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RESUMO

Otite externa canina é uma das enfermidades de carater multifatorial e com eventual
envolvimento microbioldgico mais comuns na rotina dermatoldgica. Atualmente existe o
desafio de buscar métodos alternativos ou auxiliares ao tratamento topico convencional,
para evitar a disseminag&o de resisténcia microbiana. O levamisol é conhecido pela sua
acao anti-helmintica e imunomoduladora, porém, o seu potencial antimicrobiano ainda
ndo é bem caracterizado. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito
antibacteriano e antibiofilme do levamisol contra cepas isoladas de cdes com otite. Para
tanto, foram utilizadas 49 isolados oriundos de coleta do conduto externo, identificados e
realizados testes de sensibilidade antimicrobiana. A sensibilidade ao levamisol na sua
forma plancténica foi avaliada por meio da microdilui¢do em caldo, sendo testado em 10
concentracdes, no intervalo de 0,036-18,75 mg/ml, para a obtencdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM). Para o biofilme em formacéo, o levamisol foi testado em trés
concentragdes: CIM, CIM/2e CIM/8, nos intervalos de 48 h, 72 h, 96 h e 120 h. Por fim,
a atividade do levamisol sobre o biofilme maduro foi avaliada também por microdiluicéo
em caldo, sendo testado em 10 concentragdes, no intervalo de 0,036-18,75 mg/ml. As
concentrages inibitdrias minimas (CIMs) do levamisol contra os isolados variaram entre
0,58-2,34 mg/mL. O levamisol reduziu a formacéo de biomassa com CIM de 1,17 mg/ml
para todos os isolados, até o periodo de 120 horas (P<0,05). Em relagdo ao biofilme
maduro, observou-se reducao significativa (P<0.05) da sua biomassa nas concentracdes
de 1,17 a 18,75 mg/ml de levamisol. Tanto na agdo do biofilme em formacéo quanto no
biofilme maduro, o levamisol apresentou resultados mais eficazes contra as bactérias
Gram positivas, contudo, também, demonstrou resultados contra Gram negativas,
comprovando seu efeito de amplo espectro. Portanto, o levamisol se mostrou promissor

como uma alternativa para o tratamento de otites bacterianas em cées.

Palavras-chave: Imunomodulador, infec¢do, orelha, Staphylococcus sp., Gram positivo.



ABSTRACT

Canine otitis externa is one of the most common multifactorial diseases with possible
microbiological involvement in the dermatological routine. There is currently a challenge
to find alternative or auxiliary methods to conventional topical treatment in order to avoid
the spread of microbial resistance. Levamisole is known for its anthelmintic and
immunomodulatory action, but its antimicrobial potential has not yet been well
characterised. Therefore, the aim of this study was to evaluate the antibacterial and
antibiofilm effect of levamisole against strains isolated from dogs with otitis. To this end,
49 isolates from external ear canal collections were used, identified and antimicrobial
sensitivity tests carried out. Sensitivity to levamisole in its planktonic form was assessed
using broth microdilution, and 10 concentrations were tested, ranging from 0.036-18.75
mg/ml, to obtain the minimum inhibitory concentration (MIC). For biofilm formation,
levamisole was tested at three concentrations: MIC, MIC/2and MIC/8, at intervals of 48
h, 72 h, 96 h and 120 h. Finally, the activity of levamisole on the mature biofilm was also
assessed by broth microdilution, with 10 concentrations tested in the range 0.036-18.75
mg/ml. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of levamisole against the isolates
ranged from 0.58-2.34 mg/mL. Levamisole reduced biomass formation with a MIC of
1.17 mg/ml for all the isolates, up to a period of 120 hours (P<0.05). With regard to the
mature biofilm, a significant reduction (P<0.05) in its biomass was observed at
concentrations of 1.17 to 18.75 mg/ml of levamisole. Both in the action on the biofilm in
formation and on the mature biofilm, levamisole showed more effective results against
Gram-positive bacteria; however, it also showed results against Gram-negative bacteria,
proving its broad-spectrum effect. Therefore, levamisole has shown promise as an

alternative for the treatment of bacterial otitis in dogs.

Keywords: Immunomodulator, infection, ear, Staphylococcus sp., Gram positive



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura §

Figura 6

LISTA DE ILUSTRACOES

— Anatomia da orelha canina.........

— Otite canina. 1: Inflamacao

em conduto externo apos reagdo de

hipersensibilidade por contato 2: Presenca de secrecao purulenta, eritema e

ulceras em OUVIAO CANINO COM OLITE. .. .. eeeereeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeneees

— Fatores etiol0gicos da otite €XteINa .......cccuveervreeeiieeeiieeeie e e

— Representacdo esquematica das principais bactérias encontradas na orelha

saudavel canina, de acordo com os achados de NGO et a/. (2018), KORBELIK

etal.(2019), BORRIELLO et al.

(2020) e KASAI etal. (2021) cooorvvveererreeneee..

— Principais locais de infec¢do de S. pseudointermedius, com maior prevaléncia

napele e naorelha.......................

— Processo de formagao o biofilme

22

23

30



LISTA DE GRAFICOS

Grafico1 - Ragas prevalentes e menos prevalentes na otite externa canina.......................... 25

Grafico 2 — Formacgdo de biomassa nos isolados Gram positivos e Gram negativos ap0s a
utilizacdo do levamisol. Observada redu¢ao de biomassa pelo CIM, num

periodo até 120 horas e CIM/2 por um periodo até 72 horas..........cccccveeeeveeennee. 51

Grafico3 - Formagdo de biomassa nos isolados Gram positivos apoOs a utilizagdo do
levamisol. Observada redugao de biomassa com CIM, pelo periodo até 120

horas e CIM/2 por um periodo até 96 horas.............ccceecveeviienieecienieeiieeie e 51

Grafico4 — Formagdo de biomassa nos isolados Gram negativos apds a utilizagdo do
levamisol. Observada reducao de biomassa utilizando o CIM, num periodo até

L20 ROTAS. .o eeeeeeeee e e et e e e e e et e e e e e e e ea e aeeeeenaaaaaas 52

Grafico S — Formagdo de biomassa nas espécies S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis
e P. aeruginosa. Em todas as espécies houve redugdo da biomassa por até 120
horas, usando CIM. A espécie S. schleiferi apresentou melhores resultados,

com reducao de biomassa por até 120, usando CIM/2 de levamisol.................... 52

Grafico 6 — Biomassa dos espécimes Gram positivas e Gram negativas, apds a a¢do do
levamisol ao biofilme maduro. Observada reducdo de biomassa entre as

concentracdes 1,17 a 18,75 m@/Ml..........ccoooooiiiiiiniii s 54

Grafico 7 — Biomassa das espécies S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis ¢ P
aeruginosa apos a acao do levamisol ao biofilme maduro. Observada redugao
de biomassa nas espécies S. intermedius, S. schleiferi, e P. aeruginosa. Em P.
mirabilis, houve reducdo de biomassa at€¢ a concentracao de 9,375 mg/ml.

Abaixo dessa concentracdo, houve aumento de biomassa............cccceeeeeveeennennn. 55

Grafico 8 — Indice de citotoxicidade do 1eVAMISOL........oveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56



LISTA DE TABELAS

Tabelal — Cepas bacterianas isoladas da orelha externa de cdes com otite utilizadas no
presente estudo, classificadas de acordo com o niumero de drogas as quais sdo

resistentes, a presenca de multirresisténcia e formagao de biofilme....................

Tabela2 — Concentragdo inibitéria minima (CIM), concentragdo inibitdria e eliminatdria
contra biofilme (CIMB e CEMB) dos isolados bacterianos de otite externa

CANIIIA. «eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e et e e et e e e e e e e e eeeeeeae et eeeraeareearereeae et erereeeeaeeeeeeeeeaeaees

44



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC  American Type Culture Collection

BHI Brain Heart Infusion

CEUA  Comiteé de ética no uso de animal

CEMB  Concentracdo eliminatéria minima contra biofilme
CIM Concentragdo inibitéria minima

CIMB Concentragdo inibitoria minima contra biofilme
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
COo2 Dioxido de carbono

DNA Deoxyribonucleic acid

EDTA  Ethylenediamine tetraacetic acid

GAP Global Action Plan

GrAMM  Grupo Aplicado em Microbiologia Médica

IC indice de citotoxicidade
PBS Phosphate buffered saline
pH potencial hidrogenidnico

mg/ml  miligrama por mililitro

MRSA  Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MRSP  Methicillin-resistant Staphylococcus intermedius
MRSS  Methicillin-resistant Staphylococcus schleiferi
nm nandmetro

ODc Ponto de corte de Densidade Optica

OMS Organizagdo Mundial de Saude

ORSA  Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus
RMPI  Roswell Park Memorial Institute

SBF Soro Bovino Fetal

SIG Staphylococcus intermedius group

TSB Trypticase Soy Broth

UFC Unidades formadoras de col6nias

VRE Vancomicin-resistant Enterococcus



LISTA DE SIMBOLOS

%  Porcentagem
®  Marca Registrada
] Micro



2.2
2.3.
231
2311
2.3.1.2
2.3.13
23.14
2.3.2
24
241
24.2
2421
24272
24.2.3
2424
25
251
2.6

2.7

41

5.1

5.2

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ottt 18
REFERENCIAL TORICO ..o es s, 19

Aspectos anatdmicos, fisiolégicos e microbioldgicos da orelha externa
(or: 10 1] - RS

19
Microclima do conduto auditivo eXterno Canino ..........ccocvcvverernesieneseens 21
OLite EXIEINA CANING ...eevvviieeieiee e e 21
BEIOIOQIA ..o 22
o1 (0] =l o] 1 4F= 0L PR 23
Fatores prediSPONENTES. ........cviiiiiiiiieiie e 24
Fatores PerpetUANTES .. ..ottt et e et e e 25
Fatores SECUNTANIOS ......ccoveveiiiiiiieiesie st reneas 26
Diagndstico e tratamento ............ooooiiiiiii i 27
Aspectos microbioldgicos de interesse na otite externa canina .................. 29
Lot 0] ][] - PSR 29
Patdgenos ENVOIVIAODS ..........ccuiuriiririiieiisie e 31
STAPNYIOCOCCUS SP. veiviiiiiiiie ettt bbb be e re e 31
Streptococcus sp., Enterococcus spp. e Corynebacterium sp........cccoccevevenene. 32
PSEUTOMONAS SP. vttt bbb 33
Proteus sp., Escherichia coli e Klebsiella Spp.........ccccovviiiiniiiniicce 33
Resisténcia microbiana na otite externa canina ..........c.ccocvveeveneieeieseseene 34
BIOTIIME <o ns 36
Reposicionamento de drogas convencionais no tratamento de otite ........... 39
LLEVAMISON ...ttt 40
HIPOTESES ..ot 42
OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS ......covveeveeeeerenn, 43
Objetivos €SPECITICOS ......ccveieriiicicei s 43
METOLODOGIA ..ottt 44
15012005 DACTEFIANOS .......ovvoeeeeeee e 44

Determinacao da concentragdo inibitéria minima (CIM) do levamisol ...... 47



SUMARIO

Efeito do levamisol sobre biofilmes em formagao ............ccccocvvvviivevccenenn,
Sensibilidade do biofilme maduro ao levamisol ...
Ensaio de citotoxicidade de MRKS ..o
ANALISE BSTATISTICA ...
RESULTADOS ...ttt e
Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM) do levamisol ......
Efeito sobre a formacéo de biofilmes bacterianos ...........c.c.ccecvviennenn
Atividade do levamisol contra biofilmes bacterianos maduros ...................
Viabilidade CelUIAr ...
DISCUSSAD ....covrviiueriseessessessssssssesssssss st ssssssss s
CONCLUSOES ...ttt sn st
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccooeeieeieeceereeeeeseneensns e,



18

1. INTRODUCAO

Enfermidades de pele e orelha estdo entre os casos mais prevalentes na clinica de
animais de companhia. Por se tratar de patologias cujas manifestacGes clinicas, em sua
maioria, sdo visiveis aos olhos dos donos dos animais, geram incobmodo e uma busca pela
resolucdo do caso. Por essa frequéncia de ocorréncia das doencas dermatoldgicas,
principalmente em caninos e felinos, a dermatologia veterinaria se sobressai como

especialidade mais praticada atualmente.

