon6micos, uma nova espécie de estafilococos foi isolada: S.
intermedius, sendo que posteriormente varios estudos indicaram essa espécie
como a mais prevalente em otites e piodermites em cdes (CONCEICAOQ;
FABRIS, 1999). E, por esse motivo, que alguns autores, como Blue e Wolley
(1977) citam a espécie S. aureus como a mais frequentemente isolada em caes
com otite externa, visto que na época de seus estudos ndo havia ocorrido a
mudanga na taxonomia bacteriana.

O nivel de diversidade fenotipica e genotipica observado entre isolados
de S. intermedius levou alguns autores a colocar a hipétese da existéncia de
um grupo de S. intermedius (SIG), constituido por mais do que uma espécie ou
subespécies (BANNOEHR et al., 2007). Dessa forma, um estudo japonés
reclassificou através de um meétodo genotipico, estirpes previamente
identificadas como S. intermedius, em S. intermedius, S. pseudintermedius e S.
delphini; sendo que a maioria dos isolados de cées, gatos e humanos nesse

estudo foram reclassificados como S. pseudintermedius (SASAKI et al., 2007).
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Assim, o patdgeno canino pode ser reclassificado como S. pseudintermedius
(BANNOEHR et al., 2007; SASAKI et al., 2007; GUARDABASSI et al., 2010).

No cdo, S. psedintermedius tem sido a principal espécie de coco Gram-
positivo descrita em otites (COLE et al.,, 1998; LILENBAUM et al., 2000;
NOBRE et al., 2001). Ao estudar a prevaléncia de S. pseudintermedius a partir
de amostras de orelhas caninas infeccionadas, em um periodo de cinco anos,
Petersen e colaboradores (2002) verificaram que 49,4% das amostras
resultaram em cultivo desta bactéria. Yamashita e colaboradores (2005), no
Japao, isolaram estafilococos em 48,3% das amostras da secre¢ao auricular de
cées com otite externa, e em 68,3% das amostras de caes sem otite, reiterando
a constatacdo de que este género é o mais prevalente em orelhas caninas,
com e sem otite externa. Mais recentemente, Cavalcante e colaboradores
(2010) encontraram uma prevaléncia de 50% dessa bactéria em ouvidos de 32
cées otopatas.

Existe um potencial zoondético apresentado por cepas de S.
pseudintermedius, mais comumente relacionado a injdrias invasivas, como
mordidas por cdes ou cateteres contaminados. Entretanto, € possivel a
infeccdo ndo invasiva desta bactéria de um cdo contaminado para o ser
humano, sendo que Tanner e colaboradores (2000) fizeram um dos primeiros
relatos dessa possibilidade. No caso relatado por esses autores, 0 paciente
humano apresentava otite externa infecciosa, sendo detectado (por PCR) que o
agente causador era S. pseudintermedius, 0 mesmo patdgeno presente na otite
externa do seu cao.

A segunda espécie de estafilococos mais frequentemente encontrada
em otites caninas € S. aureus. Em um estudo da prevaléncia dessas bactérias,
das 18 amostras coletadas de cées otopatas, 44,4% foi S. pseudintermedius e
38,9% foi S. aureus (TUNON, et al. 2008). Hwang et al. (2002) realizaram
estudo bacteriolégico em 161 pacientes e observaram que S. aureus foi tdo
frequente quanto P. aeruginosa em pacientes com otite externa, sendo o
mesmo resultado encontrado por Nogueira e colaboradores (2008).

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) representa grande impacto no
tocante ao controle de infecgdes nas instituicdes de saude. Porém, MRSA ja
ndo é mais um problema de salde associado somente a humanos, mas é

agora um problema associando a toda comunidade, incluindo os animais de
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companhia (CEFAI et al., 1994; STRUELENS et al., 2009; WEESE et al.,
2010).

4.2.3. Pseudomonas aeruginosa

As espécies do género Pseudomonas sp. sdo bacilos Gram-negativos,
ndo formadores de esporos, pertencentes a familia Pseudomonadaceae,
usualmente, méveis, retos ou ligeiramente curvos tipicamente dispostos aos
pares (medindo 1 a 5um de comprimento e 0,5 a 1um da largura) (Figura 4).
Os micro-organismos utilizam carboidratos através da respiracdo aerdbica,
tendo o oxigénio como aceptor final de elétrons. Embora descritos como
aerobios obrigatorios, podem crescer de modo anaerdbio usando o nitrato ou
arginina como um aceptor alternativo de elétrons. Sendo assim, podem crescer
em numero variado de meios, desde os mais simples até os mais complexos.
Colbnias de P. aeruginosa podem ter uma morfologia variada, mas costumam

aparecer espraiadas sobre a placa (MURRAY et al., 2010).

Figura 4: Pseudomonas aeruginosa. Fonte: www.pseudomonas.com

P. aeruginosa produz os pigmentos pioverdina (pigmento fluorescente) e
piocianina (pigmento de cor azul) responsaveis pela cor verde brilhante
caracteristica das suas colbnias. Algumas amostras produzem também outros
pigmentos hidrossollveis como piorrubina (avermelhado) ou piomelanina
(marron a preto) (VASIL, 1986).

Esta bactéria pode ser isolada a partir de tecidos de animais saudaveis e

foi determinada como sendo a causa distinta de um grande numero de
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diferentes infecgdes, tais como otite externa, dermatite, conjuntivite, infeccdes
do trato urinario, septicemia e endocardite bacteriana (MEKIC et al., 2011).

No trabalho de Yoshida e colaboradores (2002) foram realizadas
culturas microbiolégicas do exsudato otolégico de 187 cées, sendo 77 sadios e
110 com otite externa. Staphylococcus sp. e M. pachydermatis foram os micro-
organismos mais frequentemente isolados, tanto dos cdes com ou sem otite
externa, enquanto P. aeruginosa foi isolada apenas de caes com otite externa.
Dickson; Love em 1983 também ja haviam feito essa observagéo, destacando
a presengca de Pseudomonas sp. principalmente nas otites cronicas.
Adicionalmente, Tater e colaboradores (2003) verificaram que na citologia da
secregdo da orelha externa de cées sadios nunca foi observada a presenca de
bacilos. O fato de P. aeruginosa somente ser encontrado em orelhas com
infeccdo indica que a detecgdo dessa bactéria em qualquer orelha é indicativa
de otite (YOSHIDA et al., 2002).

4.3. Micro-organismos multirresistentes aos farmacos

Tanto nos animais como no ser humano, o uso indiscriminado de
antimicrobianos leva ndo somente a selegcdo de micro-organismos resistentes,
mas também daqueles que constituem a microbiota enddgena. Estes
organismos podem colonizar o homem e transferir seus genes de resisténcia a
outros organismos da microbiota normal, apesar de ndo se definir claramente
em qual extensdo o uso de antimicrobianos em animais contribui para o
problema de resisténcia na medicina humana, ja existem evidéncias de que
estas cepas podem circular do animal para o ser humano e para o ambiente
(CIZMAN, 2003). Na medicina veterinaria, as causas mais comuns de
tratamento com antimicrobianos em cées e gatos séo: feridas e infec¢des da
pele, dermatites, infec¢cdes no trato respiratorio, urinérias e gastrintestinais e a
otite canina (GUARDABASSI et al., 2004).

O conhecimento do fenémeno da resisténcia a agentes fisicos e
quimicos entre os micro-organismos data do inicio da era microbiana, com a
introducdo das primeiras substancias quimicas com finalidade quimioterapica
especifica. O inicio do uso clinico dos antimicrobianos, nas décadas de 40 e

50, trouxe para todo o mundo a equivocada ilusdo de que os antibidticos



30

seriam substancias capazes de controlar todas as doencas infecciosas até
entdo responsaveis por milhares de mortes (MOREILLON, 1995; TAVARES,
2000).

O advento do uso clinico das sulfonamidas, em 1933, e em seguida o da
penicilina, em 1941, levou & constatacdo cientifica de que a resisténcia
bacteriana aos agentes antimicrobianos podia ser uma caracteristica natural
das espécies, ou ser adquirida por cepas individuais dentro de uma populacéo
sensivel. A crescente evolucdo da resisténcia antimicrobiana provém de um
cenario multifatorial que inclui a utilizacdo excessiva e/ou inadequada dos
antibiéticos no ambiente hospitalar, na comunidade, nas industrias alimenticias
e veterinarias, bem como a relativa facilidade com que os microrganismos
resistentes ultrapassam barreiras geogréficas. A importancia dos agentes
antimicrobianos no aumento do fenémeno da resisténcia reside no seu papel
selecionador das estirpes resistentes, através da presséo seletiva resultante de
seu amplo emprego (TAVARES, 2000; HOSEIN et al., 2002; SEFTON, 2002).

Introduzida na década de 60, a meticilina foi a primeira penicilina
semissintética produzida resistente a inativagdo pelas enzimas B-lactamases.
Posteriormente, outros compostos resistentes a acdo das penicilinases foram
desenvolvidos, como a oxacilina e nafcilina. Logo apds sua introducdo na
terapéutica clinica, foi relatado o primeiro caso de S.aureus resistente a
meticilina (MRSA), em 1961, proveniente de um hospital britdnico (JEVONS,
1961).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno genético, relacionado
a existéncia de genes no micro-organismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a ac¢éo dos farmacos. Uma das origens
da resisténcia € a importagdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo
na resisténcia transferivel ou horizontal (TAVARES, 2000; ALTERTHUM,
2005). A transferéncia horizontal do gene mecA em Staphylococcus sp. tem
contribuido para a circulagdo mundial de clones meticilina-resistentes e
multidroga-resistentes e tem sido apontada como mecanismo comum de
resisténcia a farmacos (TRAMPER-STRANDERS et al., 2007).

O fato de S. pseudintermedius ser o agente bacteriano mais comumente
implicado nas otites caninas faz com que esta seja a espécie que € mais

frequentemente controlada por antibioticoterapia nestas situagbes (SCOTT et
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al, 2001; HAUSCHILD; WOJCIK, 2007; PENNA et al., 2013). Com relacédo as
estirpes de S. pseudintermedius meticilina-resistentes (MRSP) a sua frequéncia
de isolamento é considerada baixa, mas ja € descrita em isolados cutaneos ha
algum tempo (KANIA et al., 2004; MORRIS et al., 2006; JONES et al., 2007;
PAUL et al., 2011).

Em um estudo realizado por Paul e colaboradores (2011), 128 meédicos
veterinarios tiveram amostras nasais coletadas e investigadas com relagéo a
presenca de MRSP e MRSA. Desses 128 profissionais, 5 (3,9%) foram
positivos para MRSP e 2 (1,6%) foram positivos para MRSA. S. aureus
sensivel a meticilina (MSSA) foi isolado em 32 (25%) desses 128 profissionais,
enquanto que S. pseudintermedius sensivel a meticilina (MSSP) ndo foi
detectado, o que sugere haver uma habilidade especial de MRSP em
colonizar os seres humanos em comparagdo com MSSP. Uma outra concluséo
desse estudo é que MRSP nédo estd presente somente entre os animais de
estimacdo, como documentado por estudos anteriores, mas também entre
médicos veterinarios.

Uma vez que o S. pseudintermedius € um comensal canino e é
normalmente raro no homem, tém-se sugerido que a transmissdo é feita a
partir do cdo. Porém, S. pseudintermedius raramente causa doenga no homem,
mas existe um risco potencial de transmiss&o de genes de resisténcia entre S.
pseudintermedius e os estafilococos patogénicos no homem. Por exemplo, os
genes que conferem resisténcia a tetraciclina e aos plasmideos estruturalmente
relacionados com origem em S. aureus humanos, tém sido também
identificados em estirpes de S. pseudintermedius caninas, 0 que sugere que €
possivel a troca genética entre estas duas espécies de bactérias (DUQUETTE;
NUTTALL, 2004; GUARDABASSI et al., 2004).

S.aureus é, talvez, o patégeno de maior preocupacao devido & viruléncia
intrinseca, a diversidade de infec¢des potencialmente fatais e a sua capacidade
de adaptacéo as diferentes condicdes ambientais. Cerca de mais de 90% dos
isolados de estafilococos nosocomiais e comunitarios sdo produtores de
penicilinase e resistentes a outras classes antibidticas como macrolideos
(eritromicina), estreptomicinas e tetraciclinas (LOWY, 2003).

Atualmente as infecgbes por S. aureus meticilina-resistentes nos animais

de companhia tém sido de grande relevancia, dada a sua importancia em
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medicina humana. Geralmente, as cepas de MRSA em animais de companhia
diferem daquelas em animais de produgédo. Isso, provavelmente, porque em
animais de companhia a aquisicAio de MRSA é principalmente uma
"humanose”, ou seja, as cepas sao transportadas por proprietarios humanos
que sdo passadas para o0s seus animais (MORGAN, 2008).

Uma transmissdo de MRSA intra-hospitalar foi relatada na ala para
idosos de uma casa de repouso britanica, onde trés pacientes estavam
colonizados. Rastreamento foi feito nos profissionais de salde e no gato
residente (que muitas vezes dormia no travesseiro dos pacientes), revelando
cinco enfermeiras, o fisioterapeuta e o gato portadores. Presumiu-se que o0 gato
tenha adquirido MRSA a partir da pele ulcerada de um paciente fortemente
colonizado. J4 aos profissionais de saude, foi assumido como sendo devido a
sua falta de higiene e falta de lavagem das méos apés acariciar o gato (SCOTT
et al., 2001). Transmissao de S. aureus entre humanos e caes foi também
relatada em uma familia onde uma senhora diabética, seu marido, filho e cdo
foram todos colonizados (DUIJKEREN et al., 2005).

Diante de inumeros relatos, parece ser provavel que haja
colonizagéo/infecgdo dos animais através do contato com humanos
colonizados ou infectados e que 0s animais possam tornar-se fontes de
reinfeccdo ou recolonizacdo para o homem (LOEFFLER et al., 2005;
ISHIHARA et al., 2010; MCCARTHY et al., 2012).

Outro micro-organismo de grande importancia, P. aeruginosa, é
intrinsicamente resistente a muitas drogas e € virtualmente capaz de se tornar
resistente a qualquer antimicrobiano (HANCOCK, 1998). Testes de
susceptibilidade antimicrobiana devem ser um passo crucial para a sele¢ao da
terapia apropriada, mas P. aeruginosa pode desenvolver resisténcia durante o
tratamento prolongado com todos os antibidticos, especialmente nos casos
cronicos (SEOL et al.,, 2002). Portanto, os isolados que sé&o inicialmente
suscetiveis podem tornar-se resistentes no prazo de trés a quatro dias apos o
inicio da terapia (NCCLS, 2004).

A grande maioria das amostras de P. aeruginosa é resistente as
aminopenicilinas, a associacdo de amoxacilina e acido clavulanico, a
associacdo de ampicilina e sulbactam, as cefalosporinas de primeira, de

segunda e, algumas vezes, de terceira geracdo, as tetraciclinas, aos
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macrolideos, a rifampicina e a associacdo de trimetoprima e sulfametoxazol
(COLE et al.,, 1998; BARRASA et al., 2000; WERCKENTHIN et al., 2007;
MEKIC et al., 2011; XIAO et al., 2012).

Os antibacterianos ciprofloxacina, enrofloxacina e gentamicina, de
grande utilizagcdo em medicina veterinaria e considerados eficazes contra P.
aeruginosa (KISS et al., 1997;. COLE et al., 1998), apresentaram uma alta
porcentagem de isolados com sensibilidade intermediaria (MEKIC et al., 2011).
Werckenthin e colaboradores (2007) testaram 71 isolados de P. aeruginosa do
ouvido, pele e boca de cd@es e gatos e também encontraram uma alta
proporcdo (44%) de isolados com sensibilidade intermediaria a esses
antibacterianos. No trabalho de Moreno e colaboradores (1995) né&o foi
encontrada qualquer estirpe de P. aeruginosa de otite externa canina
suscetiveis a enrofloxacina, sendo que 44,4% delas foram resistentes e 55,6%
intermediérias.

