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EFICACIA ANTIBACTERIANA IN VIVO DA SOLUCAO OTOLOGICA A BASE
DE Spondias mombin L. NO TRATAMENTO DE OTITE EXTERNA EM CAES

RESUMO

Estudos mostram que a Spondias mombin L. (SM) possui bioativos com potencial
antimicrobiano, os quais podem ser utilizados de forma alternativa na medicina veterinéria,
sendo uma op¢do em casos de infecgdes caninas com bactérias multiresistentes. Dessa forma,
objetivou-se com esse trabalho avaliar a eficacia antibacteriana in vivo da solucéo otoldgica a
base de folhas de SM no tratamento de otite externa em cées. Foram utilizados 20 animais,
independente de sexo, raca e idade, que apresentavam casuistica de otite, os quais foram
divididos em quatro grupos de 5 animais, submetidos a agdo da solugéo teste a base de SM (2%
- glicerinado e aplicado de 12/12h; 2% - glicerinado e aplicado de 24/24h; 20% aplicado de
12/12h) e controle positivo ciprofloxacina a 3,5%, avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds inicio do
tratamento. Em cada grupo foi colhida secregdo otologica com auxilio de suabes e feita
avaliacdo da quantidade bacteriana de acordo com a técnica de diluicdo em série (10t a 104),
semeada em &gar Plate Count, em duplicata. Os microrganismos isolados no inicio dos
tratamentos foram submetidos a analise morfotintorial e provas bioquimicos para conclusdo de
seu género/espécie e identificacdo da sua resisténcia aos antibidticos (antibiograma). Os sinais
clinicos (prurido, dor, hiperpigmentacédo, hiperqueratose, eritema, descamacéo e exsudato) do
conduto auditivo foram avaliados por meio de check list (0, 7, 14 e 21 dias) atribuindo escores
que variaram de 0 (auséncia de sintomatologia) a +5 (nivel critico de sintomatologia) para
determinagdo macroscopica da eficacia dos tratamentos. Foi feita a avaliacdo
da citotoxicidade daplanta com uso de fragmento da pele (9,0mm?3) canina, divididasem quatro
grupos e incubadas por 12h para cada grupo: a) Sem a presenca de extrato; b) Extrato de caja a
20%; c) Extrato de caja a 2%; d) solucéo de ciprofloxacina a 3,5%, analisando morfologia,
viabilidade e atividade metabdlica celular. A estatistica descritiva foi associada ao nimero e
percentual de espécies e resisténcia bacteriana. Quanto a quantificacdo de
bactéria, citotoxicidade e aos sinais clinicos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e sendo constatado significancia entre os tratamentos foi aplicado o teste de comparacgédo de
médias (Tukey a 5%) com o programa estatistico SISVAR 5.6. Para a citotoxicidade, os dados
foram expressos como média =+ erro padrdo de quatro repeticdes, usando o0
software GraphPad (Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, USA), os resultados
foram verificados para normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e homoscedasticidade pelo teste
de Levene. No teste in vitro (antibiograma), das 33 cepas bacterianas isoladas, 32 mostraram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano e 9 foram resistentes a trés ou mais diferentes
antimicrobianos. Quanto aos sinais clinicos, o0s escores referentes ao prurido,
dor, hiperpigmentacdo, descamacdo, eritema e exsudato no tratamento com a SM (2% -
glicerinado e a 20% aplicados de 12/12h) foram semelhantes ao controle positivo (p<0,05).
Concluindo que a solucdo otologica de SM a 2% com glicerina (12/12h) apresenta tendéncia
como fitoterapico alternativo para diminuicdo da contagem bacteriana e dos sinais clinicos em
otite de cées.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais, antimicrobiano, otite canina, contagem bacteriana,
citotoxicidade.



