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Resumo

O presente trabalho € um estudo sobre a agdo antifingica do 6leo essencial de fruto da Schinus
terebinthifolius Raddi sobre a Malassezia pachydermatis, levedura comensal da pele e conduto auditivo
dos animais capaz de tornar-se patogénica propiciando casos de otites e dermatites. O tratamento
convencional baseia-se no uso de derivados azdlicos, entretanto, casos de resisténcia e fracasso
terapéutico tem sido recorrentes, por isso, torna-se necessario meios alternativos de tratamento como
a fitoterapia. S. terebinthifolius Raddi tem sido reconhecida como uma espécie vegetal de interesse
cientifico devido ao seu potencial antimicrobiano. Para avaliar a atividade antifingica, foi utilizado o
método agar- poco para realizacao do antifungigrama. Diferentes concentragdes do 6leo foram testadas
frente a M. pachydermatis isolada de amostra de cdo diagnosticado com otite, onde os diametros dos
halos de inibicdo foram medidos correlacionando-os com efeito inibitério sobre o crescimento do
patdégeno. As concentracdes do 6leo demonstraram efeito positivo, indicando ser uma boa alternativa
para o tratamento de Otite fungica por M. pachydermatis em céaes.

Palavras-chave: Fitoterapia. Oleo essencial. Aroeira. Animais de companhia. Otopatia.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude- Medicina Veterinaria.
Introducgéo

A Otite externa € em uma enfermidade dermatolégica importante na clinica de pequenos animais,
resultado de uma inflamagé&o da orelha externa, que atinge o pavilhdo auricular até a parede externa
da membrana timpéanica (SOUZA; LENZI; KITAMURA, 2017). A classificagdo da Otite é dada de acordo
com a regido anatdmica afetada (interna, média ou externa), abrangéncia (uni ou bilateral) e
permanéncia (aguda ou crénica) (LOPEZ; FERNANDES, 2015). Além disso, essa dnca conta com
varios fatores predisponentes, primarios, secundarios e perpetuantes (CUSTODIO, 2019). Dentre os
fatores secundarios, que inclui os fungos, pode-se destacar a levedura Malassezia pachydermatis, um
comensal da mucosa e pele dos cdes capaz de tornar-se patogénico quando dadas as condi¢des
favoraveis ao seu crescimento (CHEN, 2005). Somente essa espécie cresce em meios de cultivos
laboratoriais sem enriquecimento de lipideos (QUINN et al., 2005).

O tratamento frequentemente é realizado por via topica ou sistémica com o uso de antifingicos
azois, como Clotrimazol, Cetoconazol e Miconazol, podendo ser associado a antibiéticos e
glicocorticoides para conter a infec¢do bacteriana e a inflamagéo (VELEGRAKI et al., 2015). Entretanto,
casos de resisténcia tém sido frequentemente relatados, somado a isso, as recidivas sdo recorrentes
(OLIVEIRA et al., 2008).

Schinus terebinthifolius Raddi, também conhecida como Aroeira, € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae muito empregada medicinalmente na regidao do Nordeste brasileiro para tratar varias
enfermidades. Diferentes substancias que compde o0 seu extrato possuem propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatdrias, e foi revelada, in vitro, uma acao significativa frente a variadas
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espécies de fungos e bactérias (PRASHAR et al., 2003). Também foi relatada atividade mutagénica em
células cancerigenas nos trabalhos de Bendaoud et al. (2010) e Suffrendini et al. (2007).

Ainda, ja foi demonstrado potencial inibitério do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi
frente a agentes etioldgicos prevalecentes na contaminagdo otolégica, incluindo a Malassezia sp.
(OLIVEIRA et al., 2004). Ha descricdo de tratamentos de animais com a utilizacdo do 6leo de aroeira
para manifestacdo de dor, secrecdo e prurido, no qual acarretou uma reducdo dos sintomas clinicos
(PRASHAR et al., 2003; NASCENTE et al., 2004). Diante disso, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o
potencial antifangico in vitro do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi em diferentes
concentracdes frente a cultura de Malassezia pachydermatis provenientes de amostra de animais
diagnosticados clinicamente com otite fingica, na busca de alternativas ao tratamento convencional.

Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Inspecéo de Produtos de Origem Animal do
Hospital Veterinario- UFES, em Alegre, ES. As acdes realizadas para esse estudo receberam
autorizacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais, processo registrado sob o n° 010/2018. O 6leo
foi doado e extraido pelo laboratdrio de Plantas Medicinais da EPAMIG Sudeste, em Vigosa, MG. Este
Oleo foi diluido com alcool e 4gua destilada na proporcdo 1:1 e depois foram feitas as seguintes
concentracdes: 50%; 25%; 12,5%; 6,25 %, do 6leo, que foi identificado como 100%.