Os mecanismos de resisténcia em M. pachydermatis até agora néo
foram caracterizados e a classificagdo dos isolados como susceptiveis ou
resistentes tem como base a susceptibilidade em testes in vitro.
Historicamente, os testes de susceptibilidade antifungica foram realizados por
uma variedade de métodos (CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-TUDELA,
2010). Uma das abordagens mais populares se baseia na medicéo da inibicéo
do crescimento do patégeno uma vez que esta exposto, durante um periodo de
tempo definido, a uma gama de concentra¢des de farmacos diluidos em meio
liquido ou sdlido (PEANO, 2011).

Na prética clinica, a otite recorrente causada por M. pachydermatis tem
sido constantemente relatada, e falha no tratamento tem sido muitas vezes
atribuida a resisténcia ao antifungico utilizado. Isto pode ser confirmado por
estudos que relatam isolados de M. pachydermatis resistentes a varios azoéis
(BERNARDO et al., 1998; NASCENTE et al., 2009; NIJIMA et al.,, 2011,
CAFARCHIA et al., 2012). Porém, em outro estudo com a mesma finalidade,
ndo foram encontradas cepas resistentes aos antifingicos clotrimazol,
miconazol e tiabendazol (PEANO, 2011).
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4.4. Diagnostico da Otite Canina

Para um diagndstico eficiente, deve-se ter em mente que o objetivo final
serd identificar a causa primaria da otite. Nesse sentido, varias sdo as etapas
gue constituem o diagndstico clinico e laboratorial da otite canina.

Segundo Rosser (1993), a anamnese deve incluir aspectos relacionados
com o estado geral de saude, existéncia de problemas metabdlicos e/ou
enddcrinos, exposicao recente a outros animais, problemas dermatologicos em
outras &reas do corpo, tratamento anterior do conduto auditivo, raca, doencas
que sugiram de debilidade imunoldgica e relagdo com fatores epidemioldgicos.

A realizagdo de exame fisico completo do animal é essencial para
pesquisar evidéncias de doenca sistémica e investigar as causas primarias. O
exame otoscépico do canal auditivo externo e da membrana timpénica é o
primeiro procedimento que deve ser realizado no cdo com otite (HARVEY et al.,
2004). O objetivo do exame otoscopico é observar a condicdo da orelha,
buscando por massas tumorais ou corpos estranhos; avaliando a presenca,
consisténcia e coloragdo de qualquer exsudato; e notando a presenga e
aspecto da membrana timpanica. Apenas apos essa avaliagdo otologica pode
ser estabelecido o tratamento, bem como determinada a necessidade de
exames diagnosticos adicionais (ROSYCHUK, 1994).

O exame citoldgico do conduto auditivo € uma importante ferramenta
diagndstica da otite canina e fornece uma base para acompanhamento do
tratamento até a cura ou controle (GOTTHELF, 2000). Segundo Leite
(2003a,b), os elementos a serem observados incluem as células do epitélio do
conduto auditivo externo e possiveis componentes exdgenos (corpos
estranhos, &caros, células neoplasicas, eritrocitos, leucécitos e pidcitos). A
contagem de células leveduriformes por campo tem sido avaliada no esfregaco
citolégico e correlacionada com o aparecimento de sinais clinicos. August
(1993) afirma que a presenca de um numero superior a 10 células
leveduriformes/campo sugere a presenca de otite externa. Segundo Angus
(2004), a identificagdo de 25 bactérias por campo também é sugestiva de
atividade microbiana, ja sendo suficiente para o inicio de intervencéo

terapéutica.
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Muitas vezes apenas um micro-organismo € isolado na cultura
bacteriana, embora frequentemente obtenha-se mais de um organismo
patogénico, caracterizando-se uma infeccdo mista. Nesses casos € importante
combinar o exame citolégico com a cultura, pois isso permite que o clinico
determine qual bactéria esta predominando (LOGAS, 1994).

A obtencdo de amostras de secrecdo auricular oriundas de ouvido
externo canino da-se através da utilizacdo de suabes flexiveis estéreis,
preferencialmente a partir da porgéo horizontal do conduto auditivo, evitando-se
a contaminagdo da amostra com sujidades presentes na porgdo mais externa
do pavilh&do auricular (MUELLER et al., 2011).

A partir do material coletado com suabe, a presengca de micro-
organismos € avaliada em esfregacos corados pelo método de Gram.
Procedimentos de cultura de micro-organismos bacterianos e fungicos devem
ser realizados como descrito na literatura (SIDRIM; MOREIRA, 1999;
KONEMANN et al., 2000). As normas para realizacdo de antibiograma séo
descritas no manual do NCCLS (2004) para a érea veterinaria.

Quando o paciente apresentar otite cronica € aconselhada a realizagéo
de exames complementares para investigar se h4 comprometimento da orelha
média e/ou calcificagdo das cartilagens auriculares (TULESKI, 2007). A
radiografia do sistema vestibulococlear € um dos exames mais esclarecedores
no diagndstico das otopatias em caninos, especialmente em se tratando de
otite média (LEITE, 2003a,b).

4 5. Tratamento das Otites em Caes

O tratamento da otite externa em cées inclui limpeza do canal auditivo
externo com removedores de cerimen e o uso de formulacbes comerciais
topicas, contendo anti-inflamatério, antibacteriano e antifingico e, em alguns
casos, terapia sistémica (MUELLER et al., 2009). Contudo, a terapia da otite
ndo pode desconsiderar o diagnéstico e tratamento da causa primaria
especifica, pois somente dessa forma € possivel minimizar sua deletéria
estimulacdo continua (ANGUS et al., 2004).

A selecdo de medicamentos otoldgicos especificos para o tratamento de

otite canina tem como base o agente etiolégico e o estado da membrana
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timpanica (GREENE, 1993). Ndo existe um Unico agente ou tratamento perfeito
para a otite, as preparagdes destinadas para esta enfermidade, usualmente
contém varios principios ativos. Segundo Griffin (1996), a terapia sistémica
deve ser reservada para casos graves e/ou cronicos de otite externa, ou seja,
todos os casos devem ser tratados com terapia local e os mais graves também
com medicagao geral.

Em infec¢des mistas com fungos e bactérias deve-se realizar tratamento
simultaneo com uma combinagdo medicamentosa que contenha agentes
antifangicos e antibacterianos. Se existir muita inflamacdo deve-se utilizar
inicialmente um esteroide topico junto com os antimicrobianos (GRIFFIN,
1996).

O uso de esteroide em busca da acdo benéfica dos glicocorticoides se
d& devido as propriedades anti-inflamatérias e antipruriginosas, levando a
diminuicdo do edema e da exsudacdo. Além disto, levam a atrofia das
glandulas sebaceas, promovendo a diminuicdo da secre¢cdo. Podem também
diminuir a formagéo de tecido cicatricial e alteracdes proliferativas, ajudando
assim na promogao da drenagem e da ventilagdo. A terapia sistémica com
glicocorticoides € recomendada em casos de otite externa com inflamacédo do
meato acustico ou em que as alteragbes progressivas tenham causado
acentuada estenose do canal (GRIFFIN, 1996). Inicialmente preconiza-se 0 uso
topico de um glicocorticoide potente, como a fluocinolona, a dexametasona ou
a betametasona (GRIFFIN, 1996), substituido posteriormente por farmacos
menos potentes, como a prednisona ou a hidrocortisona para manutencao
(NUTTAL; COLE, 2004).

Os antibacterianos sédo indicados na sua forma topica quando bactérias
estdo presentes, seja de forma priméria ou secundéria, porém em alguns casos
€ necesséaria a administracdo de medicacdo sistémica. Os aminoglicosideos
(gentamicina, amicacina, tobramicina e neomicina), mais comumente
encontrados nas combina¢des medicamentosas otolégicas, sdo antibacterianos
potentes e com boa atividade contra estafilococos e bactérias Gram-negativas
encontradas nos casos de otite externa. Entretanto, os aminoglicosideos
podem ser ototoxicos quando utilizados por periodos prolongados ou em

animais com o timpano rompido (WHITE, 1999).
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Em casos graves de otite, com isolamento de P. aeruginosa, deve-se
usar imediatamente antibacterianos ou quimioterapicos injetdveis como
polimixina B, sulfadiazina ou enrofloxacina. O uso oral de cefalexina,
cloranfenicol, fluorquinolonas e outros sdo apropriados em casos de otite
crbnica, principalmente quando isolados o0s agentes etiologicos S.
pseudintermedius, S. aureus e P. aeruginosa, porém a terapia topica também é
importante no esquema terapéutico (WHITE, 1999).

As otites causadas por M. pachydermatis sdo normalmente muito dificeis
de controlar e recorrentes, requerendo tratamento antifingico em longo prazo
(NAKANO et al., 2005). H& grande variagdo na literatura quanto ao melhor
antifngico para tratamento da malassezioze oOtica. Rougier et al. (2005),
verificaram que a sensibilidade in vitro da levedura M. pachydermatis isolada
de otites caninas é maior para a nistatina (84%), seguida pelo miconazol
(77,4%) e clotrimazol (75,5%). Nakano et al. (2005), verificaram que as
sensibilidades in vitro de M. pachydermatis ao cetoconazol, a terbinafina e a
nistatina foram semelhantes. Eichenberg et al. (2003), obtiveram 100% de
sensibilidade in vitro ao itraconazol, 97,6% ao fluconazol, e 96,3% ao
cetoconazol.

Porém, casos de insucessos terapéuticos sao relatados com certa
frequéncia e ocorrem principalmente quando ndo s&o realizados exames
auxiliares como cultura e antibiograma, sendo os animais tratados com
antibacterianos inespecificos e que ndo tém acdo antifungica (CORREA,
CORREA, 1992). Assim, ha a crescente necessidade de mais estudos com
novos farmacos para o combate as otites caninas, bem como a pesquisa sobre
possiveis substancias que venham a contribuir como alternativas terapéuticas

nas infecgdes causadas por esses micro-organismos.

4.6. Biofilmes em Otites

Biofilmes s&o definidos como comunidades bacterianas/fungicas
estruturadas envoltas de matriz extracelular polimérica prépria, aderida a
superficies bidticas ou abidticas (COSTERTON et al., 1999). E um fator de
viruléncia que confere vantagem evolutiva aos micro-organisSmos que O

possuem, uma vez que favorece a sua cooperacdo metabdlica e permuta
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genética, além de lhes conferir protecdo contra o sistema imunitario do
hospedeiro e contra agentes antimicrobianos (DAVEY; O'TOLLE, 2000).

A formacdo de um biofilme comega sempre pela adesdo do micro-
organismo a uma superficie. Em um segundo momento, a ades&@o microbiana é
consolidada pela acdo de adesinas e pela produgcdo de uma matriz
polissacaridica que ir4d formar complexos com a superficie. Quando as
bactérias se encontram ligadas a superficie de forma estavel, comega o
processo de maturacdo do biofilme. A densidade e a complexidade do biofilme
aumentam a medida que os micro-organismos ligados a superficie se
multiplicam e os constituintes extracelulares por eles gerados interajem com
moléculas orgénicas e inorganicas do meio ambiente, formando o glicocélice.
Quando o biofilme atinge uma massa critica e o equilibrio dindmico é atingido,
nas zonas mais longinquas da superficie comecam a libertar-se organismos
dispersos, capazes de colonizar outras superficies (DUNNE, 2002). O estudo
aprofundado dos mecanismos presentes na formagéo do biofilme pode ser uma
opcéo para o desenvolvimento de terapias que controlem as doengas cronicas
(STEPHENS, 2002).

Em humanos, sdo doengas sabidamente causadas por biofilme a otite
média, endocardite, infeccdo urinéria, prostatite, osteomielite e todas as
infeccdes relacionadas a materiais médicos. Na odontologia, a placa bacteriana
tem sido considerada um biofilme (OVERMAN, 2000).

Em medicina veterinaria, a formacdo de biofilmes tem elevada
importancia na etiologia das mastites (MELCHIOR et al., 2006). Baselga et al.
(1993) sugerem que biofilme produzido por cepas de S. aureus mostram
habilidade superior em aderir a superficie da mucosa da glandula maméaria do
que cepas nao-produtoras de biofilme. Também de grande importancia € a
formacdo de biofilmes na industria alimenticia, uma vez que o biofilme
microbiano tem o potencial de atuar como fonte crénica de contaminagéo por
patégenos que podem comprometer a qualidade do alimento e representar
graves riscos a saude do consumidor. Além disso, podem ocasionar prejuizos
financeiros a industria, em virtude da diminuicdo da vida-de-prateleira dos
produtos alimenticios (CAIXETA, 2012).

Hoje em dia é grande a utilizacdo de cateteres endovenosos centrais e

de cateteres arteriais em medicina veterinéria, onde a formacédo de biofilme
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também representa um grande problema (SMARICK, 2008). As bactérias que
colonizam os cateteres podem ter origens diferentes, porém a maioria €
proveniente da microbiota da pele. Em um trabalho recente, 23 cepas de S.
pseudintermedius resistentes a meticilina oriundas de caes, foram capazes de
formar biofilme in vitro (OSLAND et al., 2012).

Infecgdes por biofilme podem durar meses, anos ou mesmo uma vida
inteira. Embora comprometam a qualidade de vida, essas infecgbes séo
raramente fatais e sdo muitas vezes atribuidas a diferentes espécies de
bactérias, tais como P. aeruginosa ou S. aureus (MILAGRES et al., 2008). A
infeccdo pela bactéria P. aeruginosa € a principal causa de morte entre
pacientes humanos com fibrose cistica. Uma das causas da progressiva
dificuldade de erradicagdo desse micro-organismo decorre de mudanca
fenotipica importante da bactéria, observada durante a infeccdo crénica.
Destaca-se a aquisicdo do fendtipo mucoide, devido & producdo de um
exopolissacarideo denominado alginato. Essa substancia promove a formacéo
de um biofilme no pulmédo dos pacientes fibrocisticos, onde fica reduzida a
acdo de antibacterianos, anticorpos, fagdcitos e do sistema do complemento
(SAIMAN; SIEGEL, 2003).

Moreira e colaboradores (2012) pesquisaram a existéncia de cepas de
Staphylococcus sp, oriundas de otite em cées, produtoras de biofilme pelo
método de &gar Vermelho Congo. Dos 54 isolados, 16 (30%) se confirmaram
com produtoras de biofilme, apresentando o crescimento de colonias negras.
No trabalho de Cannizzo e colaboradores (2007), todas as amostras de M.
pachydermatis provenientes do meato acustico de cdes foram capazes de
produzir biofilme, demonstrando a habilidade desta levedura em se aderir e
formar biofilme sobre as superficies de diferentes materiais, como poliestireno
e poliuretano. Mais recentemente, Figueredo e colaboradores (2012) também
testaram a habilidade de M. pachydermatis em produzir biofilme. Foram
coletadas amostras de pele de cdes com e sem lesOes, totalizando 62
amostras, sendo que desse total, 95,2% foi capaz de formar biofilme.

A estreita relacdo entre otite externa crbnica e otite média remete a
pensar na probabilidade de biofilmes estarem também envolvidos nas otites
caninas, principalmente naquelas recorrentes e de resolucdo apenas cirargica
(FERGIE et al., 2004).
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4.7. Substancias Naturais e Sintéticas

4.7.1. Capsicum baccatum var. pendulum

O género Capsicum sp. pertence a ordem Solanales e a familia
Solanaceae (MOREIRA et al., 2006) e € popularmente conhecido por constituir
as pimentas e os pimentdes. Plantas deste género sdo arbustos tipicos
possuindo de 20-25 espécies, normalmente classificadas de acordo com o
nivel de domesticacéo. O Brasil destaca-se por possuir uma ampla diversidade
em todas as categorias de pimentas e pimentdes e sdo utilizados em todo o
mundo como fonte de alimentos e na ornamentacdo de ambientes, porém mais
recentemente o seu uso tem se intensificado na producdo de farmacos,
industria alimenticia (como corantes e conservantes naturais), industria quimica
e bélica (SANTOS, 2010).