IN VIVO ANTIBACTERIAL EFFECTIVENESS OF Spondias mombin L. BASED
OTOLOGICAL SOLUTION IN THE TREATMENT OF EXTERNAL OTITIS IN DOGS

ABSTRACT

Studies show that Spondias mombin L. (SM) has bioactives with antimicrobial potential, which
can be used alternatively in veterinary medicine, being an option in cases of canine infections
with multiresistant bacteria. Thus, the aim of this study was to evaluate the in vivo antibacterial
efficacy of the otological solution based on SM leaves in the treatment of otitis externa in dogs.
Twenty animals were used, regardless of sex, race and age, which presented a series of otitis,
which were divided into four groups of 5 animals, submitted to the action of the test solution
based on SM (2% - glycerin and applied 12/ 12h; 2% - glycerin and applied 24/24h; 20% applied
12/12h) and positive control ciprofloxacin 3.5%, evaluated at 7, 14 and 21 days after the start
of treatment. In each group, ear secretion was collected with the aid of swabs and the bacterial
quantity was evaluated according to the serial dilution technique (10* to 104), seeded in Plate
Count agar, in duplicate. The microorganisms isolated at the beginning of the treatments were
submitted to morphotintorial analysis and biochemical tests to conclude their genus/species and
identification of their resistance to antibiotics (antibiogram). Clinical signs (itching, pain,
hyperpigmentation, hyperkeratosis, erythema, desquamation and exudate) of the auditory
meatus were assessed using a checklist (0, 7, 14 and 21 days) attributing scores ranging from 0
(absence of symptoms) to +5 (critical level of symptomatology) for macroscopic determination
of treatment efficacy. The evaluation of the plant's cytotoxicity was carried out using a canine
skin fragment (9.0mm3), divided into four groups and incubated for 12h for each group: a)
Without the presence of extract; b) 20% caja extract; ¢) 2% caja extract; d) 3.5% ciprofloxacin
solution, analyzing cell morphology, viability and metabolic activity. Descriptive statistics were
associated with the number and percentage of species and bacterial resistance. As for the
quantification of bacteria, cytotoxicity and clinical signs, they were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and when significance was found between treatments, the mean
comparison test (Tukey 5%) was applied with the statistical program SISVAR 5.6. For
cytotoxicity, data were expressed as mean + standard error of four replications, using the
GraphPad software (Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, USA), the results were
checked for normality by the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity by the Levene's test. In
the in vitro test (antibiogram), of the 33 bacterial strains isolated, 32 showed resistance to at
least one antimicrobial and 9 were resistant to three or more different antimicrobials. As for
clinical signs, the scores for itching, pain, hyperpigmentation, desquamation, erythema and
exudate in the treatment with MS (2% - glycerin and 20% applied at 12/12h) were similar to
the positive control (p<0, 05). Concluding that the 2% SM otologic solution with glycerin
(12/12h) has a tendency as an alternative herbal medicine to decrease bacterial counts and
clinical signs in dog otitis.

Key words: medicinal plants, antimicrobial, canine otitis, bacterial count, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A otite é caracterizada como um processo inflamatério e infeccioso do conduto auditivo
que acomete com grande frequéncia cées de todas as racas e idades, sendo uma das desordens
mais comuns do conduto auditivo de cdes na clinica veterinaria (TEIXEIRA et al., 2019). Os
animais podem apresentar sinais clinicos variados, porém, os mais observados séo hiperemia,
inflamacéo, prurido, exsudato e dor (PERRY et al., 2017). Esta enfermidade pode se originar
por diversos fatores como: excesso de umidade do conduto auditivo, ragcas com pré-disposicao,
atopia, tratamentos medicamentosos inadequados, traumas otolégicos, fatores anatémicos e
conformacionais do ouvido, dentre outros. Tais fatores sdo agravados perante a presenca de
microrganismos (bactérias) multirresistentes que dificultam e/ou impedem a resolugdo do
tratamento (SANTOS, GUIMARAES, 2020).

Tem-se aumentado em otites o0 indice da resisténcia de microrganismos aos
antimicrobianos usados no cotidiano da clinica médica veterinaria (BOURELY et al., 2019),
isto ocorre por que os plasmideos bacterianos de resisténcia antimicrobiana permitem que as
bactérias se desenvolvam rapidamente no ambiente e ainda transmitam genes que codificam
caracteristicas adaptativas as geracoes seguintes (ORLEK et al., 2017).