Dentre as principais dermatopatias em cdes, a otite externa € uma das mais
importantes a ser estudada. A orelha canina é uma delicada estrutura e sua enfermidade
deve ser compreendida em funcgéo da alta casuistica nos atendimentos. Consiste no quadro
inflamatorio do conduto auditivo externo, de carater multifatorial. Presenca de um quadro
infeccioso associado, leva ao agravamento dos sinais clinicos e maior desafio no

tratamento.

O protocolo convencional de terapéutica para otite externa baseia-se na utilizacéo
de produtos tdpicos compostos por anti-inflamatoérios, analgésicos e antimicrobianos,
dentre estes, antibacterianos e antifungicos. A utilizacdo de antimicrobianos sem o
controle adequado é uma pratica comum na veterinaria. Como consequéncia, € crescente
o0 isolamento de cepas patogénicas apresentando multirresisténcia. Outro fator alarmante
é a presenca de bactérias formadoras de biofilme no conduto externo que impede a acéo

de antimicrobianos, perpetuando o0 microrganismo no meio.

Dentro das otopatias canina, ja é relatado que as espécies associadas a infec¢des
apresentam resisténcia a pelo menos uma droga antimicrobiana. Dessa forma, ha
necessidade do reposicionamento de drogas convencionais, com o objetivo de auxiliar no

tratamento da otite externa, como substitutos ou adjuvantes.

Nesse contexto, o levamisol, droga pertencente ao grupo dos imidazotiazois,
possui atividade conhecida na veterinaria, como anti-helmintico. A sua acdo
imunomoduladora estd em crescente utilizagdo, associado ao tratamento de doengas
sistémicas, por vezes infecciosas. Porém, existem poucos estudos acerca da sua acéo
antimicrobiana. Portanto, a sua atividade dentro da microbiologia é um campo a ser

explorado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos anatdmicos, fisiologicos e microbiologicos da orelha externa canina

A orelha canina é dividida em trés principais compartimentos anatémicos:
externo, médio e interno (Figura 1). A orelha externa contempla o pavilh&o auricular e o
meato acustico, este Gltimo representado pelos canais verticais e horizontais, terminando
na membrana timpanica. Dentro do processo de audicédo, a por¢do externa da orelha tem
a funcdo de captar e conduzir as ondas sonoras, para posteriormente serem traduzidas em

mensagem neural e interpretacao do sistema nervoso (HEINE, 2004; NJAA et al., 2012).

O pavilhdo auricular € a estrutura mais visivel da orelha canina e seu tamanho e
aspecto variam entre as racas. A sua conformacdo pode ser pedunculada, semi-
pedunculada ou ereta (FONTOURA et al, 2014). E formada pelas cartilagens auricular e
escutiforme, e os musculos auriculares, fixados rostralmente, ventral e caudamente na

cabeca do animal, o que permite a movimentagdo (KONIG; LIEBICH, 2016).

Na superficie convexa, a pele é coberta de foliculos pilosos e glandulas sebaceas.
A face cbncava fina divide-se em concha da orelha e nela ha a insercdo da cartilagem
anular até a entrada o meato acustico, proporcionando maior flexibilidade a orelha
externa. A circulacdo envolvida nessa regido é feita pela artéria auricular caudal e veias
auricular caudal e temporal superficial, enquanto os responsaveis pela inervagdo sao o0s
nervos facial, cervical e triggmeo (NJAA et al., 2012, KONIG; LIEBICH, 2016).

O meato auditivo localiza-se dorso lateralmente na cabeca canina. Inicia-se a
partir da por¢do c6ncava do pavilhdo, que se afunila em formato de tubo até a membrana
timpanica. A partir da por¢do proximal da cartilagem auricular é formado o canal vertical,
para em seguida desviar dorsalmente para formar o canal auditivo horizontal (NJAA et
al., 2012). Possui uma parte cartilaginosa distal e uma parte 6ssea proximal (KONIG;
LIEBICH, 2016). Em cées, essa conformacédo da porgéo vertical e horizontal do canal
adquire um formato caracteristico de “L” (LARSON; LUCAS, 2016).

Semelhante a pele, o canal auditivo externo é revestido por epitélio escamoso
estratificado, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas ceruminosas tubulares. Em
cdes, as glandulas se situam por toda a extensdo do canal auditivo, porém, decresce a
medida em que se aproxima do timpano, assim como os foliculos pilosos. A combinagao
da secrecdo das duas glandulas, juntamente com células epiteliais, constitui o cerimen
(FONTOURA et al., 2014, LARSON; LUCAS, 2016).
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O cerumen tem grande importancia na formacdo de uma barreira protetora para a
membrana timpanica, atividade antimicrobiana e barreira contra perda e entrada de agua
local. Para a manutencdo de um canal auditivo normal, o cerimen proporciona o
equilibrio do potencial hidrogeniénico (pH) e controle de umidade (STONE;
FULGHUM, 1984; FONTOURA et al., 2014, LARSON; LUCAS, 2016).

A orelha externa possui um mecanismo de autolimpeza, denominado migragéo
epitelial, no qual as células deslizam lentamente da regido proxima a membrana timpanica
até o meato acustico. Esse processo auxilia no carreamento dos debris celulares
acumulados no conduto, juntamente com as secrecGes produzidas, bem como os micro-
organismos residentes. Portanto, a autolimpeza faz parte da imunidade inata do céo
(LARSON & LUCAS, 2016).

A membrana timpénica separa a orelha média do canal auditivo. Em cées, é
inclinada e tem formato oval. Transmite as ondas sonoras e transformar em impulsos
mecanicos para os ossiculos da audicdo na orelha média. E uma lamina semitransparente
e delgada, sustentada pelo anel timpéanico, composta por: face externa, camada de tecido
conectivo fibroso central e mucosa interna. O epitélio escamoso estratificado esta na face
externa e muda para continuo na mucosa interna. Sua inervacao é feita através de fibras

nervosas sensoriais e € intensamente vascularizada (KONIG; LIEBICH, 2016).

Figura 1: Anatomia da orelha canina.

\

Vertical

Canal Q $“@
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Membrana
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FONTE: Modificado de SCHERER et al., 2014.
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2.2.Microclima do conduto auditivo externo canino

Uma orelha higida apresenta condi¢cdes de temperatura, umidade e pH para
manutencdo do epitelio e da microbiota local. A temperatura encontrada no conduto
canino varia entre 38,2 e 38,4 e o pH deve conter valor entre 4,6 e 7,2, com média de 6,1.
A umidade da orelha ndo € afetada por mudancas na umidade ambiental, devido a funcéo
do cerimen no controle da entrada e saida de agua (FONTOURA et al., 2014).

Esses fatores ambientais sdo propicios para a permanéncia de microrganismos no
sitio anatdmico, ndo associados a quadros clinicos. Essa populacdo microbiana faz parte
da sua microbiota transitoria ou comensal (FARFAN et al., 2021). A microbiota serd um

assunto a ser abordado nas sessfes seguintes.

2.3. Otite externa canina

A otite externa consiste no quadro inflamatorio no canal auditivo externo, com
envolvimento ou ndo do pavilhdo auditivo, podendo ser uni ou bilateral. O envolvimento
de patégenos na inflamacdo ndo é obrigatério, mas a sua presenca contribui para o
agravamento do quadro (FONTOURA et al., 2014; PYE, 2018; O’NEIL et al., 2021). E
uma das doencas de maior prevaléncia nos atendimentos clinicos, correspondendo a
aproximadamente 5 a 20% da casuistica em cdes (FONTOURA et al., 2014; SEEGER et
al., 2020; O’NEIL et al., 2021).

Por ser considerada uma afec¢do da rotina dermatoldgica, por vezes ndo apresenta
risco de vida para o paciente. Porém, o0s sinais clinicos danosos ao animal, que geram
sofrimento tanto para o paciente quanto para o tutor, associados ao niumero de casos
elevados, ao tratamento dispendioso e ao aumento da ocorréncia de recidivas, fazem com

que a doenga seja relevante para o estudo (FONTOURA et al., 2014).

Na sua fase inicial, a otite externa pode apresentar sinais leves, como prurido local
ou excesso de cerimen. Conforme a evolugdo do quadro, o paciente pode apresentar dor
ou incdmodo a palpacdo, pender ou agitar a cabeca, edema e eritema local. Outras
alteracOes observadas é a producgdo de exsudacdo purulenta ou ceruminosa, ulceracées,
odor fétido e sinais de escoriacfes e auto traumas (Figura 2) (FONTOURA et al., 2014;
PYE, 2018).
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Sucessivas inflamacgdes locais, ou a ndo resolucdo do quadro agudo (com
persisténcia de sinais clinicos por pelo menos 3 meses), pode gerar cronicidade da otite
(BAWJA, 2019), com mudancas anatdmicas da orelha, levando desconforto ao paciente
e falhas no tratamento. O quadro crénico de otite pode levar a dificuldade ou perda
auditiva (quando ha envolvimento com o ouvido médio), fibrose ou calcificacdo. Estas
Gltimas s&o indicativas de doenc¢a do ouvido em estdgio terminal (FONTOURA et al.,
2014; O’NEIL et al., 2021).

Figura 2: Otite canina. 1: Inflamacdo em conduto externo apds reacdo de
hipersensibilidade por contato 2: Presencga de secrecdo purulenta, eritema e Ulceras em
ouvido canino com otite.

(FONTE: Modificado de PYE, 2019; BAWJA, 2019).

2.3.1. Etiologia

A etiologia da otite externa canina é multifatorial. As causas envolvidas na
enfermidade podem surgir de maneira isolada ou combinada, gerando o quadro
inflamatorio. Podem ser classificados de acordo com o sistema PSPP (primario,
secundario, predisponente e perpetuante) (Figura 3) (SEEGER et al., 2020; O’NEIL et al,
2021).
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Figura 3: Fatores etioldgicos da otite externa
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2.3.1.1. Fatores primarios

Fatores primarios sdo aqueles que diretamente induzem a inflamacdo do canal
externo (PYE, 2018). Sdo fatores que, uma vez identificados, permite ao clinico
estabelecer estratégias tanto para o tratamento da inflamacéo e quanto a sua causa base,
evitando assim, recidivas clinicas. As alteragdes mais relacionadas a otite sdo reacfes de
hipersensibilidade, englobando reacfes alérgicas alimentares, por contato e atopia
(PATERSON et al., 2016; BAWJA, 2019).