O Brasil possui uma ampla variedade de espécies de Capsicum,
incluindo quatro espécies domesticadas (C. annuum var. annuum, C. baccatum
var. pendulum, C. chinense, C. frutescens) (REIFSCHNEIDER e RIBEIRO,
2004). C. baccatum € uma espécie amplamente distribuida na América do Sul e
popularmente conhecida como "aji', possuindo duas variedades, C. baccatum
var. pendulum e C. baccatum var. baccatum. C. baccatum var. pendulum é
popularmente conhecida como pimenta “"cambuci® e apresenta como
caracteristica a fraca pungéncia, sendo considerada uma pimenta adocicada
(BOSLAND et al., 1996) (Figura 5).

P

Figura 5: Capsicum baccatum var. pendulum. Fonte: www.impgc.com
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A capsaicina (8-metil-N-vanilil 1-6-nonamida) € o componente ativo da
pimenta vermelha e da pimenta chill, e sua presenga pode ser facilmente
detectada devido a sua pungéncia, ou seja, ser irritante para a mucosa de
mamiferos. Esta molécula pertence a uma classe de substancias conhecidas
como capsaicinoides, metabdlitos secundarios, provavelmente envolvidos em
mecanismos de defesa de plantas contra herbivoros e fungos (SANTOS,
2010).

Informacdes a respeito da atividade biologica de C. baccatum frente a
bactérias e fungos patogénicos ainda sdo escassas. Carvalho e colaboradores
(2005) né&o encontraram atividade antibacteriana para a pimenta "cambuci",
somente para outras pimentas com maior pungéncia. Em 2010, Santos
demonstrou que os extratos brutos obtidos do fruto de Capsicum annuum,
outra espécie de pimenta também com baixa pungéncia, ndo apresentaram
atividade sobre Candida albicans e as bactérias gram-negativas Enterococcus
faecalis e Escherichia coli, enquanto que as cepas de P. aeruginosa
apresentaram sensibilidade & capsaicina e ao seu analogo sintético SA4 (N-
(4’hidroxi-3’-metoxibenzil)-decanamida). Outro resultado relevante deste estudo
foi uma satisfatéria atividade antibacteriana de analogos sintéticos da
capsaicina, SA2 e SA4, sobre a bactéria Streptococcus mutans, a principal
bactéria causadora da cérie dental. O mesmo perfil antimicrobiano foi
observado por Carvalho (2010) ao avaliar a atividade antibacteriana de

pimentas e pimentdes sobre bactérias causadoras de intoxicagdo alimentar.

4.7.2. Hibiscus sabdariffa L.

A familia Malvaceae é constituida por mais de 100 géneros de plantas,
totalizando 2500 espécies nas regides tropicais, subtropicais e temperadas de
ambos os hemisférios, mas particularmente abundantes nos tropicos
americanos. Dentre os principais géneros destaca-se Hibiscus sp., com cerca
de 300 espécies (LEAL et al., 2007).

Este vegetal é proveniente da Africa Oriental, sendo um subarbusto
anual ou subanual de caule arroxeado, que atinge até 2m de altura e é uma
planta de féacil cultivo (AMARO, 2010). Possui folhas alternas, flores solitarias e

os frutos séo capsulas revestidas por pelos hispidos (LORENZI; MATOS, 2002)



42

(Figura 6). Segundo Cardoso (1997), no Brasil, a vinagreira foi introduzida

provavelmente através do trafico de escravos.

" Hibiscus sabdariffal. |
VINAGREIRA
| Zulmiro Fonacc_:‘n

-~

Figura 6: Hibiscus sabdariffa L. Fonte: www.plantamed.com.br

Popularmente conhecida como vinagreira, azedinha, caruru azedo,
caruru da guiné, azeda da guiné, quiabo azedo, quiabo roxo, rosélia, quiabo de
angola, groselheira (LORENZI; MATOS, 2002), a espécie H. sabdariffa
apresenta grande valor nutritivo e est4 presente em diversos continentes
(GOMES et al., 2011).

O hibisco é um alimento funcional muito utilizado no Japé&o, na China, na
Coreia, em Taiwan (LIU et al., 2005) e em alguns paises africanos. A bebida,
popularmente conhecida como zobo na Nigéria, é feita com H. sabdariffa e
utilizada na medicina popular para o tratamento de hipertensdo. Também ja se
verificou o seu efeito cardioprotetor, antioxidativo e hepatoprotetor em animais
(JONADET, 1990). Estes efeitos sdo ocasionados pelas substancias
antioxidantes como as vitaminas E e C, os acidos polifendlicos, os flavonoides
e as anticianinas (WANG et al., 2000).

No Nordeste do Brasil, principalmente no estado do Maranhé&o, as folhas
sdo usadas no preparo de diversos pratos tipicos da culinaria, como o cuxa
(LORENZI; MATOS, 2002). Suas folhas também sdo apreciadas como
hortalica, os frutos e célices sao utilizados no preparo de sucos e geleias, e ha
variedades que sao empregadas na producao de fibras na industria téxtil e
como planta ornamental. Como planta medicinal, suas folhas sdo usadas como
fortificantes e estimulante estomacal e as flores como antibacteriano e
antifingico (ALVES et al., 2007).

Em individuos saudaveis, o consumo de H. sabdariffa resultou em

reducdes significativas nas concentragdes urinarias de creatinina, acido Urico,
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citrato, tartarato, célcio, sédio, potassio e de fosfato (ALl et al., 2005). Também
j& se confirmou que os extratos dessa espécie de planta sdo caracterizados por
um grau muito baixo de toxidade (AKINDAHUNSI; OLALEYE, 2003).

Olaleye (2007) encontrou efeito antibacteriano desta planta contra E.
coli, P. aeruginosa e S. aureus sugerindo que ela possua acgdo terapéutica
notavel no tratamento de infeccdo gastrintestinal, diarreia e doencas da pele,
como afirmado por Rogger e colaboradores (1990). A elevada poténcia de H.
sabdariffa contra estas bactérias d& base cientifica para o fato dela ja ser
usada na medicina popular no tratamento de diversas patologias bacterianas.
Nesse trabalho, o extrato da planta foi capaz de inibir o crescimento de E. coli

resistente a estreptomicina, um antibiético de largo espectro.

4.7.3. Heteropoliacidos (HPAS)

Os polioxometalatos (POMs) sdo uma extensa e importante classe de
substancias com estruturas muito simétricas, aos quais podem ser
incorporados diversos elementos (TSIGDINOS, 1978). Estruturalmente, os
polioxometalatos podem conter ou ndo heteroatomos, o que divide esta classe
de substéncias em dois grupos: (1) os isopolidnions (isopoliacidos — IPAs), de
formula geral (MnOy)* e (2) os heteropolianions (heteropoliacidos — HPAs), de
formula geral (X,MnOy)* (MAKSIMOV, 1995).

De forma geral, os metais (M) que constituem esta classe de compostos
heteropoliacidos s&o Molibdénio (Mo), Tungsténio (W), ou ainda Vanadio (V), e
mais raramente, Niébio (Nb) ou Tantalo (Ta), em alto estado de oxidagdo, e o
heterodtomo (X) pode ser Silicio (Si), Fésforo (P) e Germéanio (Ge), entre
outros. Essa versatilidade de elementos que podem compor a estrutura garante
uma grande variedade de POMs que podem ser sistematicamente estudados
(JANSEN et al., 1994).

Em medicina, diversos HPAs tém sido sintetizados, caracterizados e
suas atividades biolégicas testadas (WANG et al., 2000; LIU et al., 2000;
WANG et al., 2001), sendo que as pesquisas na area antiviral e antitumoral
dominam a quimica medicinal destes compostos.

O primeiro relato de POM em atividade antitumoral prop0s que uma

combinagéo, chamada PTMC, de fosfotungstato (H3[PW12040]), fosfomolibdato
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(H3[PMo012040]) e cafeina fosse usada em pacientes que sofriam de carcinoma
intestinal. Em quatro pacientes testados, todos tiveram o crescimento do tumor
interrompido, sendo que em um deles, os carcinomas foram completamente
eliminados (HILL et al., 1998).

Dias e colaboradores (2004a,b) testaram a atividade de alguns
heteropolidcidos sobre o crescimento da bactéria S. aureus e do fungo
leveduriforme C. albicans e obtiveram significativo efeito inibitério in vitro para o
segundo micro-organismo e variavel para o primeiro, de acordo com a cepa
testada, utilizando meios de cultura liquido e sdélido para ambos os micro-
organismos. Bau (2007) também testou o heteropoliacido Ags[PM01,040] na
concentragdo 15,7umol/mL, sobre C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis e
obteve efeito inibitorio significativo sobre o seu crescimento. Diferentes HPAs
também mostraram atividade inibitéria sobre o fungo dimérfico Sporothrix
schenckii (MATHIAS, 2010) e sobre a levedura M. pachydermatis (SILVA,
2007).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Micro-organismos utilizados

Para todos os ensaios foram utilizadas 2 cepas de cada micro-
organismo, sendo 2 cepas clinicas animais de M. pachydermatis (MP1 e MP2),
uma cepa clinica animal (SAl) e uma padrdo ATCC33591 de S. aureus, 2
cepas clinicas animais de S. pseudintermedius (SP1 e SP2) e uma cepa clinica
animal (PAl1) e uma padrdo ATCC9027 de P. aeruginosa. As cepas que
apresentarem maior relevancia teréo seus resultados apresentados nos testes
de inibic&o de crescimento e microscopia Optica e eletrdnica.

As cepas clinicas foram isoladas de caes atendidos no setor de Clinica
Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da UENF. Apds inspegéo
clinica foram coletadas amostras de secre¢cdo otologica, com o auxilio de
suabes estéreis. Posteriormente, o material foi inoculado em Agar Sangue
(Acumedia) suplementado com 5% de sangue estéril desfibrinado de carneiro,
Agar Sabouraud (Acumedia) com cloranfenicol [50mg/mL] e Agar MacConkey
(Acumedia) para visualizagdo de coldnias e suas caracteristicas morfologicas,
bem como as caracteristicas morfotintoriais. Para tal, as colbénias foram
coradas pelo método Gram (Laborclin) e foram realizados testes da Catalase
(Peréxido de Hidrogénio a 3%), Oxidase (Fluka Chemika) e todos os testes
bioquimicos necesséarios para identificagdo da espécie isolada. As cepas
utilizadas neste trabalho foram confirmadas segundo a espécie pelo uso de kits
miniaturizados, Api ID32 Staph (Biomeriéux) para Staphylococcus sp. e Api
32GN (Biomeriéux) para P. aeruginosa, com leitura automatizada pelo
equipamento MiniApi (Biomeriéux).

As cepas de referéncia utilizadas, pertencentes ao acervo do
Laboratério de Sanidade Animal/CCTA/UENF e obtidas das colecbes da
Fundacé&o Osvaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ), foram reativadas em caldo Broth

Heart Infusion (Merck).
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5.2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

As cepas clinicas isoladas foram testadas frente aos diferentes
antibacterianos e antifingicos mais comumente utilizados no tratamento de
otites. Para tal, o teste de Kirby-Bauer foi realizado conforme citado por Owens;
Watts (1987) e preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a
pesquisa de sensibilidade e resisténcia a drogas.

Resumidamente, as colbnias da levedura (incubadas até 48h) e das
bactérias (entre 24h de incubacéo) isoladas e identificadas foram inoculadas
em solucéo salina estéril (NaCl 0,85%) e ajustadas quanto a sua concentragdo
celular por mililitro, de acordo com a leitura no fotdmetro (Densimat,
bioMérieux) respeitando o valor de 0,5 na escala de McFarland (grau de
turbidez que equivale a aproximadamente 1x10® UFC/mL). Em seguida, uma
aliquota de 100pL do in6culo foi inoculada em agar Mueller Hinton (Merck),
para as bactérias, ou em Agar Sabouraud, para a levedura M. pachydermatis.
Ap6s breve periodo para a secagem da superficie do Agar, foram colocados os
discos de antibiograma e antifungigrama. As placas foram incubadas em estufa
37°C e apo6s 24h (para as bactérias) ou 48h (para a levedura) foram feitas as
medicbes dos didmetros dos halos, com auxilio de um paquimetro. Os

antibacterianos e antifiingicos utilizados estéo listados na tabela 1.



Tabela 1:

antifungigramas para avaliacao do perfil de resisténcia.

Antibacterianos e

antifingicos

utilizados
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nos antibiogramas e

ANTIBACTERIANOS

ANTIFUNGICOS

Staphylococcus sp.

P. aeruginosa

M. pachydermatis

Tetraciclina (TET 30ug)
Enrofloxacina (ENO 5uQ)
Eritromicina (ERI 150)
Amoxicilina (AMO 10pug)
Vancomicina (VAN 30ug)
Clindamicina (CLI 2uQ)
Florfenicol (FLF 30ug0)
Ampicilina (AMP10uQ)
Sulfazotrim (SUT 25L9)
Penicilina (PEN 10U)
Oxacilina (OXA 1pug)
Gentamicina (GEN 10pg)
Neomicina (NEO 30ug)
Cefalexina (CFX 30Q)

Amicacina (AMI 30u0)
Ciprofloxacina (CIP 5ug)
Enrofloxacina (ENO 5uQ)
Gentamicina (GEN 10ug)
Tobramicina (TOB 10L9)
Cefotaxima (CTX 30uQ)

Itraconazol (ICZ 109)
Fluconazol (FLU 25uQ)
Miconazol (MCZ 500)
Nistatina (NY 100U)
Econazol (EC 50ug)
Anfotericina B (AB 100.Q)
Cetoconazol (KET 50u9)
Clotrimazol (CTR 50g)

5.3. Analise Molecular — PCR das cepas de Staphylococcus spp.

As cepas clinicas de S. aureus e S. pseudintermedius utilizadas neste

trabalho passaram por analise molecular, tendo o seu DNA extraido utilizando
o kit LUSTRA™ BACTERIA GENOMICPREP MINI SPIN KIT (Healthcare, GE),
seguindo as recomendagdes do fabricante com algumas modificagdes. Para
garantia da qualidade dos experimentos foram utilizadas as seguintes
linhagens de referéncia: Salmonella enteritidis ATCC13076 como controle
negativo e S. aureus ATCC33591 (MRSA) como controle positivo.

As etapas para realizagéo da técnica de PCR estéo descritas abaixo:
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1° Passo: Coleta da Amostra
1) Pegar 3mL de cultura bacteriana;

2) Centrifugar por 30 segundos a 16.000xg e apés descartar o sobrenadante.

2° Passo: Lise Bacteriana

3) Adicionar 40pl de tampé&o lisozima e homogeneizar em vortex;

4) Adicionar 10pl de lisozima (10mg/ml) e homogeneizar em vortex;

5) Deixar 5 minutos em temperatura ambiente, homogeneizar em vortex e
centrifugar por mais 5 segundos a 1.000xg;

6) Deixar 5 minutos em temperatura ambiente, ap6s centrifugar 5 segundos a
1.000xg;

7) Adicionar 10pul de proteinase K (10mg/mL) diluido em PBS, homogeneizar
em vortex e centrifugar 5 segundos a 1.000xg;

8) Deixar 7 minutos a 55°C, homogeneizar em vortex e centrifugar 5 segundos
a 1.000xg;

9) Deixar 8 minutos a 55°C e centrifugar 5 segundos a 1.000xg.

3° Passo: Purificagdo das amostras

10) Adicionar 500ul do tampéo de lise tipo 4 e homogeneizar em vortex;

11) Deixar 5 minutos em T°C ambiente, homogeneizar em vortex e centrifugar
5 segundos a 1.000xg;

12) Deixar 5 minutos a T°C ambiente;

13) Transferir o sobrenadante para a minicoluna (Collection tube);

14) Centrifugar a 11.000xg por 1 minuto e descartar o que ficou na minicoluna

(Collection tube).