Outro fator esta associado a toxicidade dos agentes terapéuticos alopaticos sobre
organismos ambientais devido a concentragdes ecossistémicas elevadas e seus efeitos
combinados e sinérgicos (MEZZELANI, GORBI, REGOLI, 2018). Os descartes incorretos no
meio ambiente levam a contaminacdo de recursos hidricos e provocam o desenvolvimento de
diversas doencas nos organismos ambientais (Homem, animal, planta, microrganismo) através
da sua ingestdo em cadeia, que por sua vez acaba com microrganismos sensiveis, deixando
vivos apenas 0s mais resistentes (BALBINO, BALBINO, 2017).

De forma alarmante, pesquisas cientificas identificaram que a resisténcia antimicrobiana
na populacdo humana, principalmente em tutores de animais de companhia e até mesmo em
veterinarios, pode estar associada a microrganismos de origem canina. Sendo assim, um risco
a salde publica que exige o uso prudente de antimicrobianos para proteger os humanos como
buscar abordagens alternativas para tratar infec¢cbes em animais (CHAN et al., 2019).

Mesmo com o0 avanco da tecnologia e investimentos das indUstrias farmacéuticas em
elaborar medicamentos antibioticos cada vez mais potentes, cresce os indices de resisténcia
microbiana. O uso de bioativos das plantas com propriedade terapéutica vem aumentando no

Brasil, e segundo a Organizagdo Mundial de Saude, estas poderdo ser o melhor recurso para se
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obter uma variedade de drogas. Embora, seu uso ndo deva ser feito de forma empirica, mas
baseado em estudos quanto a eficacia e toxicidade (CHAN et al., 2019).

Dentre as plantas medicinais tem-se a Spondias mombin L. (caja), que vem recebendo
credibilidade da ciéncia devido seu amplo espectro funcional oriundo da cultura popular.

A Spondias mombin L. (SM) é uma planta medicinal de uso popular e na etnoveterinaria,
tida como uma matéria prima de potencial terapéutico gracas aos seus bioativos,
desempenhando atividade antibacteriana (quercetina, rutina e derivados do acido anarcadico),
antioxidante (compostos fendlicos, vitamina C e carotenoides), antiparasitaria (taninos e
flavonoides), antinflamatéria e antiviral (geranina e galiolgeranina), moluscicida (derivados do
acido salicilico), antifangica e hipocolesterolmiante (aglicona ou sapogenina), e leishmanicida
(galiotaninos) (SOUZA, DINIZ, 2018; FERNANDES et al., 2019).

Considerando o uso desta espécie com potencial antimicrobiano alternativo para uso na

medicina veterinaria, o presente estudo investigou a eficacia antibacteriana da solugéo
otoldgica a base de folhas de caja (Spondias mombin L.) no tratamento das otites externas em

caes.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. FITOTERAPIA

A Fitoterapia é a ciéncia que estuda o uso de plantas ou parte delas para tratamento de
enfermidades, dela podem ser elaborados medicamentos fitoterapicos das mais diversas
formulagdes para uso como chés, unguentos, solugdes, pastas, dentre outros (BOHNEBERGER
et al., 2019), sendo um recurso muito valioso e procurado pelo homem que encontrou na
natureza uma forma de melhorar a sua qualidade de vida. A evolugdo do conhecimento sobre
os fitoterdpicos e seus bioativos deram origem ao uso de novas substancias moleculares,
proveniente gracas a biossintese que é a maior responsavel pela formacdo, acumulo e
degradacéo destas diversas substancias organicas intracelulares que fazem parte dostecidos dos
organismos animal e vegetal (MARQUES et al., 2019).