Por se tratar de doencas de dificil cura, sdo relatadas como a maior causa de otite
crénica e ou a quadros de recidivas em caes (BAWJA, 2019). Fontoura e colaboradores
(2014) citam que 55% de cdes com dermatite atopica e 80% com alergia alimentar,
adquirem otite externa associada.

Doencas enddcrinas, como hipotireoidismo, doencas imunomediadas, distarbios
de queratinizagdo, neoplasias e corpo estranho também sdo fatores causadores de otite
(FONTOURA et al., 2014; PATERSON et al., 2016; BAWJA, 2019).

A presenca de acaros no conduto auditivo sdo fatores primarios comuns em

pacientes jovens, imunocomprometidos, com escassas condi¢fes de higiene ou em
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superpopulagédo. Os agentes mais comuns séo do género Otodectes, que ao causar danos
no epitélio do canal auditivo, predispde a prurido intenso, inflamacg&o local e autotrauma
e estdo associados a otites ceruminosas. Espécies de Demodex spp. também estdo

associadas, porém, em menor frequéncia (FONTOURA et al., 2014).

Préticas err6neas de limpeza auricular podem levar a lesdo no conduto e mudangas
na microbiota. Produtos de limpeza mecanica, como hastes flexiveis de algodao, causam
exposicdo da camada epitelial e compactacdo do cerimen no fundo do meato, com risco
de rupturas. Ademais, ha interrup¢do do processo fisiologico de autolimpeza. Também é
observado o uso de produtos com propriedades antissépticas, como limpadores
auriculares, causando hipersensibilidade ou alterando a populagdo microbiana local
(LARSON; LUCAS, 2016; FARFAN et al., 2020).

2.3.1.2. Fatores predisponentes

S&o aqueles que ndo iniciam a inflamagdo, mas podem aumentar o risco de
desenvolvimento da otite externa. O entendimento dos fatores predisponentes é
importante para auxiliar o clinico na realizacdo de medidas preventivas (PYE, 2018;
BAJWA, 2019; O’NEIL et al., 2021).

As particularidades anatémicas da orelha canina podem deixar o ambiente
favoravel a inflamacdo. A raca se torna um importante fator de predisposicdo de otite
externa, pois a conformacdo do pavilhdo auditivo é um dos aspectos de diferenciacdo no
padrdo racial (FONTOURA et al., 2014; O’NEIL et al., 2021). Em estudo acerca de
fatores predisponentes na otite externa canina, foi observado maior incidéncia em racas,
como Basset Hound, Shar-Pei, Golden Retriever, Labradoodle e Beagle, por apresentar

orelhas pedunculadas ou semi-pedunculadas (Gréafico 1) (O’NEIL et al., 2021).
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Grafico 1: Racas prevalentes e menos prevalentes na otite externa canina.
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FONTE: Adaptagdo de O’Neil et al., 2021.

Essa correlacdo da raca é devido ao fato de cdes com orelhas pedunculadas ter
maior propensao a infec¢bes de ouvido que cdes com orelhas eretas, pela diminuicdo da
aeracdo local e do comprometimento do processo de autolimpeza (FONTOURA et al.,
2014).

Ademais, ragas com maior quantidade de foliculos pilosos no conduto ou que
apresentam um canal auditivo estreito propiciam o acimulo de cerimen. O excesso de
cerimen também ocorre doencas seborreicas e em algumas racgas, como Labrador, Cocker
Americano, Cocker inglés Golden Retriever, Shar Pei, dentre outras. O acumulo de
cerimen diminui também a aeragdo do conduto, levando ao aumento da temperatura e
umidade, além de alterar o pH (FONTOURA et al., 2014; LARSON; LUCAS, 2016).

2.3.1.3.Fatores perpetuantes

Os fatores perpetuantes ocorrem apds desenvolvimento da otite externa. Eles
podem exacerbar o processo inflamatério ja estabelecido e/ou manter a doenca
persistente, mesmo que a causa primaria ja tenha sido identificada e tratada. Devido a
esse conceito, agentes infecciosos ja foram classificados como fatores perpetuantes.

Estudos mais recentes incluem o envolvimento de patégenos como um fator secundario
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na otite, devido ao maior entendimento acerca da microbiota do ouvido (BORRIELLO et
al., 2020).

Porém, no contexto de infec¢cdo na otite, um fator ainda considerado perpetuante
é a formagdo de biofilme. A estrutura de um biofilme confere protecéo para a bactéria
contra a acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, além de impedir a penetracdo de
antimicrobianos, contribuindo para a sua perpetuacdo no sitio anatémico (PYE, 2018;
BAJWA, 2019; ALBUQUERQUE et al., 2021; NAZIRI; MAJLESI, 2022). Portanto,
mesmo que o tratamento seja feito da maneira correta, a permanéncia do biofilme leva a
novos quadros infecciosos (BAJWA, 2019).

Fatores perpetuantes associados a cronicidade da otite externa incluem falhas no
tratamento das causas primarias, presenca de biofilme e inflamag6es no conduto médio e
na membrana timpanica (FONTOURA et al., 2014; BAJWA, 2019).

Sucessivas lesdes no conduto auditivo, causados por quadros recorrentes de otite,
ou a permanéncia da inflamagdo, geram mudancas anatdbmicas no sitio anatbmico. As
alteracdes encontradas num processo cronico incluem hiperplasia e/ou dilatagéo
glandular, que aumenta a producdo de cerimen, alterando o microclima da orelha, além
de hiperplasia epitelial e hiperqueratose, resultando no estreitamento do conduto
dificultando a entrada do tratamento topico (BAJWA, 2019).

2.3.1.4. Fatores secundarios

A proliferacdo de patdgenos ocorre secundariamente a mudanca no sitio
anatdmico, como consequéncia dos fatores anteriormente citados. Apresenta-se na forma
de otite com presenca de secre¢do purulenta. Nesse caso o envolvimento bacteriano esta
presente. Trata-se de um quadro grave com riscos de instalacdo de otite média (LARSON;
LUCAS, 2016).

A presenca fungica na otite externa ocorre quando ha excesso de producdo de
cerimen, resultando na proliferacdo de leveduras da espécie Malassezia pachydermatis,
que sdo lipofilicas. Na presenca do cerimen, que fornece umidade e debris celulares,
encontra um microclima adequado, proliferando e liberando componentes pro-
inflamatorios (FONTOURA et al., 2014; LARSON; LUCAS, 2016).
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Devido a presenca de microbiota no conduto, € necessario correlacionar os
achados microscopicos com o que foi observado no exame fisico e histérico do animal,
pois a presenca de micro-organismos ndo é o suficiente para indicar que as cepas
presentes sdo patogénicas (LARSON; LUCAS, 2016).

Para que ocorra a infeccgdo, é necessario também que o0 micro-organismo apresente
fatores de viruléncia, bastante observados nas bactérias. Trata-se de mecanismos ou
estratégias que vado permitir a aderéncia do patdgeno no sitio-alvo, ultrapassar o sistema
imunoldgico do hospedeiro, penetrar no tecido lesionado e causar o dano celular
(VERONESI; FOCCACIA, 2015).

Além da presenca da bactéria patogénica, um ambiente favoravel contribui para a
instalagdo da infecgdo. Solugbes de continuidade presentes nos tecidos lesionados
favorecem a colonizacao bacteriana e no caso da otite externa, a presenca de um quadro
inflamatdrio prévio, resulta numa primeira lesdo tecidual (VERONESI; FOCCACIA,
2015).

O microclima do sitio anatdbmico afetado também é um fator a ser considerado,
pois a inflamacdo afeta a temperatura, a umidade e o pH, gerando modificacbes na
populacdo microbiana normal, na perda da riqueza da microbiota e possibilidade de
colonizacdo de cepas patogénicas (FONTOURA et al. 2014; BORRIELO et al. 2020).

2.3.2. Diagnostico e tratamento

O diagndstico da otite externa canina é geralmente clinico, através da anamnese e
exame fisico (SHERER et al., 2014). Porém, a deteccdo dos possiveis fatores causadores
da enfermidade depende de uma minuciosa investigacdo acerca do histérico do paciente,
0 tempo de evolucdo do quadro, progressdo dos sintomas, presenca de outras lesdes no

corpo, doengas concomitantes e tratamentos anteriores (FONTOURA et al., 2014).

O exame no animal é realizado através de palpacao do canal auditivo e inspecao
do conduto, com auxilio de otoscopio. A depender do nivel e dor, o paciente ndo permite
manipulagéo e precisa ser submetido a sedacdo para uma boa avaliagdo do conduto. Em
casos de otite aguda, € observado eritema, presenca de ulceracdes, edema, excesso de

cerumen e/ou exsudacao. Escoriacfes podem ser vistas secundarias ao auto trauma. Em
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situacOes de otite cronica, pode ser observado hiperqueratose e estenose de conduto
(BAWJA, 2019).

A citologia otologica é uma auxiliar na identificacdo da infeccdo e na escolha
empirica do antimicrobiano para tratar a otite externa. Trata-se da coleta de material,
através de swab otoldgico, para observacdo em exame direto de contetdo celular e
microbiologico (FONTOURA et al., 2014).

A cultura otolégica também é importante para determinar op¢oes de tratamento e
na utilizacdo em terapias sistémicas, se necessario, apesar de ser um exame pouco
utilizado na rotina clinica. Outros exames complementares menos utilizados sdo bidpsia,
radiografia de cranio, ressonancia magnética, tomografia e video-otoscopia, sendo
escolhidos em situagdes de otite cronica ou envolvimento do canal médio (FONTOURA
etal., 2014; BAJWA, 2019).

A video-otoscopia € um método de diagndstico com crescente procura, que nos
permite observar membrana timpanica e conduto médio, além de auxiliar na lavagem
otolégica. Em casos de corpo estranho e massas benignas, a video-otoscopia é eficaz na
sua remocdo. E um exame bastante eficaz, porém, necessita também da sedacio do
paciente (USUI et al., 2014).

O tratamento mais comum baseia-se na utilizacdo de produtos tépicos, com
objetivo no controle dos micro-organismos e da inflamacéo local. Porém, tdo importante
quanto o tratamento, a identificacdo do causador primario da doenca e a inspecao clinica
de fatores predisponentes, podem complementar a conduta terapéutica (FONTOURA et
al., 2014).

As formulagdes mais utilizadas no tratamento topico incluem antimicrobianos,
anti-inflamatorios e anestésicos locais. Limpadores auriculares e compostos
antiparasitarios podem ser auxiliares, a depender da causa da enfermidade. O tratamento
sisttmico € indicado em casos de otite média, otite crénica ou otite externa associado a
sinais clinicos graves, sempre acompanhado de exame de cultura microbiana com
antibiograma (PATERSON, 2016; FONTOURA et al., 2014).

Os principios ativos antimicrobianos encontrados nos produtos topicos consistem
em antiflngicos, principalmente derivados azo6lico, como clotrimazol e miconazol, e
antibacterianos (PATERSON, 2016).



29

Atualmente existem uma variedade de antibioticos disponiveis nas formulacdes
otoldgicas. A escolha terapéutica deve levar em consideracdo o espectro de atividade da
droga e disponibilidade. Os grupos pertencentes aos aminoglicosideos, fluoroquinolonas,
polimixinas, sdo os mais encontrados nos produtos otologicos (PATERSON, 2016; PYE,
2018). Porém, Bourely e colaboradores (2018) também citam a recomendacdo de
utilizacdo de penicilinas, cefalosporinas, inibidores do folato, macrolideos, fenicol e

fusidanina.