4° Passo: Lavagem e Secagem das Amostras

15) Adicionar 500ul de tampéo de lise tipo 4;

16) Centrifugar a 11.000xg por 1 minuto e descartar o restante;
17) Adicionar 500ul de tampéo de lavagem tipo 6;

18) Centrifugar a 16.000xg por 3 minutos;

19) Transferir a minicoluna para um novo tubo livre de DNase.
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5° Passo: Eluicdo

20) Adicionar 200pl do tampéo de eluigéo tipo 5 pré-aquecido a 70°C;
21) Incubar a T°C ambiente por 1 minuto;

22) Centrifugar a 11.000xg por 1 minuto;

23) Guardar o tubo contendo o DNA purificado a -20°C.

Para a reagcdo de PCR foram utilizados os primes GMECAR-1 e
GMECAR-2 (quadro 1) e o marcador de peso molecular (Ladder- Ludwig
Biotec) de 100pb.

Tamanho
) ) . Localizacdo | do produto
Regido Primer Sequéncia (5" a 3’) -
no Gene amplificado
(pb)
mecA
MEC | GMECAR-1 | ACTGCTATCCACCCTCAAAC | 1182-1201 163

GMECAR-2 | CTGGGTGAAGTTGTAATCGG | 1325-1344

Quadro 1: Marcador molecular utilizado para amplificacdo do gene mecA.

5.4. Substancias testadas

As substéncias utilizadas neste trabalho foram fornecidas por
colaboradores.
5.4.1. Heteropoliacidos (HPAS)
Estas substancias foram fornecidas pelo Prof® Luis César Passoni do
LCQUI/CCT/UENF.
Os sais de HPAs utilizados neste trabalho foram:
Ags[PW1,040]: Dodecatungstofosfato de Prata;
Ag3[PMo012040]: Dodecamolibdofosfato de Prata ;
Ag4[SiW10V2040): Decatungstosilicato de Prata;
Ag4[SiW1,040]: Dodecatungstosilicato de Prata.




50

5.4.2. Extratos de C. baccatum var. pendulum

Amostras de fragbes de extratos brutos do fruto seco da planta foram
fornecidas pelo Prof° Ivo José Curcino Vieira do LCQUI/CCT/UENF.

As fragOes utilizadas neste trabalho foram obtidas das populagdes P1,
P2 e F1: IP1, IP2, IP1, IP2, IIFL, IIP1, 1IP2, IIF1.

Além dos extratos de C. baccatum, a sua substancia ativa purificada,

Capsaicina (Sigma®), também foi utilizada como controle.

5.4.3. Extrato bruto de H. sabdariffa L. (EbHS)

Amostra de extrato bruto metandlico do calice da planta foi fornecida
pela Prof?2 Lanamar de Almeida Carlos da Universidade Federal de S&o Joédo

Del Rei - UFSJ, Campus Sete Lagoas.

5.5. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) — Diluigdo em caldo

Este teste foi utilizado para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos brutos e ainda para medir a concentracdo minima inibitéria destas
substancias.

Segundo Neder (1992), este € um método que apresenta resultados
satisfatorios, através da contagem de coldnias, que é expressa pelo nimero de
bactérias/leveduras por mililitro de cultura.

Foi preparada uma solucdo de indculo com densidade optica igual a
0,1x108 McFarland, segundo leitura realizada pelo fotdmetro. Com o auxilio de
uma micropipeta, um volume de 180pL de caldo Sabouraud dextrose (para a
levedura) e de caldo Muller Hinton + 2% de glicose (para as bactérias) foi
distribuido a trés tubos eppendorf, uma vez que os ensaios foram realizados
em triplicata. Em seguida, 20pL da solucdo de in6culo do micro-organismo foi
adicionada em cada tubo. Estes trés tubos receberam os rétulos “controle (-)".
Em outros trés tubos, rotulados como “controle (+)”, foram adicionados 170puL
de caldo, 20uL da solugdo D.O. 0.1 de micro-organismo e 10uL do antifungico

miconazol [0,05mg/mL] (para a levedura) e do antibitico gentamicina
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[10pg/mL] (para as bactérias). Nos tubos rotulados como tratamento foram
adicionados 10pL dos compostos testados em diferentes concentracoes.

Apos estes procedimentos os tubos foram incubados em estufa a 37°C,
por 8h para as bactérias e 60h para a levedura. Ap6s esse periodo, uma
aliquota de 100puL de cada tubo eppendorf foi plaqueada, com o auxilio de um
suabe estéril, em placa contendo &gar Sabouraud (para a levedura) e agar
Mueller Hinton (para as bactérias).

As placas foram novamente incubadas a 37°C, e ap6s 12h para as
bactérias e 48h para a levedura, foi realizada a contagem de coldnias de cada
placa. A concentracdo minima inibitéria do composto utilizado foi aquela onde a
contagem de col6nias indicou o crescimento entre 30 a 300 colbnias/100pL de

cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata e com duas repetigoes.
5.6. Ensaios de inibicdo em meio liquido com os HPAs
5.6.1. Inibicdo em meio liquido em tempo inicial de crescimento

Esta etapa foi também denominada tempo zero. Foi preparada uma
solucdo de inéculo com densidade 6ptica igual a 0,5 x10® McFarland, segundo
leitura realizada pelo fotbmetro. Com o auxilio de uma micropipeta, um volume
de 1900puL de caldo Sabouraud dextrose (para a levedura) e de caldo Muller
Hinton + 2% de glicose (para as bactérias) foi distribuido a trés tubos de
ensaio, uma vez que os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida,
100pL da solugéo de in6culo do micro-organismo foi adicionada em cada tubo.
Estes trés tubos receberam os rétulos “controle (-)”. Em outros trés tubos,
rotulados como “controle (+)”, foram adicionados 1800uL de caldo, 100uL da
solugdo D.O. 0.5 x10® McFarland de micro-organismo e 100uL do antifiingico
miconazol [0,05mg/mL] (para a levedura) e do antibitico gentamicina
[10pg/mL] (para as bactérias). Nos tubos rotulados como tratamento foram
adicionados 100pL dos HPAs na concentragao final de 0,028umol/mL.

ApoOs estes procedimentos os tubos foram incubados a 37°C, sendo
realizadas leituras periédicas de densidade éptica até que o aparelho atingisse
sua capacidade maxima de leitura (D.O. 7,5 x10® McFarland). Os ensaios

foram realizados em triplicata e com duas repeticoes.
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5.6.2 Inibicdo em meio liquido em fase exponencial de crescimento

A metodologia deste experimento é a mesma descrita acima, no item
5.4.1, porém o tratamento foi iniciado apdés o periodo de crescimento

exponencial, que variou de acordo com 0 micro-organismo testado.

5.7. Permeabilizagdo das Membranas

As células tratadas e ndo tratadas (controle) foram incubadas com o
corante vital SYTOX® Green que possui alta afinidade para &cidos nucleicos e
penetra em células apenas quando sua membrana esta danificada. Este ensaio
permitiu medir o dano causado pelas substancias com atividade antimicrobiana
através da permeabilizacdo da membrana plasmatica como descrito por
Thevissen et al. (1999) com algumas modificacdes. O SYTOX® Green € um
corante vital que possui alta afinidade para &cidos nucleicos e penetra em
células apenas quando sua membrana esta danificada.

Imediatamente apdés o ensaio de inibicdo com os compostos, o tubos
eppendorf foram centrifugados a 8000xg por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ao centrifugado foi adicionado 20puL do corante fluorescente
SYTOX® Green a uma concentracdo final de 0,2M. Apdés 30 minutos de
incubacéo, as células foram analisadas em microscépio (Axiophoto Zeiss,
Alemanha), equipado com um conjunto de filtros de fluorescéncia para a
deteccdo de fluoresceina (450-490nm, comprimento de onda de emissdo de
500 nm).

5.8. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As células tratadas e nédo tratadas (controle) foram processadas para a
andlise por microscopia eletrdnica de transmisséo para analisar a morfologia e
estrutura das células ap6s os tratamentos com 0s compostos que
apresentaram atividade antimicrobiana.

As amostras foram fixadas por duas horas a temperatura ambiente em

glutaraldeido 2,5% grau Il (Sigma®), diluido em tampéo cacodilato 0,1M pH
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7.4. ApOs a fixacdo, as amostras foram lavadas 3 vezes por 5 min no mesmo
tampdo e pos-fixadas por 20 minutos em tetroxido de 6smio 1% (OsO,,
Sigma®) adicionado de 0,8% de ferrocianeto de potassio (Sigma®), para as
bactérias. Para a levedura, a pos-fixacdo foi feita com permanganato de
potassio 1,5%. Em seguida, as células foram lavadas com o mesmo tampé&o e
desidratadas por 20 minutos em séries crescentes de acetona\dgua destilada
(Merck®): 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100% por trés vezes. Logo depois as
amostras foram infiltradas lentamente em séries crescentes de acetona e
resina epdxi (Epon Poly Bed 812 — PolyScience®), para as bactérias, e resina
Spurr (Sigma®) para a levedura, iniciando em concentragdes decrescentes de
acetonarresina 3:1, 2:1, 1:1, e depois crescentes 1:2, 1:3 e finalmente incluidas
em resina pura. Apds o emblocamento das amostras, as mesmas foram
colocadas em estufa a 60°C para polimeriza¢@o por 48h para as bactérias e 12
horas para as leveduras e os blocos obtidos foram cortados em Ultramicrétomo
Reichert Ultracut (Leica®). Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de
cobre (300 mesh), contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo
durante 20 e 5 minutos, respectivamente, e lavados gentilmente em &gua
destilada. Depois de secos, 0s cortes estavam prontos para visualizagdo ao

Microscopio Eletrénico de Transmisséo Zeiss 900, a 80 KV.

5.9. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As células tratadas e nado tratadas (controle) foram processadas para a
andlise por microscopia eletrébnica de varredura para observar se 0s
tratamentos impediram a formagé&o do biofilme.

A metodologia foi a mesma utilizada por Moreira et al. (2012), onde as
cepas foram incubadas por 48/72h a 37°C em caldo MH/YEPD, sobre
laminulas de vidro dentro de po¢os de uma microplaca de 24 poc¢os. Apés a
incubacdo, cada laminula de vidro com os micro-organismos aderidos, foi
lavada trés vezes durante 15 minutos com solucdo PBS 0,05M. Em seguida,
foram fixadas com glutaraldeido a 2% (p/vol) diluido em tamp&do cacodilato
0.1M (pH 7,4), a temperatura ambiente, durante 16 horas. Em seguida, foram
lavadas novamente com o mesmo tampao. Na sequéncia, as amostras foram

desidratadas em concentracdes crescentes de etanol\dgua destilada (30%,
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50%, 70%, 90% |[volivol]) durante 20 minutos cada e depois
trés vezes em etanol absoluto pelo mesmo tempo. Apés a desidratacé@o, as
amostras foram secas em ponto critico e montadas em stubs com o auxilio de
uma fita adesiva dupla face de carbono e revestida por pulverizacdo com
palddio. As amostras depois de metalizadas estavam prontas para serem
visualizadas em MEV (Zeiss DSM - 912 a 15 KV) para observacdo das

estruturas do biofilme.

5.10. Anélises Estatisticas

Os dados foram submetidos & andlise de variancia e a comparacao de
médias pelo teste de Tukey (p< 0,05) em nivel de 5% de significAncia em todas
as variaveis. Foi feita andlise de regresséo linear e quadrética para todos 0s

tratamentos. O programa utilizado para as analises foi o0 SAEG.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas estudadas

Para andlise do perfil de resisténcia, as amostras clinicas estudadas
foram testadas frente aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento de
otites.

O resultado do antibiograma das cepas clinicas de M. pachydermatis

esta descrito na tabela 2:

Tabela 2: Perfil de resisténcia de M. pachydermatis aos agentes antifingicos pelo

método difusdo em Agar.

Antifangicos

ICZ FLU MCZ NY EC AB KET CTR
MP1 S R S S S S S S
MP2 S I S S S S S S

Os azéis séo considerados a principal classe de antifingicos, surgindo
primeiramente com o uso topico e posteriormente foram langcados os de uso
sisttmico. Nesta classe antifingica ndo h& recomendacdo expressa para
realizagcdo de teste antes do tratamento, mesmo frente ao fluconazol, o
triazélico mais implicado em casos de resisténcia em infeccdes humanas
(PFALLER et al., 1994). Um dos principais elementos responséaveis por isso foi
a pandemia da AIDS, uma vez que 0s azdis representaram opgao terapéutica
menos toxica e mais comoda que a anfotericina B, pois frequentemente os
individuos acometidos por candidiase oral e esofagica faziam uso de fluconazol
por tempo prolongado, consequentemente inUmeros relatos de resisténcia de
C. albicans ao fluconazol em pacientes com Aids foram descritos (MILLON et
al.,, 1994). O uso indiscriminado de antifiungicos também atingiu a clinica de
pequenos animais, onde se passou a observar o aumento da resisténcia a
alguns antifungicos (NASCENTE et al., 2009).

No presente trabalho foi observada resisténcia em uma das cepas
estudadas e sensibilidade intermediaria na outra ao fluconazol. Cafarchia e
colaboradores (2012) avaliando o efeito de alguns azdis sobre 62 isolados de

M. pachydermatis oriundos de cées, encontraram maior susceptibilidade ao
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cetoconazol e itraconazol, e menor ao miconazol e fluconazol. Uma boa
resposta clinica ao fluconazol tem sido observada em pacientes com lesdes
extensas, no entanto, devido a falta de efeito fungicida deste triazél, ja que este
é fungistéatico, a sua eliminacdo incompleta pode causar recorréncia (NIJIMA et
al., 2011). Em consequéncia de um tratamento prolongado e repetitivo, pode-se
criar resisténcia da levedura a esse antifungico (FERA et al., 2009). No estudo
de Jesus e colaboradores (2011), foi demonstrada a capacidade de M.
pachydermatis em adquirir resisténcia ao fluconazol quando submetidas a uma
exposicdo prolongada ao farmaco e que este fendmeno foi também
responsavel pela resisténcia cruzada a outros azais.

O resultado do antibiograma das cepas de Staphylococcus spp. esta

descrito na tabela 3:

Tabela 3: Perfil de resisténcia de Staphylococcus spp. 0s agentes antibacterianos pelo

método difusdo em Agar.

Antibacterianos

TET ENO ERI AMO VAN CLI FLF AMP SUT PEN OXA GEN NEO CFX
SA1 S S S R S S S R S R S S S S
33591 R S R R S R S R R R R S S R
SP1 S S R R S | S R R R S S I S
SP2 R S S R S S S R R R S S S S

A resisténcia aos agentes antimicrobianos comumentes utilizados no
tratamento das diversas infecgdes por Staphylococcus spp. tem sido relatada
cada vez mais frequentemente (WOODFORD, 2005). No presente trabalho foi
observado que as quatro cepas estudadas apresentaram resisténcia a
penicilina, amoxicilina e ampicilina. E todas foram sensiveis a enrofloxacina,
vancomicina, florfenicol e gentamicina.

Rougier e colaboradores (2005), verificaram que Staphylococcus spp.
isolados de cé@es com otite externa sdo mais sensiveis & enrofloxacina (90,4%)
e a gentamicina (95,2%), semelhante ao encontrado neste trabalho. Yamashita
e colaboradores (2004) verificaram a resisténcia de cepas de Staphylococcus
sp. isoladas também de cé@es com otite externa, obtendo os seguintes valores
em ordem decrescente: 56,3% de resisténcia a penicilina; 54,7% a ampicilina,

14,1% a eritromicina, 3,1% a tetraciclina e 1,6% a gentamicina.
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O resultado do antibiograma das cepas de P. aeruginosa estd descrito

na tabela 4:

Tabela 4: Perfil de resisténcia de P. aeruginosa os agentes antibacterianos pelo

método difusdo em Agar.