Apesar da eficicia e baixo custo operacional, a fitoterapia ndo apresenta aplicacdo
uniforme em todo o pais, além de ainda ser um topico muitas vezes desconhecido pelos
profissionais de saude. As dificuldades surgem ja& no diferencial entre medicamentos
fitoterapicos e plantas medicinais, tais definicdes sdo confundidas tanto pela populacdo quanto
por profissionais de saude. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as
plantas medicinais sdo aquelas utilizadas pelas comunidades com finalidade terapéutica, com
sua eficacia sendo comprovada até os dias atuais através de estudos quimicos e farmacologicos.
Ja os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos pela extracdo de matérias primas bioativas, que
passam por um procedimento de industrializacdo e garantem eficacia baseada em evidéncias
clinicas (ESTEVES, 2020).

Segundo Giordani et al. (2016), as plantas medicinais sdo promissoras para O
desenvolvimento de farmacos. Nos Ultimos anos foram implementadas pelo governo politicas
e programas visando o treinamento da sociedade para cultivo, coleta, processamento,
armazenamento, manipulacdo e aplicacdo das plantas medicinais.

Desde o inicio da civilizacdo, 0 homem sempre buscou na natureza, alternativas para a
cura e/ou alivio das doencas, com o objetivo de melhorar sua qualidade de vida, e assim,
aumentar suas chances de sobrevivéncia (ALENCAR et al., 2019).

O registro dos primeiros fitoterapicos aconteceu na China em 2838-2698 a.C., descritos
pelo imperador Shen Nung, onde citou 365 plantas medicinais (CUNHA, 2021). Na Biblia,
descrito no Antigo e no Novo Testamento, ha muitas referéncias sobre plantas curativas ou seus
derivados (o0 benjoim e a mirra) (CUNHA, 2021). Na Grécia e Roma antigas, a alfazema era

uma das ervas utilizada nos banhos, e também no processo de mumificagdo no Egito. Desde
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muito tempo, o alho, por exemplo, exerce importante papel seja na culindria ou na medicina,
tendo sua origem provavelmente da Sicilia ou na Asia Ocidental, é utilizado ha mais de cinco
mil anos pelos &rabes, hindus e egipcios. Na Europa, ervas sdo usadas por varios séculos,
atualmente a maior parte delas esta patenteadae prescrita. China e Indiatambém possuem vasta
experiéncia no uso de plantas para tratamento terapéutico, embora a eficacia da maioria delas
ainda ndo tenha comprovacao farmacolégica, as plantas medicinais sdo parte importante na sua
cultura milenar de medicina. Nos Estados Unidos da América - EUA, as pessoas fazem muito
uso de terapias alternativas, com mais de um terco da populagdo americana como usuéria de
ervas para fins de saude. Na América Latina, estudos demonstram o uso de plantas medicinais
tanto em zonas rurais como até mesmo nas metropoles (BRANDAO et al., 2006).

De acordo com Coelho e Junior (2015), o surgimento no Brasil de uma medicina popular
com o uso dasplantas medicinais, deve-se aos indios, com contribui¢cdes dos negros e europeus,
no periodo em que era col6nia de Portugal. O Conhecimento tradicional na utilizagdo destas
plantas, segundo Niehues et al. (2011), destaca-se justamente pelo fato de mesmo com o
surgimento de novos conhecimentos ao longo das décadas, ainda existem pessoas de diversas

regides e culturas que fazem uso de plantas como principal forma para cura das enfermidades.
Isso demonstra que possuem um papel importante na abordagem terapéutica atual, porém,
muitas pessoas fazem uso de plantas que ndo apresentam ainda uma eficacia e seguranca
comprovadas, isso ocorre pelo excesso de confianca nos relatos dos seus antecessores,
conhecimento este, passado de geracdo para geracao sobre os beneficios alcangados com o uso
das plantas para o tratamento de varias doencas (GRIBNER, RATTMANN, GOMES, 2019).