2.4. Aspectos microbioldgicos de interesse na otite externa canina

2.4.1. Microbiota

O estudo da microbiota canina nas orelhas saudaveis vem ganhando maior
importancia, devido a necessidade de entendimento da relacdo entre 0s micro-organismos
presentes no sitio anatdmico. As bactérias que compde a microbiota do ouvido podem ser
classificadas em residentes e transitorias (LARSON; LUCAS, 2016).

Entende-se por microbiota residente aquelas que colonizam um ambiente em
quantidade estavel e consistente, possuindo relacdo comensal com o hospedeiro. As
bactérias transitorias, no entanto, podem ser cultivadas no sitio anatbmico, mas néo
apresentam significado clinico, pois ndo conseguem competir com a populacédo bacteriana
para se estabelecer (LARSON; LUCAS, 2016).

Em estudo realizado em 2007, por Lyskova e colaboradores, realizado atraves de
cultura bacteriana e flngica, com testes bioquimicos complementares, observaram a
presenca de isolados de Staphylococcus intermedius, Baccilus spp., Staphylococcus
coagulase-negativos e Malassezia pachydermatitis em amostras coletadas de cdes com

orelhas sem sinais clinicos.

Com a introduc&o de técnicas moleculares de identificacdo microbioldgica, foram
observadas outras espécies anteriormente ndo demonstradas (KORBELIK et al., 2018;
BORRIELLO et al., 2020). Em estudos realizados em cées saudaveis, através da coleta
de amostras de ouvido e analise por técnica de amplificacdo de DNA (Figura 4), foram
observadas bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Fusobacteria (NGO et al., 2018; KORBELIK et al., 2019; BORRIELLO
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et al., 2020). Nesses trabalhos, os géneros encontrados em maior prevaléncia foram
Romboutsia e Megamonas (KORBELIK et al., 2019) e Escherichia, Conchiformibius,
Corynebacterium e Staphylococcus (NGO et al., 2018; KASAI et al., 2021).

Figura 4: Representacdo esquematica das principais bactérias encontradas na orelha
saudavel canina, de acordo com os achados de NGO et al. (2018), KORBELIK et al. (2019),
BORRIELLO et al. (2020) e KASAI et al. (2021).
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(Fonte: autora)

Espécies geralmente correlacionadas com otite externa também foram
encontradas nas orelhas sem sintomatologia, pela mesma técnica molecular. Em 2020
(TANG et al.), é relatado a presenca das espécies Staphylococcus pseudointermedius e
Streptococcus sp. no conduto saudavel canino, porém, em menor prevaléncia,
comparativo a espécie Propionibacterium acnes. Em relacdo a espécie fungica, foi
descrita o isolamento de Malassezia pachydermtitis (KORBELIK et al., 2018; NGO et
al., 2018; TANG et al., 2020). Esses estudos refor¢cam a presenca de uma microbiota rica

e complexa no conduto canino saudavel.
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2.4.2. Patdgenos envolvidos:

Na otite externa, o género Staphylococcus é descrito frequentemente nas infecgbes
secundarias, dentre as Gram positivas, seguidos de Streptococcus, Enterococcus e
Corynebacterium. (AALBAK et al., 2010; MAY et al., 2019; KWON et al., 2022).
Isolados de Escherichia coli e Proteus sp., Klebsiella spp. também séo citados, porém, a
espéecie Pseudomonas aeruginosa € a bactéria Gram negativa frequentemente associada
a quadros infecciosos no conduto, principalmente em otites cronicas ((PYE, 2018;
BAJWA, 2019; COSTA et al., 2022).

2.4.2.1. Staphylococcus sp.:

O género Staphylococcus é pertencente da familia Staphylococcaceae, ordem
Bacilalles, filo Firmicutes. Sdo grupos de bactérias Gram positivas, imdveis, nédo
formadoras de esporos, catalase positivos e na sua maioria anaerdbias facultativas.
Geralmente sdo residentes da pele e mucosas de animais, como comensais, mas também
possuem potencial patogénico (LARSON; LUCAS, 2016).

Baseado na presenca da coagulase, enzima indutora de coagulagdo no plasma, o
género é classificado em dois grandes grupos. Os estafilococos coagulase positivas, em
destaque para a veterinaria as espécies S. aureus, S. intermedius, S. pseudointermedius,
S. delphini, S. hyicus e S. schleiferi subsp. coagulans, sdo aquelas que produtoras da
enzima. As bactérias coagulase-negativa sdo encontradas em menor frequéncia. Em
animais sdo isoladas as espécies S. epidermitis, S. schleiferi subsp. schleiferi e S.
saprophyticus (PROCORP et al. 2001, JERICO et al., 2015; LARSON; LUCAS, 2016;
SEEGER et al., 2020).

Na dermatologia, estdo entre os microrganismos mais isolados na pele e na orelha
de cdes com piodermite e otite externa. As espécies S. aureus, S. pseudointermedius e S.
schleiferi subsp. schleiferi apresentam maior prevaléncia na clinica (SHERER et al.,
2014; JERICO et al., 2015; PYE, 2018; MAY et al., 2019).

A espécie S. pseudointermedius, pertencente ao grupo do S. intermedius (SI1G), foi
isolada em 2005 e é classificado atualmente como principal patdgeno identificado em
infeccdes no tegumento e orelha de cdes (LARSON; LUCAS, 2016). Em situacGes de

otite externa, pode apresentar prevaléncia variando entre 20 e 94% dos casos (Figura 5).
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Essa variacdo pode estar correlacionada com a localizacdo geografica, de acordo com
Lynch e Helbig (2021).

Figura 5: Principais locais de infecgéo de S. pseudointermedius, com maior prevaléncia

na pele e na orelha.
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(FONTE: adaptado de LYNCH & HELBIG, 2021)

2.4.2.2. Streptococcus sp., Enterococcus spp. e Corynebacterium sp.

As bactérias dos géneros Streptococcus e Enterococcus pertencem a familia
Streptococcaceae e sdo cocos Gram positivos, catalase negativos, aerobios ou
facultativamente anaerdbios, ndo formadores de esporos e nao dotados de motilidade
(JERICO et al., 2015; VERONESI; FOCCACIA, 2015).

Os estreptococos vivem como comensais no conduto auditivo externo, na mucosa
do trato respiratorio superior, no trato digestivo e trato urogenital inferior de animais,
enguanto os enterococos sdo principalmente comensais do intestino. Portanto, infec¢des
por estreptococos geralmente sdo secundarios a fatores predisponentes e primarios.
Porém, a presenca de enterococos na otite externa estd relacionada a infeccOes
oportunistas, com as espécies E. faecalis e E. faecium mais isoladas (JERICO et al., 2015;
VERONESI; FOCCACIA, 2015; KWON et al., 2022).

Corynebacterium sp. € um micro-organismo pertencente a familia

Corynebacteriaceae, que age como comensal na pele de cdes e ocasionalmente é
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encontrado em casos de otite externa. Em estudo realizado por Albaek e colaboradores
(2010), observaram em quadros de otite canina a presenca de Corynebacterium auriscanis
em coldnias multiplas, juntamente com as espécies Staphylococcus pseudointermedius e

Malassezia pachydermatis, caracterizando-o como um patégeno secundario na infeccéo.

2.4.2.3. Pseudomonas spp.:

O género é composto por bacilos Gram negativos, da familia Pseudomoneacea.
Sdo organismos de vida livre, sendo encontrados em solo, 4gua e matéria organica. A
espécie Pseudomonas aeruginosa é considerada de maior importancia clinica. Isolada
primeiramente em 1882, foi no ano de 1889 que Charrin e colaboradores observaram a
sua patogenicidade em animais (VERONESI; FOCACCIA, 2015).

O conduto auditivo ndo € o seu habitat natural e infecgdes no ouvido relacionadas
a P. aeruginosa séo de carater oportunista. Esse bacilo esta relacionado a otite externa
cronica e otite média, podendo ocorrer em até 35% dos casos (NUTTAL; COLE, 2007;
LARSON; LUCAS, 2016; PYE, 2019; COSTA et al., 2022).

2.4.2.4. Proteus sp., Escherichia coli e Klebsiella spp.:

A presenca desses bacilos Gram negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, também sao relacionados a infec¢Bes oportunistas, pois geralmente
sdo encontrados no solo, na dgua, em vegetais e no trato intestinal dos animais (LARSON;
LUCAS, 2016). Na otite, sua presenca esta relacionada a lesbes expostas, com
colonizacdo junto as espécies de estafilococos (JERICO et al., 2015).

Proteus mirabilis, também presente em infeccdes do trato urinario, é relatado
como o terceiro patégeno mais comum em de otite externa canina, associados a casos de
reinfeccOes persistentes, sendo presente na cronicidade da enfermidade (KWON et al.,
2022).
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2.5. Resisténcia microbiana na otite externa canina

A resisténcia microbiana € um problema mundial, que envolve todos as areas da
salde. Na veterindria, a presenca de micro-organismos resistentes € uma crescente, tanto
na area de producdo animal quanto em animais de companhia. Atualmente, cées séo
considerados potenciais reservatorios de resisténcia microbiana. A sua importancia na
salde publica é devido a possibilidade de transmisséo de cepas resistentes para humanos
por contato direto (BOURELY et al., 2018; FARFAN et al, 2020).

Dentro da dermatologia, doengas como piodermites e otite externa, sao
enfermidades com alta prevaléncia na rotina clinica. Esses sitios estdo em maior contato
com o ambiente externo, em comparacdo a afeccdes intracavitarias. O crescente
iIsolamento de micro-organismos multirresistentes nessas doengas podem contribuir na
disseminacéo desses patdgenos no ambiente domiciliar e transmissdo para humanos de
maneira indireta (BOURELY et al., 2018; BAWJA, 2019).

O conhecimento da prevaléncia de resisténcia microbiana se fez necessario para
avaliar as ameacas potenciais saude publica e projetar estratégias de controle. Em 2015
foi adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o Plano de Ac¢do Global sobre
Resisténcia Antimicrobiana (GAP), no qual realiza recomendacbes para 0 USO
responsavel dos antimicrobianos em humanos, animais e plantas (GALARCE et al.,
2021) e apoia o desenvolvimento de medidas de monitoramento do uso de
antimicrobianos em animais e em plantas (AIARA-KANE et al., 2018).

O plano também enfatiza a necessidade de uma abordagem de “Satude Unica” para
que se consiga sucesso, procurando a contribuicdo de disciplinas, incluindo medicina
humana e veterinaria. Em 2017, a OMS divulgou uma lista de prioridades para a producao
de novos antimicrobianos capazes de eliminar cepas multirresistentes e incluiu P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos como patdgeno de prioridade critica (KWON et
al., 2022).

Dentre as bactérias de prioridade alta, destacam-se as espécies Enterococcus
faecium resistente a vancomicina e Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS). Os
micro-organismos descritos ja foram citados em casos de otite externa canina (COSTA et
al. 2022; KWON et al., 2022).
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Das espécies anteriormente citadas, a P. aeruginosa possui resisténcia natural a
diversos antimicrobianos, podendo adquirir resisténcia rapida, ainda durante o tratamento
clinico. E citado a presenca de cepas resistentes em ambientes hospitalares. A incidéncia

de resisténcia a trés ou mais farmacos € de 34,9% em cdes (GUTERRES et al., 2020).