Antibacterianos

AMI CIP ENO GEN TOB CTX
PAl S S S S S R
9027 S S S S S R

A existéncia de P. aeruginosa multirresistente ja foi constatada por
diversos autores (PETERSEN et al., 2002; MONDINO, 2005; TULESKI, 2007).
No presente estudo observou-se resisténcia das duas cepas estudadas a
cefotaxima. As taxas de resisténcia a cefotaxima entre bacilos Gram-negativos
séo de 18,6% na China e 19% no Japao (ZHANG et al., 2001). No trabalho de
Soares (2005), das 162 amostras clinicas de P. aeruginosa analisadas, 69,1%
foram resistentes a cefotaxima, sendo a maior porcentagem de resisténcia
entre os 11 antimicrobianos testados. Isso ocorre provavelmente devido a
producéo de B-lactamases e o uso indiscriminado de antimicrobianos. Em
espécies como Enterobacter sp., Citrobacter sp. e Pseudomonas sp., as -
lactamases sdo normalmente produzidas em pequenas quantidades, porém a
producédo pode aumentar significativamente quando os micro-organismos Sao
expostos a algum B-lactamico (SADER et al., 1998).

Oliveira e colaboradores (2005) verificaram que cepas de P. aeruginosa
foram mais sensiveis as seguintes drogas: ciprofloxacina (97,1%), tobramicina
(85,9%), enrofloxacina (73,3%), amicacina (59,7%) e gentamicina (53,3%).

6.2. Analise molecular (PCR) das amostras clinicas de Staphylococcus

SpP.

Apesar das amostras clinicas de Staphylococcus sp. ndo terem
apresentado perfil fenotipico de resisténcia a oxacilina, estas foram submetidas
a analise molecular pela técnica de PCR para amplificacdo do gene mecA.
Com o resultado do gel de agarose, pode-se observar que a cepa clinica de S.

pseudintermedius SP2 foi positiva para a presenca do gene mecA (Figura 7).
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Figura 7: Resultado do gel de agarose 5% por eletroforese: 1 - 100 bp DNA ladder
(Ludwig, Biotec, Brazil); 2, 4, 6, 8, 10: Vazio; 3 - C(-) Controle negativo Salmonella
enteritidis ATCC13076 strain; 5 - C(+) Controle positivo S. aureus ATCC33591 strain;
7 - SP2 Cepa clinica S. pseudintermedius; 9 - SP1 Cepa clinicaS. pseudintermedius;

11 - Cepa clinica SA1 S. aureus.

Cepas de Staphylococcus sp. resistentes a meticilina tém sido
consideradas uma ameaca a saude publica, uma vez que causam infeccdes
em seres humanos e muitas vezes apresentam mdultipla resisténcia aos
antimicrobianos (STRUELENS et al., 2009), principalmente pelo surgimento de
cepas MRSA humanas atipicas quanto ao seu perfil resisténcia e
suscetibilidade frente a diferentes antimicrobianos, entre eles a oxacilina
(HOSOSAKA et al.,, 2007; GIANNOULI et al., 2010; JANNATI et al., 2013).
Além da grande importdncia em humanos, estas cepas tém sido isoladas de
cdes em diversos paises (MORRIS et al., 2006; HANSELMAN et al., 2008;
WEESE et al., 2010).

MRSP tem sido cada vez mais investigado em Medicina Veterinéria.
Recentemente, um estudo realizado na Europa concluiu que MRSP € um
patdbgeno hospitalar em ambientes veterinarios em uma forma similar as
linhagens de MRSA em Medicina (PERRETEN et al., 2010).

A frequéncia de MRSP tem sido estudada em popula¢cfes de cdes em
diversos paises, com taxas que variam de 0-4,5% em cdes na comunidade e 0-
7% em cées doentes (DUIJKEREN et al., 2011). No Brasil foi verificado um
aumento da incidéncia desses micro-organismos no estado do Rio de Janeiro,
com dados de 4,6% em 2000 passando para 10,8% em 2013, fato este que
chama a atencdo dos clinicos veterinarios para efetivarem os tratamentos de
infecgbes causadas por MRSP (LILENBAUN et al., 2000; PENNA et al., 2013).

Em um estudo na Alemanha, a prevaléncia de MRSP em 16.103 espécimes
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clinicos de animais foi de 0,8% em cdaes (61/7.490), 0,1% em gatos (6/3.903) e
0,1% em cavalos (5/4.710), sendo a pele e as orelhas os locais mais comuns
da infeccdo por MRSP (RUSCHER et al., 2009). No trabalho de Penna e
colaboradores (2013), foram isoladas 282 cepas de Staphylococcus spp de
cédes sadios, com piodermite e otite. Dessas, 36 foram fenotipicamente
resistentes a meticilina e analisadas pela técnica do PCR para deteccdo do
gene mecA, sendo este detectado nas 36 amostras. No caso das amostras
sensiveis a meticilina, 7 também tiveram o gene detectado, sendo 1 delas
proveniente de otite.

Neste trabalho o isolamento de estirpes de S. pseudintermedius de cées
com otite e que resultaram sensiveis a oxacilina no antibiograma, uma amostra
foi positiva para o gene mecA (OS-MRSP). Esta amostra apresentou
resisténcia a cinco antimicrobianos e sensibilidade a nove do total testado. Este
resultado pode imprimir mais um fator de risco para pessoas que entram em
contato com bactérias que apresentam este tipo de perfil, pelo fato do gene
mecA estar presente e se tornarem resistentes durante o curso da terapia
antimicrobiana (HOSOSAKA et al. 2007; KAMPF et al., 2003). Contudo, em
estirpes atipicas de MRSA de origem humana, sensiveis & oxacilina foi
demonstrado que a amplificagdo do gene mecA ndo € um fator determinante
absoluto de resisténcia a oxacilina e que esta caracteristica pode estar
associada a mutagbes na bactéria, principalmente na quantidade de
aminoacidos que compdem as proteinas Fem de S. aureus, que € um fator

essencial para a resténcia a meticilina (GIANNOULI et al., 2010).

6.3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) — Diluigdo em caldo

6.3.1. CIM com extratos de C. baccatum e H. sabdariffa (EbHs) sobre M.
pachydermatis (MP1)

Apos 48h de incubacdo da levedura M. pachydermatis, observou-se o
crescimento confluente na placa do controle (-) e a auséncia de crescimento na
do controle (+) com miconazol [0,05mg/mL] (Figuras 8A e 8B). No tratamento
com capsaicina [0,05mg/mL], o crescimento de colonias ficou entre 30 e 300,

indicando esta concentracdo como inibitéria minima para a levedura (Figura
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8C). Nos tratamentos com EbHs, apds serem testadas diferentes
concentragbes, a que apresentou crescimento entre 30 e 300 coldnias foi
[3,15mg/mL] (Figura 8D). Nos tratamentos com os extratos de C. baccatum, as
fracOes IlIP1, 1IP2 e IIF1 apresentaram CMI de [20mg/mL] (Figuras 8E a 8G).

As demais fragdes apresentaram crescimento superior a 300 colonias nesta

mesma concentracao (Figuras 8H a 8L).

Figura 8: Crescimento de colénias de Malassezia pachydermatis apés 48h de
incubacdo: (A) Controle (-); (B) Controle (+) com miconazol [0,05mg/mL]; (C)
Capsaicina [0,05mg/mL] ; (D) extrato de H. sabdariffa (EbHs) [3,15mg/mL]; (E) extrato
de C. baccatum llIP1 [20mg/mL]; (F) extrato de C. baccatum IIP2 [20mg/mL]; (G)
extrato de C. baccatum IIF1 [20mg/mL]; (H) extrato de C. baccatum IP2 [20mg/mL]; (1)
extrato de C. baccatum IP1 [20mg/mL]; (J) extrato de C. baccatum IIP1 [20mg/mL]; (K)
extrato de C. baccatum IlIP2 [20mg/mL]; (L) extrato de C. baccatum IIIF1 [20mg/mL].

N&o ha relatos na literatura da utilizacao de extrato de H. sabdariffa e de
C. baccatum sobre leveduras do género Malassezia sp., porém Rukayadi e
colaboradores (2008) testaram o0s extratos metandlicos de 23 plantas
medicinais contra seis espécies de Candida sp., tendo o extrato de H.
sabdariffa apresentado atividade antifingica sobre C. albicans. Ja no trabalho
de Olaleye (2007) o extrato do calice da mesma planta foi incapaz de inibir C.
albicans, mesmo resultado encontrado por Santos (2013).

Kappel e colaboradores (2008) testaram a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico da semente de C. baccatum sobre diferentes micro-
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organismos, dentre eles C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans. Os halos de inibicdo obtidos variaram entre 10 e
13mm de diametro. Comparando os halos de inibicdo formados pelos
diferentes antifingicos existentes, estes autores concluiram que a atividade
antimicrobiana do extrato sobre esses fungos foi fraca. Diz e colaboradores
(2006) extrairam trés peptideos da semente de outra espécie do género
Capsicum, C. annuum, e testaram sobre diversos micro-organismos. A fracéo
F1 exerceu intensa atividade antifingica sobre C. albicans e Saccharomyces
cerevisiae, promovendo inclusive algumas alteracbes morfologicas,
comprovadas por microscopia de transmisséo e de fluorescéncia. O trabalho de
Ribeiro e colaboradores (2007) teve como objetivo isolar e caracterizar
peptideos presentes em sementes de pimenta e avaliar a sua toxicidade em
meio liquido contra algumas espécies de leveduras. Uma fracdo, rica em
peptideos, foi capaz de inibir o crescimento das leveduras S. cerevisiae, C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Em contrapartida, Santos (2010)
testando extrato de C. annuum e capsaicina, chegou a conclusdo que C.

albicans néo foi inibida por nenhum dos tratamentos.

6.3.2. CIM com extratos de C. baccatum e H. sabdariffa (EbHs) sobre S.
aureus ATCC33591

Ap6s 12h de incubagcdo de S. aureus, observou-se 0 crescimento
confluente na placa do controle (-) e a auséncia de crescimento na do controle
(+) com gentamicina [10ug/mL] (Figuras 9A e 9B). Assim como no controle (-) o
tratamento com capsaicina [0,05mg/mL] também formou crescimento
confluente nas placas (Figura 9C). Nos tratamentos com EbHs, a concentracéo
que apresentou crescimento entre 30 e 300 col6nias foi [5,3mg/mL] (Figura
9D). Nos tratamentos com os extratos de C. baccatum, na maxima
concentracdo disponivel [25mg/mL], nenhuma das fragfes testadas apresentou

efeito inibitorio satisfatorio sobre a bactéria (Figuras 9E a 9L).



62

Figura 9: Crescimento de colbnias de Staphylococcus aureus apés 12h de incubacao:
(A) Controle (-); (B) Controle (+) com gentamicina [10pg/mL]; (C) Capsaicina
[0,05mg/mL] ; (D) extrato de H. sabdariffa (EbHSs) [5,3mg/mL] ; (E) extrato de C.
baccatum IIIP1 [25mg/mL] ; (F) extrato de C. baccatum IIP2 [25mg/mL] ; (G) extrato de
C. baccatum IIF1 [25mg/mL] ; (H) extrato de C. baccatum IP2 [25mg/mL] ; (I) extrato
de C. baccatum IP1 [25mg/mL] ; (J) extrato de C. baccatum IIP1 [25mg/mL] ; (K)
extrato de C. baccatum IlIP2 [25mg/mL] ; (L) extrato de C. baccatum IlIF1 [25mg/mL] ;

No trabalho de Olaleye (2007) foi testado o efeito antimicrobiano do
extrato do calice de H. sabdariffa pela técnica de diluicdo seriada, e encontrou-
se para S.aureus a concentracdo minima inibitéria de 0,3mg/mL. Esse autor
sugere que a atividade antimicrobiana desse extrato possui grande potencial na
area farmacoldgica. Wong e colaboradores (2010) testando o extrato das folhas
dessa mesma planta e utilizando a técnica de difusdo em disco, encontraram
para essa bactéria a concentracdo minima inibitéria de 2mg/mL. Os autores
sugerem que o extrato de H. sabdariffa podera, no futuro, ser considerado um
agente antibacteriano natural de largo espectro. No presente trabalho a
concentracdo de EbHs foi bem maior, 106mg/mL, lembrando que os extratos,
apesar de serem da mesma planta, tiveram origens diferentes.

No trabalho de Jung e colaboradores (2013) foi feita a andlise
fisicoquimica de H. sabdariffa, e o resultado encontrado é que esta planta é rica
em 4cido malico, antocianinas, &cido ascorbico e sais minerais, especialmente

o Ca e Fe, podendo ser uma boa fonte de antioxidantes naturais. Neste mesmo
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trabalho também foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato etanodlico
desta planta, pelo método de impregnacdo em disco. O extrato etandlico na
concentragdo 25mg/mL foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus e E. coli.

Em 2008, Kappel e colaboradores testaram a atividade antimicrobiana
de C. baccatum var. pendulum, sobre diferentes micro-organismos, dentre eles
S. aureus, pelo método de difusdo em agar, porém o extrato ndo formou halo

de inibicdo sobre esse micro-organismo.

6.3.3. CIM com extratos de C. baccatum e H. sabdariffa (EbHs) sobre S.
pseudintermedius (SP2)

Ap6s 12h de incubacdo de S. pseudintermedius, observou-se o
crescimento confluente na placa do controle (-) e a auséncia de crescimento na
placa do controle (+) com gentamicina [10pg/mL] (Figuras 10A e 10B). No
tratamento com capsaicina [0,05mg/mL] , houve o crescimento de incontaveis
colonias nas placas (Figura 10C). Assim como com S. aureus, a CIM do EbHs

foi [5,3mg/mL] (Figura 10D) e nos tratamentos com as diferentes fragoes de C.

baccatum, nenhuma delas apresentou efeito inibitério satisfatério sobres esta
bactéria (Figuras 10E a 10L).

Figura 10: Crescimento de coldnias de Staphylococcus pseudintermedius apés 12h de
incubacdo: (A) Controle (-); (B) Controle (+) com gentamicina [10pg/mL]; (C)
Capsaicina [0,05mg/mL] ; (D) extrato de H. sabdariffa (EbHs) [5,3mg/mL] ; (E) extrato
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de C. baccatum IlIP1 [25mg/mL] ; (F) extrato de C. baccatum IIP2 [25mg/mL] ; (G)
extrato de C. baccatum IIF1 [25mg/mL] ; (H) extrato de C. baccatum IP2 [25mg/mL] ;
() extrato de C. baccatum IP1 [25mg/mL] ; (J) extrato de C. baccatum IIP1 [25mg/mL] ;
(K) extrato de C. baccatum 1lIP2 [25mg/mL] ; (L) extrato de C. baccatum IlIF1
[25mg/mL] .

N&o hé relatos na literatura da utilizag&do de extrato de H. sabdariffa e de
C. baccatum sobre S. pseudintermedius, mas como citado anteriormente,
outros autores ja testaram a atividade antimicrobiana dessas plantas sobre

bactérias do género Staphylococcus sp.

6.3.4. CIM com extratos de C. baccatum e H. sabdariffa (EbHs) sobre P.
aeruginosa ATCC9027

Apo6s 12h de incubagé@o de P. aeruginosa, observou-se o crescimento
confluente na placa do controle (-) e a auséncia de crescimento na do controle
(+) com gentamicina [10pg/mL] (Figuras 11A e 11B). Assim como no controle (-
) 0 tratamento com capsaicina [0,05mg/mL] também formou crescimento
confluente nas placas (Figura 11C). Assim como com S. aureus e S.
pseudintermedius, a CMI do EbHs foi [5,3mg/mL] (Figura 11D) e nos
tratamentos com as diferentes fragbes de C. baccatum, nenhuma delas
apresentou efeito inibitério sobres as bactérias, apresentando crescimento

confluente em todos os tratamentos (Figuras 11E a 11L).
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Figura 11: Crescimento de colbénias de Pseudomonas aeruginosa ap6s 12h de
incubacdo: (A) Controle (-); (B) Controle (+) com gentamicina [10ug/mL]; (C)
Capsaicina [0,05mg/mL] ; (D) extrato de H. sabdariffa (EbHSs) [5,3mg/mL] ; (E) extrato
de C. baccatum IlIP1 [25mg/mL] ; (F) extrato de C. baccatum IIP2 [25mg/mL] ; (G)
extrato de C. baccatum IIF1 [25mg/mL] ; (H) extrato de C. baccatum IP2 [25mg/mL] ;
() extrato de C. baccatum IP1 [25mg/mL] ; (J) extrato de C. baccatum IIP1 [25mg/mL] ;
(K) extrato de C. baccatum 1lIP2 [25mg/mL] ; (L) extrato de C. baccatum IIIF1
[25mg/mL] .