A identificacdo e isolamento de Malassezia pachydermatis foi realizada de acordo com a
metodologia utilizada por Nascente et al. (2010). Os isolados de M. pachydermartis foram obtidos de
amostra de cerimen de cdo com diagndstico de otite externa fungica. Para a coleta, utilizou-se swab
estéril friccionando-se a regido externa do meato acustico da orelha. A partir da citologia de ouvido,
utilizando-se coloracdo de eosina e hematoxilina através de microscopia Optica (aumento de 1000x) e
6leo de imersédo, buscava-se células leviduriformes com brotamento monopolar, coradas, compativeis
com Malassezia spp. Apos essa identificag@o, as amostras de cerimen foram semeadas em placa de
Petri contendo 4gar Sabouraud dextrose e posteriormente incubadas em estufa a temperatura de 37°C
para o isolamento de M. pachydermatis.

Para o isolamento e purificacdo das leveduras replicagfes de colbnias foram realizadas sob as
mesmas condi¢cbes com acompanhamento diario das caracteristicas macroscopicas das colénias e
morfologia celular pelo esfregago dos cultivos. Apos o periodo de cultivo e replicagéo, foram feitos os
testes para avaliacdo do efeito antifingico de Schinus terebinthifolius Raddi frente a Malassezia
pachydermatis.

Para a realizacdo do preparo in6culo fungico, uma coldnia foi coletada e transferidas para tubos
com solucdo salina estéril NaCl 0,85% (p/v) até atingir a turbidez equivalente a escala de McFarland
0,5 (aproximadamente 1x108 UFC/mL) e semeadas na superficie agar Sabouraud dextrose.

Posteriormente, foi feita a perfuracdo de orificios no meio solidificado com perfurador de 6 mm de
didmetro. Foi vertido em cada placa de Petri 1 ml da solucdo salina contendo M. pachydermatis. Nos
orificios foi realizada a deposi¢éo de 20 microlitros do 6leo em suas diferentes concentragdes (100%,
50%, 25%, 12,5% e 6,25%). Os ensaios foram realizados em triplicata, acompanhados de controle
positivo com o antifingico Cetoconazol e controle negativo com alcool + agua destilada (1:1).

A andlise dos resultados foi quantitativa, através da observacao de halo de inibicdo medido com
paquimetro, e qualitativa, pela observacao de sensibilidade ou resisténcia. Assim, a sensibilidade da
amostra foi considerada para medidas: Sensivel (S), para os pocos ou filtros que apresentaram halos
maiores ou iguais a 12 mm, Intermediario (1) para resultados parciais entre 8 mm e 11 mm e Resistente
(R) para halos de raio menor que 8 mm.

Resultados
O material coletado foi cultivado, isolado e analisado através de esfregaco corado com pandptico
para identificacdo do agente. Foi possivel encontrar células de leviduriformes com brotamento

monopolar caracteristicas compativeis com Malassezia spp como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Identificacéo e isolamento das leveduras. Fotografia do esfregaco de uma coldnia de Malassezia
pachydermatis isolada e cultivada em meio agar Sabouraud dextrose sem suplementacao de lipideos. A
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identificacdo foi possivel pelo aspecto leviduriforme com brotamento monopolar. Aumento de 1000 X em 6leo de
imerséao.

Fonte: A autora.

Os resultados dos efeitos da acdo de Schinus terebinthifolius Raddi em diferentes concentracdes
frente a Malassezia pachydermatis estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da ag&o antifingica do 6leo essencial do fruto de Schinus terebinthifolius Raddi em
diferentes concentracdes frente a Malassezia pachydermatis. Medidas dos halos de inibicdo em milimetros (mm)
e descricdo de sensibilidade e resisténcia. Antifungico Cetoconazol como controle positivo e 4gua + alcool na
proporgdo 1:1 no controle negativo. C+: controle positivo; C-: controle negativo; (S): sensivel; (I): intermediario.

Placa []100% [150% [125%  []125% []6,25% C+ C-
1 20 (S) 18 (S) 14 (S) 16 (S) 12 (S) 20 (S) 0
2 19 (S) 17 (S) 17 (S) 15 (S) 14 (S) 18 (S) 0
3 17 (S) 17 (S) 15 (S) 13 (S) 12 (S) 18 (S) 0

Fonte: A autora

Discussao

Schinus terebinthifolius Raddi apresentou acdo antifingica contra a Malassezia pachydermatis em
todas as concentrac@es (100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%), sendo os halos de inibicdo na concentracdo
de 100% e 50% do 6leo semelhantes aos halos do antifingico convencional, os quais apresentaram
maior potencial de inibicdo. A acéo fungicida de S. terebinthifolius Raddi apresentando halos inibitérios
andlogos aos registrados para os derivados azdlicos foi retratada por Oliveira et al. (2018), que
observaram a atividade antifingica do 6leo essencial e extratos de S. terebinthifolius em Malassezia
furfur, apresentando zona de inibi¢cdo similar & da Nistatina (22,3 mm), um antifiingico convencional,
corroborando com o presente estudo.