Com o proposito de fortalecer a utilizagdo de plantas medicinais o Governo Nacional
Brasileiro instituiu, em 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF). O objetivo foi de garantir a populacdo brasileira o acesso a plantas medicinais e
drogas vegetais através de seu uso racional e seguro, favorecendo a sustentabilidade da
biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006a). Neste mesmo ano, foi aprovada a Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) que também integra a fitoterapia como
préatica complementar no dmbito do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2006b). No
entanto, surgem alguns desafios para os profissionais da salde para que ocorra a inser¢ao das
plantas medicinais no ambito sanitario (NIEHUES et al., 2011). O uso de fitoterapicos em
animais é uma pratica comum, mas ndo existe ainda uma politica publica associada a integracdo
com servigos veterinarios. Um servico para animais poderia ser utilizado através de um
programa similar como determina a portaria N° 886, de 20 de abril de 2010, que

instituiu Farméacia Viva no ambito do SUS, favorecendo o uso de fitoterapicos para humanos.
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Segundo Zeni et al. (2017), existe uma preferéncia crescente por produtos de origem
natural em vez de sintéticos, porque as pessoas pensam, correta ou incorretamente, que 0S
naturais causam menos efeitos colaterais e consequéncias indesejaveis. A producdo sustentavel
visa menores impactos a0 meio ambiente com a preservacdo dos recursos naturais para as
futuras geracdes, resultando com isso um desenvolvimento sustentavel. Para Sartori, Latronico
e Campos (2014), é crescente o interesse sobre a sustentabilidade, que objetiva estratégias para
uma producdo mais limpa, consumo sustentéavel, residuo zero, entre outros.

O resultado desse processo é que muitos povos conseguiram dominar o conhecimento do
uso de plantas e ervas medicinais, substituindo atualmente a alternativa alopatica que apresenta,
na maioria dos casos, um Unico principio ativo responsavel pelo seu efeito farmacoldgico,
totalmente diferente dos extratos vegetais que contem multicomponentes bioativos que, muitas
das vezes, atuam em alvos farmacologicos diferentes, promovendo assim melhora clinica de
varias sintomatologias simultaneamente, e deste modo até hoje, alguns povos ainda fazem uso
consciente de medicamentos fitoterapicos tradicionais relacionados com saberes e praticas que
foram adquiridas ao longo dos séculos (FERREIRA, PINTO, 2010), caracterizando a base para

a etnobotanica.
2.2. ETNOBOTANICA E ETNOVETERINARIA

A Etnoboténica € a area da ciéncia responsavel por estudar a interagdo entre 0 homem e
as plantas e 0 modo como essas plantas sao usadas como recursos (SOUZA et al., 2020). Sendo
assim, permite compreender as formas pelas quais as pessoas classificam, manipulam e utilizam
algumas espécies de plantas medicinais. As plantas medicinais sdo produtos influentes na
sociedade por constituirem parte da biodiversidade, muitas sdo utilizadas de diferentes maneiras
e por diversos povos. Mesmo com as sabedorias da medicina atual, o uso das plantas continua
sendo o0 método alternativo de cura, quer seja pelos custos dos medicamentos sintéticos ou da
facilidade de acesso da populacéo a elas (NUNES et al., 2020).

A relacdo das comunidades tradicionais com a natureza, especialmente com as préaticas
de manejo das plantas medicinais reconhecidas por elas, revela a importancia do
desenvolvimento sustentavel e conservacdo dos recursos vegetais. Essas populacdes tendem a
preservar 0S recursos naturais, conseguindo assim adotar o uso sustentavel, promover a
conservagao de seus costumes e perpetuar seus conhecimentos sobre os fitoterapicos. Todos
estes beneficios sdo gragas a posse e/ou aquisi¢do de diferentes espécies da flora, para uso em