Ali e colaboradores (2005) em seus estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos utilizando o 6leo extraido de sementes de H. sabdariffa,
demonstraram que essa parte da planta ndo possui efeito inibitério sobre P.
aeruginosa. Ja no trabalho de Olaleye (2007), utilizando o extrato de célice da
planta pela técnica de diluicdo seriada, achou para P. aeruginosa a
concentracdo minima inibitéria de 1,3mg/mL. Wong e colaboradores (2010)
trabalhando com extrato metandlico de folhas de H. sabdariffa e usando o
método de difusdo em disco, na concentragdo de 2mg/mL, conseguiram uma
zona de inibicdo de 9mm. Santos (2013) encontrou concentracdo minima
inibitéria de 127mg/mL, tanto para S. aureus quanto para P. aeruginosa.

Kappel e colaboradores (2008) testaram a atividade antimicrobiana de
C. baccatum var. pendulum, sobre algumas bactérias, dentre elas P.
aeruginosa, pelo método de difusdo em agar. O extrato de C. baccatum nao foi
capaz de formar halo de inibicao sobre nenhuma das bactérias testadas. Cruz

e colaboradores (2003) descreveram que a intensidade da atividade
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antibacteriana das espécies de Capsicum spp. esta diretamente relacionada
com sua pungéncia e concentracdo de capsaicinoides.

Santos (2010) testando o extrato de C. annuum em acetato de etila,
capsaicina e seus analogos sobre Streptococcus mutans e P. aeruginosa,
observou que a capsaicina e seus analogos apresentaram efeito significativo
para ambos 0s micro-organismos, mas o extrato da planta apenas foi capaz de

inibir S. mutans.

6.4. Ensaios de inibicdo em meio liguido em tempo inicial de crescimento

6.4.1. Ensaio de inibicdo em meio liguido de M. pachydermatis (MP1) na
presenca dos sais de HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040], AQ4[SiW12040] €
Ag4[SiW10V2040], Nna concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
Oh

Observou-se que Ags[PW12040] exibiu 98% de inibigdo, Ags[PMo012040]
97% e Ag4[SiW12040] 96%, enquanto o antifingico miconazol apresentou 100%
de inibicAo sobre o crescimento da levedura. J& 0 HPA Ag4[SiW1oV2040]
apresentou menor efeito, 44% de inibicAo sobre o crescimento de M.

pachydermatis. Os resultados estdo apresentados na figura 12.
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Figura 12: Curva de crescimento de M. pachydermatis (MP1) na presenca dos sais de
HPAs Agg[PM01204o] , Agg[PW 12040] , Ag4[S inoV204o] e Ag4[SiW1204o] , na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Os dados da tabela 5 mostram que Ag4[SiW10V2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. Os tratamentos com AQ4[SiW;2040] €Ags3[PM01,040] néo
diferiram entre si, e por sua vez Ags[PMo012040] ndo diferiu de Ags[PW12040]. O
tratamento com miconazol apresentou o melhor resultado de inibig&o, diferindo

dos demais tratamentos.

Tabela 5. Crescimento em meio liquido de M. pachydermatis (MP1) na presenca de
miconaZOI, Ag4[SiW1204o], AgS[PM012040], Agg[PW1204o] e Ag4[SinoV204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.3333 A
Ag[SiW10V204] 1.7528 B
Ag4[SiW12040] .1333 C
Ag3[PM01204] .0944 CD
Ag3[PW12040] .0806 D
Miconazol .0000 E

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

6.4.2. Ensaio de inibicdo em meio liquido de S. aureus ATCC33591, na
presenca dos sais de HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040], AQ4[SiW1,040] €
AQ4[SiW10V2040], Nna concentragcdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
Oh

Observou-se que Ags3[PMo012040], Ags[PW12040] € Ag4[SiW1,040] exibiram
efeito de 100% de inibicdo sobre o crescimento de S. aureus, equivalendo-se
ao controle positivo com gentamicina. J& o HPA Ag4[SiW10V2040] apresentou
menor efeito de inibicdo, 49%, sobre o crescimento da bactéria. Os resultados

estdo apresentados na figura 13.
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Figura 13: Curva de crescimento de S. aureus ATCC33591 na presenca dos sais de
HPASs Agg[PM01204o] , Agg[PW 12040] , Ag4[S inoV204o] e Ag4[SiW1204o] , na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Os dados da tabela 6 mostram que Ag4[SiW10V2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. Os tratamentos com Ag4SiW1,040], Ag3[PM0:,04] €

Ags[PW1,040] Néo diferiram estatisticamente do tratamento com gentamicina.

Tabela 6. Crescimento em meio liquido de S. aureus ATCC33591 na presenca de
gentamicina, Ag4[SiW1204o], AgS[PM01204o], Agg[PW1204o] e Ag4[SiW10V204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Tratamentos Médias Comparacgdes
Controle 3.0833 A
AQa[SiW10V2040] 2.5917 B
Gentamicina .0000 C
Ag3[PM012,0 4] .0000 C
Ag3[PW12040] .0000 C
Ag4[SiW12040] .0000 C

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).
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6.4.3. Ensaio de inibicdo em meio liquido de S. pseudintermedius (SP2),
na presenca dos sais de HPAs Ag3[PM01,040], Ags[PW12040], AQ4[SiW12040]
e Ag4[SiW10V204g], na concentragéo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
Oh

Assim como com S. aureus, observou-se que AQs3[PM0;2040],
AQ3[PW12040] € Ag4[SiW1,040] exibiram efeito de 100% de inibicdo sobre o
crescimento de S. pseudintermedius, equivalendo-se ao controle positivo com
Gentamicina. Ja o0 HPA Ag4[SiW1,V,040] apresentou menor efeito de inibi¢éo,

25%, sobre o crescimento da bactéria. Os resultados estdo apresentados na

figura 14.
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Figura 14: Curva de crescimento de S. pseudintermedius (SP2) na presenca dos sais
de HPAs Agg[PM01204o], Agg[Pleo4o], Ag4[SinoV204o] e Ag4[SiW1204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Os dados da tabela 7 mostram que Ag4[SiW10V2040 apresentou menor

inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do



70

grupo controle. Os tratamentos com AgQs[SiW1204], Ag3[PM012040] e

Ags[PW1,040] Ndo diferiram estatisticamente do tratamento com gentamicina.

Tabela 7. Crescimento em meio liquido de S. pseudintermedius (SP2) na presenca de
gentamicina, Ag4[SiW1204o], AgS[PM01204o], Agg[PW1204o] e Ag4[SiW10V204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.2306 A
AQa[SiW10V2040] 2.3417 B
Gentamicina .0000 C
Ag3[PM01,040] .0000 C
Ag3[PW12040] .0000 C
Ag4[SiW1,040] .0000 C

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

6.4.4. Ensaio de inibicdo em meio liquido de P. aeruginosa ATCC9027, na
presenca dos sais de HPAs Ag3[PM012040], Ag3[PW12040], AQ4[SiW12040] €
Ag4[SiW10V2040], Nna concentragcdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
Oh

Os HPAs AgQ3[PW12040] € AgQ4SiW1204] exibiram efeito de 99% de
inibicdo sobre o crescimento de P. aeruginosa, enquanto Ags[PMo0;,04] inibiu
98%. Ja o HPA Ag4[SiW10V2040] apresentou menor efeito de inibigcdo, 35%.
Apenas o controle positivo com gentamicina inibiu 100% o crescimento da

bactéria. Os resultados estdo apresentados na figura 15.
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Figura 15: Curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC9027 na presenca dos sais
de HPAs Agg[PM012040], Agg[PW1204o], Ag4[SiW10V2040] e Ag4[SiW12040], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Os dados da tabela 8 mostram que Ag4[SiW10V2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. Estatisticamente o tratamento com Ag3[PMo12040] apresentou
resultado inferior aos demais. J& Ags4[SiW12040] € Ag3[PW12040] ndo diferiram

do tratamento com gentamicina.
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Tabela 8. Crescimento em meio liquido de P. aeruginosa ATCC9027 na presenca de
gentamiCina, Ag4[SiW1204o], AgS[PM012040], Agg[PW1204o] e Ag4[SinoV204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo Oh.

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.0333 A
Ag[SiW10V204] 1.9417 B
Ag3[PM012040] .1000 C
Ag3[PW12040] 0111 D
Gentamicina .0000 D
Ag4[SiW1,040] .0000 D

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

6.5. Ensaios de inibicdo em meio liquido em fase exponencial de

crescimento

6.5.1. Ensaio de inibicdo em meio liquido de M. pachydermatis (MP1) na
presenca dos sais de HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040], AQ4[SiW1,040] €
AQ4[SiW10V2040], Nna concentragcdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
36h

Observou-se que com adigdo dos HPAs no tempo de 36h, Ag3[PM01204g],
exibiu efeito de 92% de inibicdo sobre o crescimento da levedura, equivalendo-
se ao controle positivo com miconazol. Os HPAs Ags[PW1,040] € Ag4[SiW12040]
apresentaram 58% e 82% de inibicdo, respectivamente. J4& o HPA
Ag4[SiW10V2040] apresentou menor efeito de inibicdo, 33%, sobre o

crescimento da levedura. Os resultados estdo apresentados na figura 16.
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Figura 16: Curva de crescimento de M. pachydermatis (MP1) na presenca dos sais de
HPAs Agg[PM012040] , Agg[PW 12040] , Ag4[S inoV204o] e Ag4[SiW1204o] , na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 36h.

Os dados da tabela 9 mostram que todos os tratamentos diferiram
estatisticamente, sendo o tratamento com miconazol o mais efetivo, seguido
por Ag3[PM012040], Ag4[SiW1204o], Ag3[PW12040] e Ag4[SiW10V2040].

Tabela 9. Crescimento em meio liquido de M. pachydermatis (MP1) na presenca de
miconaZOI, Ag4[SiW1204o], AgS[PM012040], Agg[PW1204o] e Ag4[SinoV204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 36h.

Tratamentos Médias Comparacgdes
Controle 2.1278 A
AQa[SiW10V2040] 1.7333 B
Ag3[PW1,040] 1.3778 C
Ag4[SiW12,040] 1.3028 D
Ag3[PM01204g] 1.0056 E
Miconazol .6139 F

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).
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6.5.2. Ensaio de inibicdo em meio liquido de S. aureus ATCC33591, na
presenca dos sais de HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040], AQ4[SiW1,040] €
AQ4[SiW10V2040], Nna concentragcdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
3h

Observou-se que com adi¢cdo dos HPA's no tempo de 3h, Ag4[SiW12040],
Ag3[PM0:2040] € Ags3[PW1204] exibiram efeito de 96%, 95% e 92%,
respectivamente, superando o efeito inibitério da gentamicina, que foi de 81%.
Ja o0 HPA Ag4[SiW10V2040]apresentou menor efeito de inibicdo, 30%, sobre o

crescimento da bactéria. Os resultados estdo apresentados na figura 17.
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Figura 17: Curva de crescimento de S. aureus ATCC33591 na presenca dos sais de
HPAs Agg[PM012040] , Agg[PW 12040] , Ag4[S inoV204o] e Ag4[SiW1204o] , na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 3h.

Os dados da tabela 10 mostram que Ag4[SiW1pV2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. Os tratamentos com AQg4SiW1,040] € Ags3[PM012,04] néo

diferiram entre si e apresentaram o melhor resultado, seguido de Ags[PW12040],



75

tendo esses 3 HPAs apresentado resultado melhor que o tratamento com
gentamicina.

Tabela 10. Crescimento em meio liquido de S. aureus ATCC33591 na presenca de
gentamicina, AgQ4[SiW12040], Ag3[PM012040], AQ3[PW12040] € Ag4[SiWi0V204], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 3h.

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.0833 A
AQa[SiW10V2040] 2.6194 B
Gentamicina 1.8028 C
Ag3[PW12040] 1.4861 D
Ag3[PM01,0.40] 1.2528 E
Ag4[SiW12040] 1.2250 E

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

6.5.3. Ensaio de inibicdo em meio liquido de S. pseudintermedius (SP2),
na presenca dos sais de HPAs Ag3[PM01,040], Ag3[PW12040], AQ4[SiW12040]
e Ag4[SiW10V204g], na concentragéo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
4h

Observou-se que com adicdo dos HPAs no tempo de 4h, Ag4[SiW1,04]
apresentou 97% de inibicAdo sobre o crescimento da bactéria, seguido por
gentamicina, 95%, Ags[PW12040], 94%, e Ag3[PM012040], 93%. Da mesma
forma como em M. pachydermatis e S. aureus, Ag4[SiW10V2040] apresentou

menor efeito de inibicado, 24%. Os resultados estdo apresentados na figura 18.
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Figura 18: Curva de crescimento de S. pseudintermedius (SP2) na presenca dos sais
de HPAs Agg[PM012040], Agg[PW1204o], Ag4[SiW10V2040] e Ag4[SiW12040], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 4h.

Os dados da tabela 11 mostram que Ag4[SiW1pV2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. O tratamento com Ags[PMo012040] ndo diferiu ao tratamento com
Ags[PW12040], que por sua vez nao diferiu ao tratamento com gentamicina, que

néo diferiu ao tratamento com Ags[SiW12040].
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Tabela 11. Crescimento em meio liquido de S. pseudintermedius (SP2) na presenca
de gentamiCina, Ag4[SiW1204o], Ag3[PM012040], Agg[PW1204o] e Ag4[SinoV204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 4h

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.2250 A
Ag4[SiW10V204] 2.5389 B
Ags[PM012049] 1.4111 [
Aga[PW12040] 1.3917 CD
Gentamicina 1.3639 D E
Ag4[SiW1,040] 1.3306 E

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

6.5.4. Ensaio de inibicdo em meio liquido de P. aeruginosa ATCC9027, na
presenca dos sais de HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040], AQ4[SiW1,040] €
AQ4[SiW10V2040], Nna concentragcdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo
6h

Observou-se que com adi¢do dos HPAs no tempo de 6h, Aga4[SiW12040],
Ag3[PM01,040] € Ags[PW1,040] exibiram efeito de 96% de inibicdo. Gentamicina
inibiu 98% do crescimento da bactéria. E 0 HPA Ag4[SiW10V2040] apresentou

menor efeito de inibicdo, 33%.0s resultados estdo apresentados na figura 19.
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Figura 19: Curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC9027 na presenca dos sais
de HPAs Agg[PM012040], Agg[PW1204o], Ag4[SiW10V2040] e Ag4[SiW12040], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 6h.

Os dados da tabela 12 mostram que Ag4[SiW1pV2040] apresentou menor
inibicdo comparado aos demais tratamentos, e foi estatisticamente diferente do
grupo controle. Os tratamentos com AgQs[SiW120a40], AQg3[PW1,04] e
Ag3[PM01,040] ndo diferiram entre si. E gentamicina apresentou o melhor

resultado de inibi¢c&o, diferindo dos demais tratamentos.
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Tabela 12. Crescimento em meio liquido de P. aeruginosa ATCC9027 na presenca de
gentamiCina, Ag4[SiW1204o], AgS[PM012040], Agg[PW1204o] e Ag4[SinoV204o], na

concentracdo 0,028umol/mL, adicionados no tempo 6h.

Tratamentos Médias Comparagdes
Controle 3.0333 A
Ag[SiW10V204] 2.2167 B
Ag[SIW1,0.40] 1.4556 [
Aga[PW12040] 1.4361 C
Ag3[PM01204] 1.4191 [
Gentamicina 1.3167 D

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey (5%).