As classes de antimicrobianos nos quais podem apresentar resisténcia séo os beta-
lactdmicos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Porém, a principal preocupacéo € a
resisténcia a carbapenemicos, drogas com o espectro de acéo elevado (FONTOURA et
al., 2014; SILVA et al., 2021).

O género Staphylococcus também adquiriu mecanismos de resisténcia ao
tratamento com antibidticos ao longo dos anos, sendo registrado na década de 1960 os
primeiros isolados de S. aureus resistentes a penicilina, fArmaco beta-lactamico de
escolha original para o tratamento de infe¢Oes por S. aureus. A resisténcia foi resultado

da producéo de enzimas betalactamases, que inativam a droga (GELATTI et al., 2009).

Em resposta, foram desenvolvidas penicilinas semissintéticas resistentes as
betalactamases, como a oxacilina e meticilina, e introduzidas para uso clinico. Durante a
década de 1980, foi também constatado o aparecimento de resisténcia a esses farmacos.
Esses estafilococos, chamados MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina)
ou ORSA (Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina), séo resistentes a todos os
antimicrobianos beta-lactamicos (PROCORP et al., 2001).

A presenca de cepas resistentes a meticilina ou oxacilina é um problema clinico
grave nas Ultimas décadas. Esses isolados, antes comuns em hospitais, estdo cada vez

mais sendo encontrados em ambientes extra-hospitalares (GELATT]I et al., 2009).

Outras espécies de estafilococos também adquiriram resisténcia ao longo dos
anos, como S. intermedius e S. schleiferi, ambas de interesse nas afec¢des de pele e orelha
(GELATTI et al., 2009; SHERER et al., 2014). Em estudo citado por Larson & Lucas
(2016), com o objetivo de avaliar a frequéncia de S. schleiferi em piodermites canina e
evidenciar a sua resisténcia a meticilina, foi observado uma alta prevaléncia de cepas
resistentes. Ainda é citado pelos mesmos autores que 40% dos isolados de S. schleiferi
em caes sdo resistentes a meticilina (MRSS) e que essa bactéria esta bastante relacionada

a quadros de piodermites recidivantes.
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Além dos estafilococos, outras bactérias de importancia clinica apresentam
mecanismo de resisténcia bacteriana de producdo das beta-lactamases. O género
Klebsiella spp. e cepas de Escherichia coli sintetizam beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL), com atividade contra bacilos Gram negativos (SILVA, 2000).

O género Enterococcus esté relacionado a multirresisténcia, principalmente em
infeccdes nosocomiais. Um dos tratamentos de escolha é a vancomicina, porém, ja é
citado o emergente surgimento de enterococos com resisténcia a vancomicina (VRE),
devido ao uso indiscriminado da droga. A utilizacdo do antibiotico avoparcina na
alimentacdo de animais de producdo, como aditivo promotor de crescimento, pode ter
contribuido para a resisténcia a vancomicina, ja que ambos compostos fazem parte do
mesmo grupo farmacoldgico. Apesar dessa teoria ainda ndo ter sido confirmada, animais

de fazenda sdo considerados um dos reservatorios de VRE (KNOW et al., 2022).

No contexto da otite canina, situacdes relacionadas a falhas no diagnéstico e na
conduta terapéutica sdo fatores relacionados ao surgimento de cepas multirresistentes. A
etiologia da otite externa ndo sendo identificada aumenta os riscos de recorréncia do
quadro e a utilizacdo de farmacos antimicrobianos em excesso, por vezes ndo especificos
para a causa inicial da otite (FONTOURA et al. 2014; BAJWA, 2019).

A variedade de produtos topicos antimicrobianos disponiveis no mercado e 0 seu
uso indiscriminado, usados de maneira empirica entre os tutores dos animais, evidencia a
negligéncia quanto aos critérios de administracdo e periodo de tratamento (FONTOURA
et al. 2014).

A utilizacdo frequente de produtos otoldgicos nos casos recorrentes,
principalmente envolvendo a formacéo de biofilme, juntamente com o uso de antibioticos
de espectro amplo, por vezes inadequados, carretam no aumento na pressao seletiva e a
colonizacdo de cepas resistentes (SHERER et al., 2014; COSTA et al., 2022).

2.5.1. Biofilme

Até a década de 1970, acreditava-se que as bactérias seriam seres de vida livre,
unicos. O estudo das bactérias na sua forma planctdnica permitiu o entendimento destas
e o desenvolvimento de drogas capazes de elimina-las. Com o aumento dos casos de
resisténcia microbiana e a persisténcia das infeccGes, 0s rumos das pesquisas se

direcionaram para reavaliar o estilo de vida das bactérias (RABIN et al., 2015).
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Apesar de Anton Van Leeuwenhoek, em 1684, ja ter descrito presenca placas
dentérias no microscopio, que hoje sdo denominados biofilmes dentérios, foi somente a
partir do século 20 que cientistas relataram que algumas bactérias se encontravam
aderidas em superficies. A teoria de biofilme sé foi proposta em 1978, por Costerton e
colaboradores (RABIN et al., 2015).

Por se tratar de uma comunidade microbiana de células sésseis, aderidas a uma
superficie bidtica ou abiotica, imersas em uma matriz extracelular polimérica produzida
por elas préprias, o biofilme possui uma estrutura Unica, que podem se agregar em
camadas Unicas ou em arquiteturas tridimensionais. Em relacdo a sua composicéao, €
formado principalmente por agua, que representa 97% da matriz do biofilme (OLIVEIRA
etal., 2010).

Os micro-organismos representam 2 a 5% da matriz do biofilme e excretam
substancias poliméricas no qual é responsavel pela morfologia, estrutura, coesao e
funcionalidade do biofilme, e compde em torno de 50 a 90% do seu volume. Além de
polissacarideos, o biofilme é constituido por proteinas, fosfolipideos e acidos nucleicos
(OLIVEIRA et al., 2010; GELLATLY et al., 2013).

Dentro do biofilme, existe um sistema de comunicacdo proprio, altamente
complexo, chamado de quorum sensing, que coordena varios processos celulares, desde
a monitorizacdo da densidade populacional e regulacdo da motilidade, bioluminescéncia,
formacdo de esporos, producdo de toxinas e expressdo de genes de viruléncia e
sobrevivéncia (OLIVEIRA et al., 2010; SOLA et al., 2012).

A formacdo do biofilme (Figura 6) inicia-se com a adsorcdo a superficie sélida
em meio liquido, para em seguida ocorrer a adesdo. Fatores ambientais determinantes
para a aderéncia incluem o pH, concentracdo de biodisponibilidade de nutrientes nesse
meio, presenca de compostos organicos e inorganicos e temperatura. Fatores de aderéncia
da propria celula, como secrecdo de moléculas autoindutores pelo quérum sensing e
estruturas como flagelo, fimbrias, pili, proteinas adesinas e capsula sdo importantes na
fixacdo da célula a superficie (OLIVEIRA et al., 2009; ROILIDES et al., 2015).

A adesdo ocorre em dois estagios: adesao reversivel, envolvendo forcas de atracédo
Van der Walls, e adesao irreversivel. A estrutura das células de adesdo (pili, flagelo e

proteinas adesinas), juntamente com a secrecdo de substancias poliméricas extracelulares,
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aumenta a forca de ligacdo entre a superficie e a célula e o processo de adesdo se torna
irreversivel (OLIVEIRA et al., 2009).

Uma vez fixadas, ocorre a etapa de multiplicacdo das células do biofilme,
formando microcoldnias envoltas pela matriz de polimeros extracelulares. A maturidade
do biofilme inicia-se pelo aumento populacional, com a matriz extracelular formando
uma camada espessa (OLIVEIRA et al., 2009).

O ambiente dentro do biofilme torna-se cada vez mais anaerobio e com acimulo
de gases e 4cidos. Para isso, dentro do biofilme é formado canais que permitem o fluxo
de liquido e gases, bem como o transporte de nutrientes e uma via de descarte. Apds o
biofilme atingir a sua total maturidade, a camada microbiana mais externa inicia a

producéo de células bacterianas planctonicas (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 6: Processo de formagéo o biofilme.
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(FONTE: XAVIER et al., 2002)

O biofilme é considerado um dos fatores de viruléncia bacteriano, relacionado a
adesdo da bactéria no sitio alvo, bem como é considerado um importante mecanismo de
resisténcia. A matriz polimérica presente confere uma protecao a comunidade microbiana
contra diversos estressores externos, como condi¢cdes ambientais adversas, sistema

imunoldgico do hospedeiro e drogas antimicrobianas (PYE, 2018).
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Na otite externa, a formacao do biofilme se encaixa entre os fatores perpetuantes
porque a sua presenca no quadro inflamatorio leva a persisténcia da infec¢do, mesmo apos
o tratamento (BAJWA, 2019).

Dentre espécies envolvidas na sua etiologia, é sabido da capacidade da formacéo
de biofilme para as espécies do género Staphylococcus anteriormente citadas, P.
aeruginosa, P. mirabilis, E. coli e Klebsiella spp, ja que faz parte do mecanismo de
resisténcia dessas bactérias. Porém, a presenca do biofilme no quadro da otite externa é
citada em estudos de Pye (2019), Baiwa (2019), Lee (2019) e Naziri e Mailesi (2022),
principalmente para as espécies Pseudomonas aeruginosa, Staphlococcus
pseudointermedius e S. scheiferi.

A relagéo entre a formacdo de biofilme com resisténcia antimicrobiana foi
estudada em Naziri e Majlesi (2022), no qual foi observado que os isolados de S.
pseudointermedius com resisténcia a meticilina apresentaram formacdo de biofilme

moderado, ja as cepas resistentes a oxacilina formaram biofilme fraco.

N&o h& descrito que a multirresisténcia microbiana tem uma relagdo direta na
formacdo de biofilme, porém, cepas resistentes sdo capazes de vencer a agdo
antimicrobiana em um determinado sitio, permitindo a adesdo das bactérias na superficie
desse ambiente (TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).

2.6. Reposicionamento de drogas convencionais no tratamento de otite

Como os riscos a saude humana e animal, em frente a resisténcia antimicrobiana,
esta em debate atualmente, terapias alternativas estdo sendo estudadas com o objetivo de
auxiliar no tratamento convencional tépico. Novas drogas estdo sendo testadas em
associacOes para diminuir a concentragdo de antibidticos ou utilizar farmacos de espectro
de acdo mais restrito (CHAN et al. 2019; MAY, et al. 2019).

Nesse contexto, estd em estudo crescente compostos ndo-antibioticos substitutos
ou adjuvantes ao tratamento topico antimicrobiano. Um estudo realizado por May e
colaboradores (2019), buscaram observar a agdo da N-acetilcisteina em associagdo com

as drogas gentamicina e enrofloxacina. Enquanto em Chan e colaboradores (2019),



40

observaram uma promissora a¢do do ionoforo narasina, com aditivos a base de EDTA,

contra as ATCCs de P. aeruginosa e S. aureus.

Estudos com 6leos essenciais mostraram resultados promissores contra bactérias
frequentemente relacionadas na otite canina. Costa et al. (2022) observaram atividade
antimicrobiana do o6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) contra cepas
multirresistentes de P. aeruginosa isoladas de cdes com otite, enquanto Albuquerque e
colaboradores (2021) descreveram a reducdo no biofilme em formacdo e reducdo de
biomassa de estafilococos isolado na orelha canina utilizando o Oleo essencial de

caneleira-verdadeira (Cinnamomum zeylanicum).