Os didmetros das zonas de inibicdo similares nas concentraces de 100% e 50% podem ser pela
melhor difusdo dos compostos em agar, tal fato pode estar associado a relagdo solvente: soluto, do
gual a menor quantidade de solvente em relagdo ao soluto pode auxiliar a distribuicdo das moléculas
na placa, consequentemente, o raio de acdo ser maior.

A acdo fungicida dos azdlicos utilizados no tratamento convencional contra M. pachydermatis ocorre
pela acéo sobre a parede celular, ja que que inibem a sintese da produ¢éo de substancias, tornando
ent&o, o fungo inviavel (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011), de modo de ac&o parecido, Romero
et al. (2012) relatou um dos mecanismos de a¢éo da inibicdo de microrganismos por dleos essenciais,
0 qual esta relacionado ao efeitos toxicos aliados ao carater lipofilico dos 6leos frente a estrutura e
funcdo da membrana celular do microrganismo. A afinidade com lipideos propicia aos 6leos essenciais
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a passagem por particao de fase aquosa para o interior da membrana. Assim, ha expanséo da mesma,
aumento de fluidez e permeabilidade, ocasionando a saida dos componentes essenciais para a
sobrevivéncia do microrganismo.

Da mesma maneira, no estudo de Thakre et al. (2018) da ac¢do do Limoneno, um dos principais
constituintes do 6leo essencial de S. terebinthifolius Raddi, frente a isolados de Candida albicans, foi
suposto que 0 mesmo originou danos na membrana e parede celular gerando estresse oxidativo,
consequentemente, dano ao DNA e inducdo de apoptose por via dependente da caspase e
independente. Ainda, Cox et al. (2000); Lima et. al. (2005); Tangarife- Chestnut et al. (2011) reportaram
a acao do alfa- pineno na integridade celular impedindo a respiracéo e transporte de ions, assim como
aumento de permeabilidade da membrana celular da C. albicans. Assim, pode- se considerar esses
mecanismos como provaveis fatores responsaveis pela agcdo antifingica encontrada no presente
estudo, visto que houve inibicdo da M. pachydermatis frente ao 6leo essencial de S. terebinthifolius
Raddi.

De acordo com Bakkali et al. (2008), a teoria preferencialmente aceita a respeito da agéo fungicida
dos Oleos essenciais deve-se ao carater lipofilico, que permite a passagem das membranas de maneira
mais simples, causando aumento de permeabilidade, perda de ions, destruicdo da bomba de prétons
e, por consequéncia, morte celular. Essas hipéteses podem justificar a considerada acéo antifingica
do dleo testado no presente estudo, caracterizada pela inibicdo do fungo em todas as concentragfes
testadas, indicando que os componentes presentes podem possuir compostos cruciais para a atividade
lipofilica, inibitdria, prejudicial ao fungo. A inibicdo do crescimento da M. pachydermatis foi diretamente
proporcional & concentragéo do 6leo.

Oliveira et. al (2013) também observaram efeito fungicida do 6leo essencial de S. terebinthifolius a
partir da inibicdo de crescimento micelial, causando efeito na esporulacdo do fungo, sendo mais uma
hipétese para a agdo antifungica encontrada neste trabalho.

O presente estudo nao analisou a agédo dos componentes do 6leo sobre a morfologia do fungo e as
provaveis mudancas da parede celular que pudesse ser pela acdo de S. terebinthifolius Raddi,
entretanto, ndo se descarta uma possivel avaliagdo futura para melhor entendimento da acao desses
compostos frente a sobrevivéncia de Malassezia pachydermatis.

Conclusao

O 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi na metodologia testada demonstrou efeitos
inibitérios sobre Malassezia pachydermatis. A associacdo de Oleo essencial do fruto de S.
terebinthifolius com a terapia convencional podem se tornar opcao terapéutica em quadros de otites e
dermatites por M. pachydermatis. Todas as concentracdes testadas demonstraram efeitos positivos,
entretanto, ndo foi possivel saber se houve uma boa diluicdo com o método testado, por isso seria
importante o estudo com a utilizacdo de novos métodos de diluicdo do 6leo. De acordo com os
resultados desse estudo, novas avaliacdes podem ser feitas para melhor compreensado da acédo de S.
terebinthifolius e os seus componentes frente a M. pachydermatis, como o sitio de acdo atuante, e as
alteracdes estruturais provocadas no fungo.
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