A prata vem sendo utilizada ao longo da historia por suas propriedades
antimicrobianas, comprovada pelo advento da sulfadiazina de prata, em 1965
(FOX, 1968) e que ainda hoje € utilizada no mundo todo. Os HPAs tiveram em
sua composicdo o nitrato de prata, caracteristica que talvez expliqgue a sua
atividade antimicrobiana. Wright et al., (2012) testaram uma nova série de trés
complexos de carbeno de prata sobre estirpes clinicas de S. aureus (MRSA) e
P. aeruginosa. Estes complexos mostraram-se altamente eficazes, com
concentragdes minimas inibitorias (CMI) de 0,25 a 6 mg/mL. Chen et al., (2011)
testaram a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata, incorporadas
em gel termossensivel, sobre S. aureus e P. aeruginosa, onde demonstrou-se
atividade promissora contra S. aureus e atividade moderada contra P.
aeruginosa. Na andlise por MET observou-se que tais compostos podem
destruir a estrutura das membranas celulares das bactérias.

O mecanismo exato que as nanoparticulas de prata empregam para
provocar um efeito antimicrobiano néo é claramente conhecido e é um topico
debatido (PRABHU; POULOSE, 2012). Essas nanoparticulas de prata tém a
capacidade de ancorar a parede celular bacteriana e, subsequentemente,
penetrar, causando assim mudancas estruturais na membrana da célula, como
na permeabilidade da membrana celular e a morte da célula (SONDI,
SALOPEK-SONDI, 2004). Também foi proposto que pode haver libertacéo de

ions de prata por nanoparticulas (FENG et al., 2008), e esses ions podem
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interagir com os grupos tiol de muitas enzimas vitais e inativa-los
(MATSUMURA et al., 2003).

Silva (2007) também testou a atividade bioldégica de HPAs sobre a
levedura M. pachydermatis, em meio solido e liquido, com o composto
Ag3[PMo012040], na concentracdo 15,7uM/mL, portanto 28 vezes superior a
utilizada neste trabalho, e também observou efeito inibitério deste HPA. Bau
(2007) também testou o heteropolidcido Ags[PMo01,04], na concentracdo
15,7uM/mL, sobre C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis e obteve efeito
inibitério significativo sobre o seu crescimento. Mathias (2010) testou os
mesmos HPAs utilizados neste trabalho sobre o fungo Sporothrix schenckii,
onde apenas 0 Aga[SiW10V2040] N80 apresentou efeito significativo nos testes
de susceptibilidade sobre as células fungicas.

Cepas multirresistentes de S. aureus foram testadas em meio liquido
frente ao HPA Ags[PMo01,040], sendo este composto capaz de reduzir as UFCs
apdés 5 horas de incubacdo (DIAS et al.,, 2004 a,b). Feng e colaboradores
(2010) demonstraram a atividade inibitéria de um heteropolidcido com
composicao diferente dos utilizados nesse trabalho, sendo esse HPA capaz de
inibir 99,33% do crescimento de S. aureus. No trabalho de Gossani e
colaboradores (2010), os sais de HPAs Ags;[PM01,040], Ag3[PW12040] €
Ag4[SiW1,040] na concentragdo 0,28uM/mL, também foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus e P. aeruginosa. Da mesma forma como neste
trabalho, Aga[SiW10V20a40] foi 0 Unico HPA que apresentou inibigdo inferior aos
demais tratamentos, em todas as cepas tratadas. Ainda ndo h& na literatura
relatos da atividade antimicrobiana de HPAs sobre S. pseudintermedius.

E digno de nota o fato de que os HPAs Ags[PM012040], Ags[PW1204q] €
Ag4[SiW1,040] apresentaram uma maior taxa de inibicdo do crescimento sobre
MRSA, em comparagdo com gentamicina e Ag4[SiW1,04] apresentou
resultado compativel com a gentamicina contra MRPS cepa clinica, denotando

seu potencial de atividade antimicrobiana .
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6.6. Permeabilizagdo das Membranas

6.6.1. Malassezia pachydermatis (MP1)

Observou-se que nas células sem tratamento, o corante vital SYTOX®
Green ndo foi capaz de penetrar a membrana da levedura. J& apds os
tratamentos com as substancias que apresentaram atividade antimicrobiana, o
corante foi capaz de permear a membrana dessas células, indicando que de

alguma forma essa membrana estava danificada (Figura 20).
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Figura 20: Microscopia 6ptica de fluorescéncia (MOF) de M. pachydermatis (MP1): (A)
Controle (sem tratamento); (B) Tratada com miconazol [0,05mg/mL]; (C) Tratada com
Capsaicina [0,05mg/mL]; (D) Tratada com extrato de H. sabdariffa [3,15mg/mL]; (E)
Tratada com Ags[PM01,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com Ags[PW12040]
[0,028umol/mL]; (G) Tratada com Ag4SiW;1,04] [0,028umol/mL]; (H) Tratada com
extrato de C. baccatum IIP2 [20mg/mL]; (I) Tratada com extrato de C. baccatum IIF1
[20mg/mL]; (J) Tratada com extrato de C. baccatum I11P1 [20mg/mL].
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6.6.2. Staphylococcus aureus ATCC33591

Da mesma forma como em M. pachydermaits, o corante vital SYTOX®
Green néo foi capaz de penetrar a membrana de S. aureus sem tratamento. Ja
apds os tratamentos, este foi capaz de permear a membrana das células
(Figura 21).

-
--

Figura 21: Microscopia optica de fluorescéncia (MOF) de S. aureus ATCC33591: (A)
Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10pg/mL]; (C) Tratada com
extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ags[PMo012040] [0,028umol/mL];
(E) Tratada com Ags[PW1204] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com Ag4[SiWi12040]
[0,028pmol/mL].

6.6.3. Staphylococcus pseudintermedius (SP2)

Assim como em M. pachydermaits e S. aureus, 0 corante ndo penetrou a
membrana de S. pseudintermedius sem tratamento. Porém, apds os
tratamentos, este foi capaz de permear a membrana das células, indicando

dano dessa membrana (Figura 22).
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Figura 22: Microscopia Optica de fluorescéncia (MOF) de S. pseudinteremdius (SP2):
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C) Tratada
com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ag3[PM012040]

[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PWi1204] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW1204o] [0,028l.lm0|/m|_]

6.6.4. Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

Assim como em M. pachydermaits, S. aureus e S. pseudintermedius, o
corante ndo foi capaz de penetrar a membrana de P. aeruginosa néo tratada.
Porém, apos os tratamentos, o SYTOX Green foi capaz de permear a

membrana dessas células (Figura 23).
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Figura 23: Microscopia Optica de fluorescéncia (MOF) de P. aeruginosa ATCC9027:
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C) Tratada
com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL] ; (D) Tratada com Ags3[PM012040]
[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PWi1204] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW1204o] [0,028l.lm0|/m|_]

O crescimento bacteriano e o metabolismo podem ser interrompidos por
uma variedade de tratamentos fisicos, bem como por processos quimicos e
agentes biolégicos. O efeito de tais tratamentos sobre as bactérias tem
sido avaliado por uma série de técnicas diferentes (FAVERO et al., 1991,
LLOYD; HAYES, 1995; THORNSBERRY, 1991). Viabilidade em bactérias é
frequentemente relacionada com a capacidade de formar colonias em meio de
crescimento solido ou para proliferar em solu¢gées que contenham nutrientes.
Por esses critérios, a atividade antimicrobiana é definida como a capacidade
para limitar o crescimento dos micro-organismos. Ensaios que avaliam a
viabilidade bacteriana, embora simples, podem ser demorados, dispendiosos e
insensiveis, particularmente para a avaliacdo de organismos de crescimento
lento (ROTH et al, 1997).

Ensaios baseados em fluorescéncia para avaliar a viabilidade bacteriana
foram introduzidos na década de 90. Quando a membrana plasméatica ou
parede celular é comprometida, os compostos que normalmente nao
conseguem penetrar no citoplasma por causa do tamanho ou carga, por

exemplo, o0 SYTOX® Green, entram livremente nas células. Dessa forma, os
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micro-organismos permeabilizados sdo corados com uma intensa fluorescéncia
verde, indicando comprometimento da integridade dessas células (JEPRAS et
al., 1995).

Roth e colaboradores (1997) testaram suspensdes de E. coli e S. aureus
tratadas com antibidticos B-lactamicos (ampicilina, amoxicilina, penicilina e
vancomicina) por microscopia de fluorescéncia com SYTOX® Green. Estes
autores concluiram que os antimicrobianos foram capazes de alterar a
membrana dessas bactérias, deixando as células tratadas 10x mais
fluorescentes que as néo tratadas. No trabalho de Diz e colaboradores (2006),
a fracdo F1 do extrato de C. annuum, j& citada anteriormente por inibir o
crescimento de C. albicans e S. cerevisiae, também foi testada para investigar
sua capacidade de permeabilizar a membrana plasmatica de S. cerevisiae.
Apo6s 30min. de incubagdo com SYTOX® Green e observadas por microscopia
de fluorescéncia, as células de S. cerevisiae mostraram-se fortemente
fluorescentes.

Os resultados desse trabalho com os extratos e HPAs confirmam a
ruptura da levedura e das bactérias tratadas, e, por conseguinte, as células
fluorescentes foram claramente visiveis quando comparadas com os controles

negativos (sem tratamento).

6.7. Analise por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

6.7.1. Malassezia pachydermatis (MP1)

Na amostra ndo tratada (controle) podem ser observadas as estruturas
superficiais da levedura, como parede celular espessa, arranjos dentados da
camada interna da parede celular, membrana plasmética espiralada, vacuolos
com granulos eletrodensos, septo de diviséo celular e colar na célula mae. Em
todos os tratamentos observou-se grande parte dos micro-organismos
apresentando rompimento da parede celular com extravasamento do seu

citoplasma (Figura 24).
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Figura 24: Microscopia eletrbnica de transmissao (MET) de M. pachydermatis (MP1):
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com miconazol [0,05mg/mL]; (C) Tratada
com capsaicina [0,05mg/mL] ; (D) Tratada com extrato de H. sabdariffa [3,15mg/mL] ;
(E) Tratada com extrato de C. baccatum IIP2 [20mg/mL]; (F) Tratada com extrato de C.
baccatum 1IF1 [20mg/mL]; (G) Tratada com extrato de C. baccatum IlIP1 [20mg/mL];
(H) Tratada com Ags[PM0:,04] [0,028umol/mL]; (I) Tratada com Ags[PW12040]
[0,028pmol/mL]; (J) Tratada com Ag4[SiW12040] [0,028umol/mL].

No trabalho realizado por MATHIAS (2010), com os mesmos HPAs
utilizados neste trabalho frente as células leveduriformes de S. schenckii, as
mesmas apresentaram alteracdes significativas na sua ultra-estrutura apos os
tratamentos: desestruturacdo da parede celular, desorganizagdo da membrana
com formacdo de uma estrutura que lembra uma figura de mielina, além da

formacao de grandes vacuolos. SILVA (2007), utilizou o HPA Ags[PMo0;,040] na
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concentragdo 15,7uM/mL e observou espessamento da parede celular,
desestruturacdo das organelas, além de perda de eletrodensidade.

Vieira-da-Motta e colaboradores (2008) testaram a atividade de
metabdlitos secundéarios de Burkholderia sp. sobre M. pachydermatis. Na
analise por MET, estes autores observaram alteracbes da parede com
diminuicdo da eletrodensidade e desestruturacdo das organelas, sugerindo a
atividade interna e externa dos metabdlitos sobre a levedura.

6.7.2. Staphylococcus aureus ATCC33591

No controle observou-se as ceélulas com estruturas normais,
apresentando parede celular e membrana plasmatica intactas, além de divisdo
celular caracteristica. No tratamento com Gentamicina observou-se alteracéo
na parede celular e formacédo de vacuolos no citoplasma. No tratamento com
extrato de H. sabdariffa observaram-se restos citoplasmaticos, além de perda
da parede celular. Nos tratamentos com os HPAs observou-se a presenca de
células totalmente alteradas, com divisdo celular aberrante e comprometimento

da parede celular e membrana plasmética (Figura 25).
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Figura 25: Microscopia eletrénica de transmissao (MET) de S. aureus ATCC33591: (A)
Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10pg/mL]; (C) Tratada com
extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL] ; (D) Tratada com Ags3[PM012040] [0,028umol/mL];
(E) Tratada com Ags[PWi1,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com Ag4[SiW1204]
[0,028umol/mL].
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No trabalho de Micas (2008) testou-se a atividade antimicrobiana de
violaceina, um composto indol de intensa cor violeta que é produzido por
Chromobacterium violaceum, uma bactéria ubiqua de zonas tropicais e
subtropicais. Na analise por MET, foram observadas altera¢gdes significativas
na parede celular de S. aureus com alteracbes abrangendo desde leves
desestruturagbes da parede até sua completa destruicdo. Nesse trabalho o
autor também faz comparagfes com as alteragbes encontradas em células de
Staphylococcus tratadas com penicilina como, por exemplo, o extravasamento
de material citoplasmético.

Bouhdid e colaboradores (2009) testaram a atividade do 6leo essencial
de Origanum compactum sobre P. aeruginosa e S. aureus. O dano induzido por
esse composto foi estudado utilizando-se diferentes técnicas, sendo uma delas
a microscopia eletrénica de transmissdo. S. aureus apresentou um acumulo de
estruturas membranosas no citoplasma das células tratadas com o dleo,
enquanto que nenhuma alterac&o ultra-estrutural foi observada nas células néo
tratadas. Da mesma forma como ocorrido no presente trabalho, apesar das
grandes alteracdes nas células tratadas, estas ndo se encontravam lisadas.

Rebets e colaboradores (2013) utilizaram moenomicina, um antibiético
proposto por atingir a glicosiltransferase dos peptidoglicanos (PGTs). As
células resistentes a esse composto apresentaram mutacdo no sitio ativo da
PGT, produzindo cadeias mais curtas de peptidoglicanos. A principal alteracéo
observada por MET ocorreu na diviséo celular dos micro-organismos, que se
apresentou de forma aberrante, da mesma forma como ocorrido neste trabalho.
Assim sendo, sugere-se que os sais de HPAs também alteraram as PGTs em

S. aureus, de acordo com as imagens de MET.

6.7.3. Staphylococcus pseudintermedius (SP2)

Na amostra ndo tratada (controle) observaram-se as células com
estruturas normais, assim como em S. aureus, apresentando parede celular e
membrana plasmatica intactas, além de divisao celular caracteristica. Em todos
os tratamentos observou-se a presenca de células com grandes alteracdes,
como divisdo celular aberrante, perda de parede celular e desorganizagédo do

citoplasma (Figura 26).
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Figura 26: Microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) de S. pseudintermedius
(SP2): (A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C)
Tratada com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ags[PM012040]
[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PW1,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW12040] [0,028um0|lm|_]

N&o ha relatos na literatura da analise por MET em S. pseudintermedius,
mas como citado anteriormente, outros autores ja analisaram a ultra-estrutura

de bactérias do género Staphylococcus sp.

6.7.4. Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

Na amostra ndo tratada (controle) podem ser observadas as estruturas
da bactéria sem alteracdo. No tratamento com gentamicina observou-se a
presenca de vesiculas e deposicdo de estruturas que se assemelham a cristas
na superficie da parede celular, além de alteragdo na distribuicAo de DNA no
citoplasma através da condensacéo de cromatina. No tratamento com o extrato
de H. sabidariffa houve alteragéo na parede celular, citoplasma com aspecto
diluido e a presenca de células rompidas. Nos tratamentos com os HPA's,
observaram-se as células rompidas e extravasamento do contetdo

citoplasmatico (Figura 27).
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Figura 27: Microscopia eletrbnica de transmissédo (MET) de P. aeruginosa ATCC9027:
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C) Tratada
com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ags[PMo01,04]
[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PW,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW1204o] [0,0ZSHmOI/mL]

Yi e colaboradores (2010) delinearam o mecanismo de inibicdo de
polifendis do cha sobre P. aeruginosa. As alteragcdes morfolégicas na bactéria
tratada foram investigadas por microscopia eletrénica de transmiss&o, com
resultados que indicam que a acdao inibitoria primaria dos polifendis do cha é
danificar a membrana das células bacterianas, rompendo-as. Os polifénois
também aumentaram a permeabilidade das membranas exteriores e interiores
de P. aeruginosa.