Alternativas ndo medicamentosas também vem sendo estudadas, incluindo terapia
fotodindmica com porfirina catidnicas, com bons resultados para Gram negativas
(SEEGER et al., 2020).

2.7. Levamisol

O levamisol, droga sintética pertencente ao grupo dos imidazotiazéis. Sua férmula
quimica é C11h12n2S, com nomenclatura, segundo a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (UIPAC) ¢ (6S)-6-phenyl-2,3,5,6-tetrahydroimidazo[2,1-b][1,3]thiazole
(BRUNT, 2017).

O composto tem propriedades anti-helminticas, descobertas na década de 60. A
sua acdo vermicida ocorre pela ativacdo seletiva de receptores de canais idnicos
colinérgicos e despolarizacdo da membrana das células musculares, resultando em uma
contracdo inicial da musculatura do verme, seguida de paralisia neuromuscular. Tem bom

efeito contra nematoides gastrintestinais (MARTIN et al., 2012).

Na psicultura, o levamisol tem sido utilizado como suplemento na alimentacao de
peixes, com acgdo anti-helmintica, imunomoduladora e de modulagdo de resposta ao
estresse de manejo (PAHOR FILHO, 2015).

Na medicina humana, é bastante utilizada pelo seu efeito imunomodulador e
possui efeitos positivos na modulacdo do estresse, por diminuir os niveis de
glicocorticoides plasmaticos e efeito eliminador de radicais livres. No sistema
imunologico de mamiferos, causa aumento na producéo de linfécitos T e em macrofagos.

Na rotina clinica dermatolégica humana, ha relatos da sua utilizagdo no tratamento de
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piodermites crénicas recorrentes, dermatofitoses e infecgdes por Trichophyton, em

terapias combinadas com outros imunomoduladores (SHEINFELD et al., 2004).

A sua capacidade imunomoduladora em cdes foi citada no adjuvante no
tratamento de doencgas sisttmicas como erliquiose em caso de tumor venéreo

transmissivel, descrito por Stival et al. (2021) e Canal et al. (2005), respectivamente.

Em quadros infecciosos graves em animais, o levamisol foi testado em 2020, por
Silvia e colaboradores, em ratos com sepse intra-abdominal. Em comparagéo aos grupos
controle e com lavagem peritoneal com salina a 0,9 % como tratamento, o levamisol pela
via intraperitoneal obteve melhor resultado na resposta clinica dos animais, menor
crescimento de col6nias bacterianas de Escherichia.coli e dosagens menores de citocinas
pro-inflamatorias. Por mais que a autora relaciona esse feito do levamisol a sua
capacidade imunomoduladora, a possibilidade de acdo antimicrobiana da droga poderia

ser avaliada.

Porém, estudos sobre a a¢do antimicrobiana do levamisol ainda séo escassos. Em
2015, Brilhante e colaboradores realizaram estudos do levamisol em fungos e observou
inibicdo in vitro de espécies de Histoplasma capsulatum e Coccidioides posadasii.
Seleem e colaboradores (2020) utilizaram o levamisol contra espécies de Acinetobacter
baumannii, para observacdo da sua acdo nos fatores de viruléncia, obtendo reducdo

utilizando sub-doses do farmaco.

Finalmente, dentro da aquicultura, Hang e colaboradores (2014) observaram
eficacia na utilizacdo do levamisol contra bactérias da espécie Edwardsiella ictaluri em
bagres, frente a utilizacdo de antibidticos.

Apesar desses trabalhos reforcarem a possibilidade de atividade antimicrobiana,

ainda é necessario mais estudo para entender a sua acao sobre 0s micro-organismos.



3.

HIPOTESES

- O levamisol tem acdo antimicrobiana contra cepas bacterianas planctonicas.

- O levamisol é capaz de impedir a formacdao de biofilme.

- O levamisol tem capacidade de reducdo da biomassa em biofilmes maduros.

42
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4. OBJETIVO GERAL/OBJETIVOS ESPECIFICOS
O presente trabalho tem como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana e
antibiofilme de isolados bacterianos de cdes com otite externa.

4.1. Objetivos especificos:

- Estudar a a¢do do levamisol em bactérias na forma plancténica.
- Observar a agao do levamisol em biofilme em formagéo.
- Observar a acdo do levamisol em biofilme maduro.

- Avaliar a citotoxicidade do levamisol.



44

5. METOLODOGIA
5.1.1solados bacterianos

Para a realizacdo do presente trabalho, foram incluidos 49 isolados bacterianos,
entre Gram positivos e Gram negativos, escolhidos com base na capacidade de formar
biofilmes e nas caracteristicas de sensibilidade antimicrobiana, a saber: Staphylococcus
intermedius (n=11), Staphylococcus schleiferi (n=3), Staphylococcus hominis (n=2),
Staphylococcus epidermitis (n=1), Staphylococcus aureus (n=1), Staphylococcus capitis
(n=1), Staphylococcus cohnii (n=1), Staphylococcus auricularis (n=1), Enterococcus
faecalis (n=3), Proteus mirabilis (n=12), Pseudomonas aeruginosa (n=11) e Escherichia
coli (n=3) (Tabela 1). Essas bactérias pertencem a colecdo do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM) da Universidade Federal do Cearda (UFC), Brasil, e
foram previamente isoladas de cdes com quadro de otite externa, segundo projeto
aprovado pela CEUA (n°4367300919).

Brevemente, os isolados foram obtidos de swabs auriculares, cultivados em agar
sangue de cavalo 5% e agar MacConkey, conforme descrito por Procop et al. (2018),
incubados a 35 ° C, por 24-48 h. Em seguida, a bactérias isoladas foram identificadas e
avaliadas quanto a sensibilidade antimicrobiana utilizando o equipamento Walkaway®
(Beckman Coulter) (MACGREGOR et al. 1995). Os dados de sensibilidade foram
interpretados de acordo com o M100-S32 (CLSI, 2022). Os isolados utilizados estdo
descritos na Tabela 1, contendo o perfil de sensibilidade e a capacidade de formar

biofilmes.

O estudo da capacidade de formacdo de biofilme dos isolados bacterianos foi
iniciado a partir do crescimento das culturas em placas de BHI agar, incubadas a 37 °C,
por 24 horas. O processo de inducdo do biofilme foi iniciado, conforme descrito por
Rocha et. al. (2022), em placas de 96 pocos de fundo chato, contendo caldo BHI com
glicose a 1% para as bactérias Gram negativas ou caldo tripticase de soja (TSB) com
glicose a 1% para as Gram positivas. O indculo bacteriano utilizado foi na concentragéo
final de 0,5x108 UFC/mI, sendo adicionados 25 pL de in6culo para 175uL de meio em
cada pogo da placa, para em seguida, serem incubadas a 37°C, por 48 horas. Pocos livres
de indculo bacterianos foram inclusos, como controle de esterilidade, e pogos com a
presenca do meio e do indculo, como controle de crescimento e as cepas de referéncia
Staphylococcus aureus ATCC® 29213 e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853

também foram incluidas como controle. Apds esse periodo, a formacdo do biofilme foi
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observada pela quantificacdo de biomassa, pela técnica de coloracdo com cristal violeta,
no qual os pogos foram lavados com PBS estéril, fixados com metanol, corados com
cristal violeta e descorados com &cido acetico (BANDEIRA et. al, 2013). A retencéo do
cristal violeta pelo biofilme aderido nos pocos foi mensurada por espectrofotdmetro leitor
de microplacas por absorbancia ELx800® (BioteK, EUA), em um comprimento de onda
definido de 490 nm (OD490). Foram consideradas formadoras de biofilmes as bactérias
cujos resultados de OD490 foram maiores que o ponto de corte de densidade Optica
(ODc), definido como a média de OD490 dos pocos controle de esterilidade, acrescida de
trés desvios padrdo da média. Assim, as bactérias testadas foram classificadas como nao-
(OD490<0Dc), fracas (ODc<0OD490<2x0Dc),
(2xODc<0D490<4x0ODc) e (OD490>4x0ODc) produtoras de
(STEPANOVIC et al., 2000).

formadoras moderadas

fortes biofilme

Tabela 1: Cepas bacterianas isoladas da orelha externa de cdes com otite utilizadas no presente estudo,
classificadas de acordo com o nimero de drogas as quais sao resistentes, a presenca de multirresisténcia e
formacao de biofilme.

Espécies (n)

Resisténcia®

Multirresisténcia®

Drogas

Formac&o de biofilme

Staphylococcus

intermedius (5)

10-13

Sim

Oxacillin*
Clindamicina
Ciprofloxacina
Eritromicina
Gentamicina
Levofloxacina
Sulfametoxazol-
trimetoprim

Tetraciclina

Moderada

Staphylococcus

intermedius (3)

Sim

Clindamicina
Ciprofloxacina
Eritromicina
Gentamicina
Levofloxacina
Sulfametoxazol-
trimetoprim

Tetraciclina

Forte/Moderada

Staphylococcus

intermedius (3)

1-2

Ampicilina

Clindamicina

Forte/Moderada




Sulfametoxazol-

trimetoprim
Staphylococcus | 7 Né&o Oxacillin* Moderada
schleiferi (1) Clindamicina
Staphylococcus | 0-1 Né&o Clindamicina Forte/
schleiferi (2) Moderada
Staphylococcus | 1 Né&o Clindamicina Forte
hominis (1)
Staphylococcus | 6 Sim Clindamicina Moderada
hominis (1) Sulfametoxazol-

trimetoprim

Teicoplanina

Vancomicina
Staphylococcus | 5 Sim Clindamicina Moderada
aureus Ciprofloxacina

Levofloxacina

Sulfametoxazol-

trimetoprim

Tetraciclina
Staphylococcus 1 Néo Clindamicina Forte
capitis
Staphylococcus 1 Né&o Clindamicina Forte
cohnii
Staphylococcus | 6 Sim Clindamicina Fraca
auricularis Levofloxacina

Sulfametoxazol-

trimetoprim

Vancomicina
Enterococcus 2 Né&o Tetraciclina Forte/
faecalis (2) Moderada
Enterococcus 4 Sim Eritromicina Forte
faecalis Estreptomicina

Tetraciclina
Proteus mirabilis | 0 Né&o - Fraco/
(6) Moderada/Forte
Proteus mirabilis | 8 Né&o Ampicilina Moderada

Amoxicilina-

clavulanato

Cefepima

Ertapenem
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Meropenem
Piperacilina-
tazobactam

Piperacilina

Proteus mirabilis

)

Sim

Ampicilina
Fosfomicina
Piperacilina
Sulfametoxazol-

trimetoprim

Moderada

Proteus mirabilis

3)

Ampicilina
Fosfomicina
Piperacilina
Sulfametoxazol-

trimetoprim

Moderado/forte

Pseudomonas

aeruginosa (6)

Fraca/
Moderada/Forte

Pseudomonas

aeruginosa (5)

1-2

Gentamicina
Imipenem

Levofloxacina

Moderada/Forte

Escherichia coli

Fraca

Escherichia coli

Sim

Ampicilina
Amoxicilina-
clavulanato
Aztreonam
Ceftazidima
Ciprofloxacina
Cefuroxima
Piperacilina
Sulfametoxazol-

trimetoprim

Fraca
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2 indica 0 nimero de drogas a qual as cepas sdo resistentes. ® indica resisténcia a mais de 4 grupos de

antimicrobianos * Oxacillin-resistance indicates resistance to most R-lactams.