Hyo e colaboradores (2012) testaram a solugéo de Burow®, acetato de
aluminio dissolvido em agua, e comprovaram sua eficacia sobre a otite média
cronica supurativa e otite externa . Esses autores demonstraram que a solugéo
de Burow® teve efeito antibacteriano sobre S. aureus e P. aeruginosa,
induzindo alterac¢des ultra-estruturais nestas bactérias in vitro. Observagées em
MET revelaram deformagOes na parede celular bacteriana e citoplasma com
rarefacdo do material citoplasmatico em ambas as bactérias.

O ozb6nio tem sido cada vez mais utilizado como um desinfetante
alternativo ao cloro para tratamento da agua, devido a sua potente acéo
oxidante e propriedades antimicrobianas. Estudos tém sido realizados para

elucidar a cinética de inativagcédo de P. aeruginosa pelo ozénio. No trabalho de
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Zhang e colaboradores (2011) foi analizado o mecanismo de les&o induzido por
0zOnio na ultra-estrutura celular de P. aeruginosa. Suspensdes celulares da
bactéria foram tratadas com agua ozonizada e observadas em MET, que
revelaram que os efeitos do ozonio eram principalmente sobre a aglutinagao
do citoplasma e permeabilizacdo da membrana citoplasmatica (através do
vazamento de compostos celulares), resultado parecido ao encontrado no
presente trabalho, onde os tratamentos causaram rompimento da parede da

bactéria e extravasando seu conteldo citoplasmatico.

6.8. Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

6.6.1. Malassezia pachydermatis (MP1)

Na amostra néo tratada (controle), pode-se observar a estrutura de
biofilme formada sobre a laminula de vidro. Observou-se a sobreposicdo de
células leveduriformes organizadas em multicamadas, formando uma extensa
comunidade microbiana. No tratamento com miconazol, foram vistos apenas
restos celulares sobre a lamiluna. Nos tratamentos com os compostos de H.
sabdariffa, C. baccatum, Capsaicina e HPAs, a levedura ndo foi capaz de
formar tal comunidade microbiana, como pode observar a presenca de células

aderidas, mas de maneira isolada (Figura 28).
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Figura 28: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de M. pachydermatis (MP1): (A)
Controle (sem tratamento); (B) Tratada com miconazol [0,05mg/mL]; (C) Tratada com
capsaicina [0,05mg/mL] ; (D) Tratada com extrato de H. sabdariffa [3,15mg/mL] ; (E)
Tratada com extrato de C. baccatum IIP2 [20mg/mL]; (F) Tratada com extrato de C.
baccatum 1IF1 [20mg/mL]; (G) Tratada com extrato de C. baccatum IlIP1 [20mg/mL];
(H) Tratada com Ags[PM0:,04] [0,028umol/mL]; (I) Tratada com Ags[PW1,040]
[0,028pmol/mL]; (J) Tratada com Ag4[SiW12040] [0,028umol/mL].

A capacidade M. pachydermatis formar biofilme foi primeiramente
sugerida por Cannizzo e colaboradores (2007). Em 2012, Figueredo e
colaboradores testaram 62 cepas de M. pachydermatis coletadas da pele de
cées. Dessas 62, 59 (95,2%) foram capazes de formar biofilme, onde a anédlise
por MEV revelou uma grande heterogeneidade na arquitetura dessas
estruturas. A associacao entre leveduras e sua capacidade de formar biofilme
foi anteriormente sugerida para C. albicans (HAWSER; DOUGLAS, 1994) e C.
parapsilosis (SILVA et al., 2009).
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O estudo de Figueredo e colaboradores (2013) teve como objetivo
avaliar a susceptibilidade antifingica in vitro de cepas de M. pachydermatis,
tanto em sua forma plancténica quanto séssil, a diferentes antifingicos. Os
valores da concentracdo inibitéria minima foram significativamente maiores
para as células sésseis em relacdo a células planctdnicas, sendo 90% das
estirpes de M. pachydermatis na sua forma séssil classificadas como

resistentes a todos os agentes antifiingicos testados.

6.7.2. Staphylococcus aureus ATCC33591

Na amostra ndo tratada (controle), observou-se a estrutura de biofilme
de S. aureus formada sobre a laminula de vidro. Nos tratamentos com
gentamicina, extrato de H. sabdariffa e HPAs, a bactéria ndo foi mais capaz de
formar o biofilme, como pode observar a presenca de células aderidas, mas de

maneira isolada (Figura 29).

Figura 29: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de S. aureus ATCC33591: (A)
Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10pg/mL]; (C) Tratada com
extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ags[PMo01,04] [0,028umol/mL];
(E) Tratada com Ags[PWi1,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com Ag4[SiW1204]
[0,028umol/mL].

A capacidade de Staphylococcus sp. formar biofilmes tem sido
associada a persisténcia de infecgBes cronicas, que tem atraido consideravel

interesse de pesquisadores na Ultima década, onde estudos recentes relatam
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alternativas para prevenir a formagdo e dispersar biofilmes ja formados
(KIEDROWSKI; HORSWILL, 2011). Yujie e colaboradores (2013) estudaram a
atividade de furanonas bromadas, compostos isolados de organismos
marinhos, sobre a formacgao de biofilme de S. aureus em biomaterial de PVC.
Microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada para avaliar a espessura e
estrutura do biofilme bacteriano, onde se observou que o tratamento com 0s
compostos foi capaz de impedir a formacdo do biofilme. Budzynska e
colaboradores (2011) examinaram a atividade antibiofilme de dleos essenciais
de Melaleuca altenifolia e Melissa afficinales sobre S. aureus e E. coli em
superficies de materiais utilizados em hospitais, e constataram alta atividade
desses compostos sobre a formagdo de biofiimes. De acordo com esses
autores, a taxa de morte de biofilme formado por S. aureus em 24 horas,
tratado com os Oleos essenciais, revelou reducéo parcial (50%) de biomassa

metabdlica.

6.7.3. Staphylococcus pseudintermedius (SP2)

Assim como em S. aureus, as células ndo tratadas (controle) de S.
pseudintermedius, foram capazes de se aderir & laminula e formar o biofilme.
Nos tratamentos com gentamicina, extrato de H. sabdariffa e HPAs, a bactéria
nado foi mais capaz de formar tal comunidade microbiana, como pode observar
pela presenca de células aderidas, mas de maneira isolada. Principalmente nos
tratamentos com os HPAs, observaram restos celulares aderidos a laminula

juntamente com células aparentemente intactas (Figura 30).



96

e PO TN Tl o Y L g % A 2 v

PR, BaG IR e - 2% = Y

5. ‘ o e < 4 A ° L . v
SE ot s, ;

B ~ . = » . » \ 3N | B e o % o : Ll he

Figura 30: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de S. pseudintermedius (SP2):
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C) Tratada
com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ags[PMo01204]
[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PW.,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW12040] [0,028um0|/mL]

No trabalho de Singh e colaboradores (2013) foi avaliada a capacidade
de formagé&o de biofilme de isolados clinicos de S. pseudintermedius obtidos de
cdes. Esses autores relataram que 96% (136/140) dos isolados de S.
pseudintermedius foram classificados como produtores de biofilmes, néo
havendo diferenga entre MRSP e MSSP.

Infeccdes de sitio cirdrgico causadas pela formacdo de biofilme
resistente a meticilina S. pseudintermedius (MRSP) entdo entre as infec¢fes
hospitalares mais comuns em animais de companhia (WEESE, 2008). No
estudo de DiCicco e colaboradores (2012) foi avaliada a atividade in vitro da
claritromicina, um antimicrobiano macrolideo, na erradicacdo da formacao de
biofime de MRSP em varios materiais. Microscopia eletrbnica de varredura
confirmou que a claritromicina em doses terapéuticas nao erradicou o bioflime
de MRSP formado em implantes ortopédicos. Song e colaboradores (2013)
avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de manuka
(Leptospermum scoparium) contra S. pseudintermedius isolado da pele e
ouvido de cées. A inibicdo da atividade do biofilme foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico de placa de microtitulacdo, onde comprovou-se que o 6leo de
manuka foi capaz de inibir a formacgéo de biofilme de S. pseudintermedius, e a

maioria das bactérias mostrou uma reducao > 50%.
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6.7.4. Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

Na amostra ndo tratada (controle), observou-se a estrutura de biofilme
de P. aeruginosa envolta por extensa matriz extracelular. Nos tratamentos com
extrato de H. sabdariffa e HPA Ags[PW1,040], observou-se também a formacéao
de biofilme, assim como no controle. No tratamento com 0 HPA Ag3[PM012040],
o biofilme se forma com menor intensidade, porém ainda havendo a presenca
de matriz extracelular. Ja nos tratamentos com gentamicina e o HPA

Ag4[SiW1,040], P. aeruginosa ndo mais foi capaz de formar o biofiime,

apresentando células aderidas, mas de maneira isolada (Figura 31).
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Figura 31: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de P. aeruginosa ATCC9027:
(A) Controle (sem tratamento); (B) Tratada com gentamicina [10ug/mL]; (C) Tratada
com extrato de H. sabdariffa [5,3mg/mL]; (D) Tratada com Ag3[PM01,040]
[0,028umol/mL]; (E) Tratada com Ags[PW1,04] [0,028umol/mL]; (F) Tratada com
Ag4[SiW12040] [0,028p.m0|/mL]

O'toole e Kolter (1998) estudaram as caracteristicas fundamentais para
o desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa, e destacaram os flagelos, o
pili IV e a motilidade por contragdo. Esta bactéria também produz uma capsula
polissacaridica (também conhecida como exopolissacarideo mucoide ou capa
de alginato), que ancora a bactéria as células epiteliais do hospedeiro, protege
0 microrganismo da fagocitose e da atividade dos antibiéticos. Dessa forma, P.
aeruginosa é um micro-organismo capaz de se aderir a diferentes superficies e

formar biofilme apds poucas horas de inser¢cdo (MURRAY et al., 2003).



98

No trabalho de Girardello (2007) foi estudada a capacidade de formacéao
de biofilme de 111 cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes com infec¢éo
urinéria. Pela técnica de PCR este autor verificou a presenca do gene algC, um
dos genes responsaveis pela sintese do alginato, em todas as 111 cepas
estudadas. As cepas apresentaram uma superficie celular altamente hidrofilica,
fato que pode ser explicado pela producdo de alginato. Por MEV, esse autor
também observou a grande capacidade de P. aeruginosa em formar biofilme.

No trabalho de Kim e Park (2013) o gengibre, utilizado como erva
medicinal para o tratamento de diversas doencas, foi avaliado para a
capacidade de inibir a formacao de biofilme P. aeruginosa. A andlise estéatica
demonstrou que o desenvolvimento do biofilme foi reduzido entre 39-56%
guando o extrato de gengibre foi adicionado a cultura. Além disso, houve a
diminuicdo da producado de substancias poliméricas extracelulares, confirmada
por andlise quimica e microscopia eletrénica de varredura .

Trentin e colaboradores (2013) investigaram a capacidade de extratos
do caule e da casca de Anadenanthera colubrina, Commiphora leptophloeos e
Myracrodruon urundeuva em controlar o crescimento e evitar a formagéo de
biofilme de P. aeruginosa. O crescimento das bactérias tratadas com o0s
extratos foi inibido até 9h apds a incubacdo, o que sugere uma atividade
bacteriostatica. Na microscopia eletrénica de varredura observou-se que a
formacdo de biofilme foi fortemente impedida nas 6 primeiras horas de
tratamento, em relagdo as células ndo tratadas. Apdés 24h de
tratamento, os extratos continuaram a ser capazes de inibir a formacéo de
biofilme. Porém nenhum efeito antibiofiime foi observado apés 48h de
incubacéo, diferentemente do resultado do presente trabalho, onde apés 48h
de incubacédo Ag4[SiW1,04] foi capaz de impedir a formagcdo de biofilme de P.

aeruginosa.
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7. CONCLUSOES

A andlise do perfil de resisténcia dos micro-organismos estudados
mostrou que as duas cepas de M. pachydermatis foram resistentes ao
fluconazol; todas as cepas de Staphylococcus spp. foram multirresistentes, ou
seja, apresentaram resisténcia a mais de trés antibacterianos; e as duas cepas
de P. aeruginosa foram resistentes a cefotaxima. Na analise de PCR observou-
se que S. pseudintermedius SP2 foi positivo para a presenca do gene mecA,
mesmo apresentando perfil fenotipico de sensibilidade a oxacilina.

O extrato de H. sabdariffa mostrou possuir 6tima atividade
antimicrobiana sobre todos os micro-organismos testados, apresentando CMI
de 3,15mg/mL para M. pachydermatis e 5,3mg/mL para S. aureus, S.
pseudintermedius e P. aeruginosa.

Das oito fracbes de C. baccatum, trés apresentaram atividade sobre M.
pachydermatis, llIP1, 1IP2 e IIF1, com CMI de 20mg/mL. Para as bactérias,
nenhuma das fragdes apresentou atividade.

Os HPAs Ag3[PM012040], Ag3[PW12040] € Aga[SiW12040], adicionados no
tempo zero de incubagéao, apresentaram 100% de inibicdo sobre S. aureus e S.
pseudintermedius. Para P. aeruginosa as porcentagens de inibicdo foram 98%,
99% e 99%, respectivamente. Ja para M. pachydermatis, as porcentagens de
inibicdo desses HPAs ficaram entre 96% e 98%. Apenas Ag4[SiW1,V2040] Ndo
apresentou inibicdo satisfatoria sobre esses micro-organismos, ficando sempre
abaixo de 50% de inibig&o.

Os HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040] € Ag4[SiW1,040], adicionados na
fase exponencial de crescimento, tiveram porcentagens que variaram entre
58% e 97% de inibicdo, e em alguns casos superando o efeito de gentamicina,
utilizada como controle positivo para as bactérias. Assim como no ensaio citado
anteriormente, apenas Aga[SiW10V2040] N80 apresentou resultado satisfatério
sobre esses micro-organismos, mantendo porcentagem de inibicdo que variou
entre 24% e 33%.

Na microscopia Optica de fluorescéncia observou-se que todos os
compostos que apresentaram atividade sobre os micro-organismos foram
capazes de permear a membrana plasmatica, permitindo que o corante vital

SYTOX® Green penetrasse na célula.



100

Na analise por microscopia eletrbnica de transmissdo observaram-se
diversas alteracbes nas células apOs os tratamentos, principalmente sobre a
parede celular, que na maioria dos tratamentos se encontrava rompida. Os
HPAs Ags[PM012040], Ags[PW12040] € AQ4[SiW1,040], causaram uma divisao
aberrante sobre S. aureus, sugerindo que tais compostos atingiram a
glicosiltransferase dos peptidoglicanos, produzindo cadeias de peptidoglicanos
mais curtas.

Na analise por microscopia eletrbnica de varredura observou-se que
todos 0s compostos, que apresentaram atividade, inibiram a formacdo da
estrutura de biofilme em M. pachydermatis, S. aureus e S. pseudintermedius.
Em P. aeruginosa, apenas o HPA Ag4[SiW1,04] foi capaz de impedir que o
biofilme se formasse.

Portanto, os resultados obtidos revelam o grande potencial dos HPAs e
do extrato de H. sabdariffa sobre M. pachydermatis, S. aureus, S.
pseudintermedius e P. aeruginosa, e os extratos de C. baccatum sobre M.
pachydermatis. Esta descoberta necessita mais estudos para identificagcdo do
grau da toxicidade desses compostos para 0S organismos superiores e do

mecanismo de acédo pelo qual inibem o crescimento de fungos e bactérias.
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