5.2.Determinacéo da concentragédo inibitoria minima (CIM) do levamisol

A sensibilidade dos isolado ao levamisol foi avaliada por meio da microdiluicdo
em caldo Mueller-Hinton, utilizando placas de 96 poc¢os de fundo em U, com indculos
bacterianos com concentragdo final de 0,5x108 UFC/ml. O levamisol foi testado em 10

concentracgdes crescentes, no intervalo de 0,036-18,75 mg/mL, baseado na concentragdo
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da droga na sua forma pura (75 mg/ml). Pocos livres de inoculo bacteriano foram inclusos
como controle de esterilidade e pogos com a presenca somente do meio e in6culo foram
utilizados como controle de crescimento (CLSI M100-S32, 2022).

Cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213 e P. aeruginosa e ATCC® 27853
foram incluidas como controle dos testes. Todas as placas foram incubadas em
temperatura de 37 °C, por 24 horas para, em seguida, ser realizada leitura de forma visual,
de acordo com os protocolos do CLSI, para determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM), definida como a menor concentracdo de levamisol capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano (SELEEM et al., 2020).

5.3.Efeito do levamisol sobre biofilmes em formacéao

Foi avaliado o efeito do levamisol sobre a formacao de biofilme a longo prazo, até
o periodo de 120 horas (5 dias), para observar se a acdo da droga evita a adesao dos micro-
organismos a superficie, com intuito de averiguar o potencial do levamisol como uma
estratégia preventiva para formacao de biofilmes por isolados clinicos bacterianos de otite
externa canina. Nessa etapa foram selecionadas trés cepas das espécies S. intermedius, S.

schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa.

As culturas foram crescidas em placas de BHI &gar, incubadas a 37 °C, por 24
horas. A formacdo de biofilmes foi realizada em placas de 96 pocos de fundo chato,
contendo meio caldo BHI com glicose a 1% para as bactérias Gram negativas ou caldo
tripticase de soja (TSB) com glicose a 1% para as Gram positivas. Para avaliar o efeito
do levamisol, a droga foi adicionada ao meio de cultura, no momento da formacéo do
biofilme, com as concentracOes referentes a CIM, CIM/2 e CIM/8, com base nas CIMs

obtidas contra cada cepa.

A quantidade de 175 pL de solucdo composta por meio e droga foi acrescentada
em cada pogo. O indculo bacteriano na concentracdo de 0,5x108 UFC/ml foi utilizado,
sendo adicionados 25 pL de in6culo em cada poco da placa. As placas foram incubadas
a 37 °C, por até 120 h, sendo realizadas leituras com 48, 72, 96 e 120 horas. O meio de
cultura foi trocado com 48, 72 e 96 horas, sendo adicionado somente meio de cultura aos
pocgos controle de crescimento e meio de cultura com as respectivas concentracGes de

levamisol aos pocos teste.
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A cada momento de leitura, a biomassa do referido intervalo de tempo foi
quantificada pela técnica de coloracdo com cristal violeta e a mensuracao realizada por
espectrofotometria, com comprimento de onda definido de 490 nm (OD490) (SIDRIM et
al., 2020). Pocos livres de indculo bacterianos foram inclusos, como controle de
esterilidade e pogos com presenca de meio e indculo foram utilizados como controle de
crescimento. Cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213 e P. aeruginosa ATCC®
27853 foram incluidas como controle para a formacdo de biofilmes. Os testes foram
realizados em triplicata para cada cepa. Os resultados foram comparados entre a biomassa

do biofilme na presenca de levamisol e aquela do controle de crescimento.

5.4.Sensibilidade do biofilme maduro ao levamisol

A acdo do levamisol sobre o biofilme maduro foi avaliada. Para tanto, a formacéo
de biofilmes foi induzida, utilizando caldo BHI com glicose a 1% para as Gram negativas
e TBS com glicose a 1% para as Gram positivas e in6culos bacterianos na concentragéo
0,5x108 UFC/ml, em placas de 96 pocos de fundo chato. As placas foram incubadas a 37
°C por 48 horas. Em seguida, o conteudo das placas foi retirado e realizada a lavagem dos

pocos com PBS esteril.

Apos esse processo, 200 pL de meio de cultura contendo 10 concentracdes
crescentes de levamisol (0,036-18,75 mg/ml) foram adicionados aos pogos e as placas
novamente incubadas a 37 °C por 24 horas. Poc¢os livres de micro-organismos e pogos
livres de droga foram incluidos no estudo como controle de esterilidade e controle de
crescimento, respectivamente. Cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213 e P.

aeruginosa ATCC® 27853 foram incluidas como controle para a formacéao de biofilmes.

Apos o periodo de incubacdo, foi avaliada a atividade metabdlica, utilizando
resazurina (100 pg/mL), para a obtencdo da concentracdo inibitéria minima contra
biofilme (CIMB) e concentracdo eliminatdria minima contra biofilme (CEMB). A CIMB
e a CEMB sdo as concentracdes minimas obtidas de determinado composto capazes de
diminuir (caracterizado pela cor violeta) ou interromper (coloracdo azul) a atividade
metabolica do biofilme. Foram adicionados 20 puL em cada poco das placas, seguido de
40 minutos de incubacéo. A leitura foi realizada de forma visual para observacdo da

mudanga de cor da resazurina.
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Em seguida, foi realizada a lavagem dos pocos, fixacdo com metanol, coloragdo com
cristal violeta e descoloragdo com &cido acético (BANDEIRA et. al, 2013), para ser
realizada a mensuracdo da biomassa por absorbancia por espectofotometria, com
comprimento de onda de 490 nm para avaliar o efeito do levamisol sobre a biomassa dos
biofilmes maduros (SIDRIM et al.,2020). Os resultados foram comparados entre 0s po¢os
contendo biofilmes expostos a diferentes concentragdes de levamisol e aqueles néo
expostos a droga (controle de crescimento).

5.5.Ensaio de citotoxicidade de MRK5

As linhagens celulares MRKS5, oriundas de fibroblastos humanos normais, foram
semeadas em placas de 96 pogos na densidade de 1x10° células/ml, mantidas na estufa
com atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, as células foram tratadas com uma curva
concentracdo-resposta (0,58-18,75 mg/ml) para determinar a concentracao inibitoria em
50% de atividade (ICso) do levamisol. Ao final do tratamento, foi adicionada a solucao
de Alamar Blue® (Fisher Scientifics), na concentracdo 1:20 em meio de cultura RMPI
sem SBF, e a placa incubada na estufa de cultivo por 3h. Assim, as placas foram lidas por
fluorescéncia, usando comprimentos de ondas de 465 nm para excitacdo e 540 nm para

emissao.

5.6.Analise estatistica

Os resultados encontrados foram submetidos a testes de normalidade. Quando os
dados se apresentaram afastados da distribuicdo gaussiana foi utilizada a analise ndo
paramétrica dos dados. Para a comparacao entre a CIM e a CEMB, foi utilizado o Teste
de Mann-Whitney. Na avaliacdo dos biofilmes, foram realizados o teste t ndo pareado
para dados com distribuicdo normal ou o teste de Wilcoxon para dados assimétricos. As
hipdteses foram testadas com nivel de significancia de 5%. O software utilizado para a
analise estatistica foi o0 GraphPad Prism 9.0.



6. RESULTADOS

6.1.Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) do levamisol

As CIMs de levamisol contra os isolados testados variaram de 0,58-2,34 mg/mL.
As CIMs contra as espécies Gram negativas variaram de 1,17 a 2,34 mg/mL, enquanto
contra algumas Gram positivas (39,13%), as CIMs atingiram o valor minimo de 0,58
mg/mL. Entretanto, as CIMs de levamisol contra as trés cepas de E. faecalis foram de
2,34 mg/mL, observando assim, que a CIMs para Gram negativas foram maiores que as
Gram positivas (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdo inibitoria minima (CIM), concentragdo inibitéria e eliminatdria minima contra

biofilme (CIMB e CEMB) dos isolados bacterianos de otite externa canina.

Espécie (n) CIM (mg/mL) CIMB (mg/mL) CEMB (mg/mL)
1,17 (5) 2,34 (3) 4,68 (1)
) . 0,58 (6) 4,68 (2) 9,37 (1)
Staphylococcus intermedius (11)
9,37 (1) 18,75 (2)
18,75 (5) >18,75 (7)
o 1,17 (3) 2,34 (2) 4,68 (2)
Staphylococcus schleiferi (3)
4,68 (1) 9,37 (1)
o 1,17 (2) 2,34 (1) 4,68 (1)
Staphylococcus hominis (2)
18,75 (1) >18,75 (1)
Staphylococus aureus (1) 0,58 2,34 >18,75
Staphylococus capitis (1) 0,58 9,37 18,75
Staphylococus cohnii (1) 1,17 9,37 18,75
Staphylococus auricularis (1) 0,58 18,75 >18,75
) 2,34 (3) 4,68 (1) 18,75 (2)
Enterococcus faecalis (3)
9,37 (2) >18,75 (1)
1,17 (3) 2,34 (1) 4,68 (1)
o 2,34 (9) 4,68 (2) 9,37 (1)
Proteus mirabilis (12)
9,37 (8) 18,75 (6)
18,75 (1) >18,75 (4)
1,17 (2) 4,68 (4) >18,75 (11)
Pseudomonas aeruginosa (11) 2,34 (9) 9,37 (4)
18,75 (3)
1,17 (3) 4,68 (3) 9,37 (1)

Escherichia coli (3)

>18,75 (2)




6.2.Efeito sobre a formacao de biofilmes bacterianos

Considerando Gram positivas e Gram negativas, houve reducdo na formacéo de
biomassa na concentracdo de MIC (1,17 mg/ml), até o periodo de 120 horas para todos
os isolados estudados (P<0,05). O levamisol na concentragdo de MIC/2 (0,58 mg/mL)
conseguiu manter redugdo na biomassa até o periodo de 72 horas (Grafico 2). No tocante
as Gram positivas, o levamisol controlou a formacdo de biofilme na concentracdo de
MIC/2 (0,58 mg/ml), até 96 horas, por outro lado, somente a concentracdo referente a
MIC (1,17 mg/mL) controlou a formacéo de biomassa por bactérias Gram negativas, ao

longo do periodo avaliado (Graficos 3 e 4). A espécie S. schleiferi apresentou reducgéo de

biomassa por até 120, usando CIM/2 de levamisol (Gréfico 5).

Gréfico 2: Formagdo de biomassa nos isolados Gram positivos e Gram negativos apos a utilizacdo do
levamisol. Observada reducéao de biomassa pelo CIM, num periodo até 120 horas e CIM/2 por um periodo

até 72 horas.
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Gréfico 3: Formacdo de biomassa nos isolados Gram positivos apds a utilizacdo do levamisol. Observada

reducdo de biomassa com CIM, pelo periodo até 120 horas e CIM/2 por um periodo até 96 horas.
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Gréfico 4: Formacéo de biomassa nos isolados Gram negativos apoés a utilizagdo do levamisol. Observada

redugdo de biomassa utilizando o CIM, num periodo até 120 horas.
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Gréfico 5: Formacao de biomassa em S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa ap6s

levamisol. Em todas as espécies houve redugdo da biomassa por até 120 horas, usando CIM. A espécie S.

schleiferi apresentou reducéo de biomassa por até 120, usando CIM/2 de levamisol.

6.3.Atividade do levamisol contra biofilmes bacterianos maduros

As CIMBs contra as bactérias utilizadas no estudo variaram de 2,34 -

18,75

mg/ml, apresentando moda de 9,37 mg/ml (34,69%). Foram encontradas CEMBSs
variando de 4,68 — >18,75 mg/ml, apresentando moda de >18,75 mg/mL (57,14%)

(Tabela 2).

Observou-se que as CEMBs de levamisol foram significativamente (P<0.05)

maiores que as CIMs. Dentre as Gram positivas, as CEMBs foram até 64 vezes maiores

que as CIMs contra S. intermedius, S. aureus e S. auricularis. Em relacdo as bactérias

Gram negativas, os isolados de P. mirabilis e E. coli possuiram variagdes para 0 CEMB,

apresentando valores até 32 vezes maior comparados aos CIMs. Contra os isolados de
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P.aeruginosa, os valores de CEMB variaram de 16 a 32 vezes a mais em relacdo aos
CIMs (Tabela 2).

Considerando todas as espécies bacterianas avaliadas, observou-se reducgéo
significativa (P<0.05) da biomassa dos biofilmes maduros nas concentracGes de
levamisol de 1,17 a 18,75 mg/mL. Considerando somente as Gram positivas, o levamisol
reduziu (P<0.05) a biomassa dos biofilmes nas concentrac6es de 0,07 a 9,37 mg/mL. Por
outro lado, o levamisol somente reduziu (P<0.05) a biomassa de biofilmes maduros nas
duas maiores concentracdes avaliadas (9,37 e 18,75 mg/mL). O levamisol reduziu a
biomassa de biofilmes de P. aeruginosa nas concentragfes de 1,17 a 18,75 mg/mL,
enquanto induziu o aumento da biomassa de biofilmes de P. mirabilis nas concentragdes
0,03 a 4,68 mg/mL (Gréaficos 6 e 7).
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Gréfico 6: Biomassa dos espécimes Gram positivas e Gram negativas, apos a agao do levamisol ao biofilme

maduro. Observada reducdo de biomassa entre as concentra¢fes 1,17 a 18,75 mg/ml.
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Gréfico 7: Biomassa das espécies S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa apos a a¢do do
levamisol ao biofilme maduro. Observada reducdo de biomassa nas espécies S. intermedius, S. schleiferi, e
P. aeruginosa. Em P. mirabilis, houve reducdo de biomassa até a concentragdo de 9,375 mg/ml. Abaixo
dessa concentragdo, houve aumento de biomassa.

6.4. Viabilidade celular

Pela curva representada pelo grafico (Gréafico 8) pode-se encontrar o indice de
citotoxicidade (IC50%) do levamisol, que significa a concentragéo a partir de 1,2 mg/ml

do composto, induz 50% de lise ou morte celular.
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Gréfico 8: indice de citotoxicidade do levamisol.
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7. DISCUSSAO

A problematica da resisténcia antimicrobiana requer atencdo em todos os setores
da salde e a abordagem One Health para controlar sua disseminacdo. O aumento da
presenca de animais de companhia no ambiente domiciliar promove o estreitamento da

relagdo homem e animal.

A maior preocupacao € que micro-organismos resistentes oriundos de animais
possam ser transmitidos a seres humanos como patégenos ou como micro-organismos
comensais, contribuindo para a disseminacao de cepas resistentes, tornando-se, assim, um
problema de saude publica (CHAN et al., 2019).

Nesse contexto, animais de companhia podem se tornar disseminadores de
bactérias resistentes a antimicrobianos no ambiente domiciliar, incluindo cepas
multirresistentes (KWON et al., 2022). Levando esse contexto para a dermatologia,
doencas como piodermites e otite externa destacam-se por se tratar de doencas de alta
prevaléncia na rotina clinica e com o crescente isolamento de micro-organismos
multirresistentes (FARFAN et al, 2020).

Costa e colaboradores (2022) citam que na resisténcia microbiana, a espécie P.
aeruginosa, patégeno oportunista nos casos de otite externa e média, esta frequentemente
envolvido em casos de refratariedade ao tratamento, resultando na selecdo de cepas
multirresistentes e resistentes aos carbapenémicos. O que gera atencdo é que essa bactéria
é citada numa lista divulgada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2017, como

patégeno com prioridade critica na producdo de novos antimicrobianos.

Nessa lista, bactérias consideradas como prioridade alta na producdo de
antimicrobianos, também ja foram isoladas em quadros de otite externa, como
Enterococcus faecium resistente a vancomicina e Staphylococus resistentes a meticilina,
dentre elas, S. intermedius (MRSP) e S. schleiferi (MRSS) (SCHERER et al., 2014;
CHAN et al., 2019; FARFAN et al., 2020).

O aumento dos casos de resisténcia microbiana na otite ocorre devido a
dificuldades no tratamento e no estabelecimento da etiologia da doenca. Farfan et al.
(2020) citam o uso de produtos com propriedades antissépticas como limpadores
auriculares, causando disbiose, propiciando o estabelecimento de patdégenos. Ademais,

Bajwa et al (2019) também destacam que fatores perpetuantes relacionados a cronicidade
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da inflamacéo, como estenose do conduto externo e presenca de infeccdo na membrana
timpanica e ouvido médio, podem levar a falhas no tratamento topico, por dificuldade na
penetracdo do farmaco. Outro importante fator para a recorréncia de otite € a presenca de
cepas produtoras de biofilme, que mantém a infec¢do, mesmo apds o tratamento, com

énfase para os géneros Staphylococcus e Pseudomonas.

Porém, Fontoura e colaboradores (2014) relacionam as falhas do tratamento da
otite externa a acdo humana. Os autores citam como fatores negativos a variedade de
produtos tépicos antimicrobianos disponiveis no mercado, a facilidade de acesso a essas
drogas e o seu uso indiscriminado, por negligéncia quanto aos critérios de administracéo
e periodo de tratamento.

Falhas no diagndstico e no tratamento acarretam o aumento na presséo seletiva e
a colonizacdo de cepas resistentes (SHERER et al., 2014; COSTA et al., 2022). Portanto,
tem-se observado uma grande motivagdo para o estudo de novas aplicagdes para
compostos ndo-antibiodticos como substitutos ou adjuvantes do tratamento tdpico
antimicrobiano.

Nesse contexto, optou-se por avaliar o reposicionamento do levamisol como um
antimicrobiano contra bactérias associadas a otite canina, por se tratar de uma droga
aprovada para uso veterinario, com conhecida atividade imunomodulatéria na medicina
humana.

Poucos trabalhos sobre a sua ac¢do antimicrobiana foram publicados. Brilhante e
colaboradores demonstram o potencial antifungico contra Coccidioides posadasii e
Histoplasma capsulatum, enquanto Seleem e colaboradores (2020) utilizaram o levamisol
como uma das drogas para observar a acao antimicrobiana contra os fatores de viruléncia,
dentro eles a formacdo de biofilme, de Acinetobacter baumannii, usando cepas de P.
aeruginosa como controle positivo e Chromobacterium violaceum como controle
negativo.

No presente estudo, as CIMs de levamisol variaram de 0,58-2,34 mg/ml, com
intervalos de CIM para as Gram negativas maiores que para as Gram positivas (P<0,05).
Valores semelhantes foram observados por Seleem et al. (2020), que obtiveram CIMs
iguais a 0,512 e 2,048 mg/mL contra P. aeruginosa e A. baumannii, respectivamente.

As bactérias Gram negativas apresentam parede celular mais fina que as Gram
positivas, porém, com estrutura mais complexa (PROCOP et al., 2018), o que pode
reduzir a capacidade do levamisol de entrar na célula das bactérias Gram negativas. O
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levamisol possui acdo vermicida, pela ativacéo seletiva de receptores de canais i6nicos
colinérgicos, resultando em uma contragdo inicial da musculatura do verme, seguida de

paralisia neuromuscular (MARTIN et al., 2012).

No sistema imunolédgico de mamiferos, causa aumento na producao de linfécitos
T e em macrofagos (SHEINFELD et al., 2004). Em ratos, foi observado acdo na
modulacdo do estresse, por diminuir valores plasmaticos de cortisol e radicais livres
(STOGAUS & KING, 1995).

Considerando a importancia dos biofilmes microbianos na patogenia das otites,
investigou-se a atividade antibiofilme do levamisol. Dados semelhantes forma
observados por Seleem et al., 2020, que observaram que o levamisol a CIM/8 (0,256 e
0,064 mg/mL) reduziu a formagéo do biofilme em 74,6% para P. aeruginosa e em 33,8-
92,9% para A. baumannii.

Quanto ao biofilme maduro, no presente estudo, foram encontradas CEMBs de
levamisol variando de 4,68 — >18,75 mg/ml, sendo significativamente maiores que as
CIMs. Isso ocorre devido a bactérias em biofilme apresentarem maior resisténcia a

antimicrobianos e outros estressores quimicos que a forma plancténica.

Um dos mecanismos de resisténcia presente no biofilme é limitar a penetracdo de
substancias, conferida pela sua matriz celular polimérica (RABIN et al., 2015).
Entretanto, apesar da maior tolerancia ao levamisol, observou-se que essa droga reduziu
a biomassa dos biofilmes maduros a partir da concentracdo de 1,17 mg/mL, com 0s
biofilmes dos isolados Gram positivos apresentando melhor resposta ao levamisol. N&o
existem estudos a respeito da acao do levamisol no biofilme maduro.

Quanto aos dados de citotoxicidade, observou-se que a IC50% (1,2 mg/mL) é
semelhante a moda de CIM encontrada no estudo. Sabe-se que o levamisol tem uma
estreita margem terapéutica para uso sisttmico na dose de 150 mg/dia, nas vias oral,
subcutaneo e intramuscular em humanos (SHEINFELD et al., 2004) e em cées e gatos,

nas doses de 5-10 mg/kg e 4,4-40 mg/kg, respectivamente, via oral (PAPICH et al., 2012).

Porém, a proposta de uso dessa droga no contexto da otite canina € a aplicacdo
topica, via otoldgica e ndo foram encontrados relatos sobre o efeito sistémico do

levamisol, em decorréncia de seu uso topico.
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Assim, considerando que o levamisol controlou a formacdo de biofilmes
bacterianos em concentragdes variando de 0,58-1,17 mg/ml, mas para controlar biofilmes
maduros as concentracdes necessarias eram bem maiores, ultrapassando a 1C50%,
propbe-se 0 uso dessa droga como um agente preventivo para a formacéo de biofilmes

bacterianos ou adjuvante para o controle e tratamento de otites em cées.
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8. CONCLUSOES

O levamisol promoveu morte bacteriana na sua forma plancténica. O levamisol
também promoveu reducdo de biomassa para as bactérias Gram positivas e Gram
negativas no biofilme maduro. Em relacéo ao biofilme em formacéo, o levamisol reduziu
biomassa por mais tempo nas espécies Gram positivas, contudo, também, demonstrou

efeito de reducdo contra Gram negativas, apresentando um amplo espectro de acao.

Este presente estudo demonstrou a agdo antimicrobiana do levamisol contra cepas
patogénicas. A eficacia da droga dentro da microbiologia estimula a busca por maior
entendimento quanto a sua acdo combinada com outros antimicrobianos e contra outras
espécies patogénicas. Em relacdo a toxicidade, se faz necessario o seu estudo sobre
células animais, ou em células mais correspondentes ao sitio de acdo estudado, bem como

a sua eficacia in vivo.
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