ocasides de suas necessidades (NUNES et al., 2020).
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Os avancos cientificos na area de medicamentos alopéticos, no século passado,
promoveram o combate a algumas doengas que atingem a humanidade (doencas bacterianas,
parasitarias e virais). Entretanto, 80% da populacdo ainda busca medidas terapéuticas
alternativas por causa da dificuldade de acesso ao atendimento primério a saude, seja pela
distancia para obter os medicamentos alopaticos ou seu alto custo. Desta maneira, 0s
fitoterdpicos estdo entre 0s principais recursos terapéuticos que vém sendo utilizados ha muito
tempo pela sociedade para seus cuidados com a satide (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016).
O uso desses conhecimentos e praticas populares em prol da saude animal é conhecido
como etnoveterinaria, que é definida como sendo a ciéncia que envolve a opinido e o
conhecimento popular sobre as plantas medicinais, utilizadas para o tratamento ou prevencéo
de doengas dos animais (ANDRADE et al., 2019).

No Rio Grande do Norte, algumas comunidades agricolas de regides rurais, utilizam as
plantas medicinais como alternativa para o tratamento de enfermidades nos animais, muitas
delas fazem o uso destas plantas por que dispdem de poucos recursos financeiros para adquirir
medicamentos industrializados, aléem de serem faceis de obtencdo como possuirem efeitos
suaves, 0 que pode explicar a reducdo dos efeitos colaterais, tornando-se uma forma menos
agressiva de tratamento dos animais (TORRES et al., 2005). E para que a utilizacdo das plantas
medicinais no semiarido, visando a saude animal, sejam mais efetivas e valorizadas, é
necessario o desenvolvimento de pesquisas tanto sobre o bioma caatinga, a producéo e criacao
de animais, como também o tratamento das doencas que os acometem utilizando essas plantas
medicinais.

Souza (2015) em sua pesquisa sobre o uso de plantas no semiarido, na cidade de Mossoro-
RN, descreveu que o uso medicinal em animais foi de aproximadamente 38 espécies,
pertencentes a 23 familias botéanicas, informacgédo fornecida por 106 pessoas acima de 18 anos.
As familias de plantas com maiores indicacfes na pesquisa foram Fabaceae (7 spp.),
Euphorbiaceae (4 spp.) e Lamiaceae (3 spp.), tendo as espécies mais citadas: Heliotropium
indicum L. (Fedegoso), Ximenia americana L. (Ameixa- brava) e Aloe vera (Babosa), sendo as
cascas e as folhas como as partes mais usadas. Tais dados obtidos pelo pesquisador evidenciam
que produtores rurais tém acesso e conhecimento a uma ampla variedade de plantas medicinais
capazes de suprir diferentes enfermidades que acometem seus animais, como também mesmo
com 0s avancos tecnoldgicos atuais os individuos submetidos a pesquisa apresentaram interesse
na utilizacdo de plantas com a finalidade medicinal.

Batista et al. (2017) descreveu as seguintes atividades em animais utilizando fitoterapicos:

Batata de purga (Operculina hamiltonii) ideal no auxilio e combate das verminoses;
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Nim indiano (Azadirachta indica); Babosa (Aloe vera L.) considerada laxante, analgésico e
antibacteriano; Arnica (Lychnophora ericoides), indicado para fraturas, lesdes, dor nas
articulacGes e cicatrizacdo; Aroeira do sertdo (Myracrodruon urundeuva) utilizada na limpeza
de ferimentos e auxilio na cicatrizagdo; cagatinga (Croton argyrophylloides Muell. Arg.),
horteld middo (Mentha piperita L.) e mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) com acéo
antiparasitaria.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), aproximadamente 80% das
pessoas que residem nos paises em desenvolvimento estdo sujeitos das préaticas tradicionais de
prevencdo e tratamento de diversas doencas que afetam seus animais, ja& em paises menos
desenvolvidos, a proximidade desses individuos com a natureza e sua adequacdo aos produtos
disponiveis no ambiente promoveu o progresso de sistemas vastos e complexos de
conhecimento sobre as praticas etnoveterinarias (MESQUITA, PINTO, MOREIRA, 2017).

Mesmo com diversos relatos que os resultados do tratamento com fitoterapicos sé@o
favoraveis, ainda é necessario a realizagcdo de mais estudos clinicos, a fim de comprovar a sua
eficdcia terapéutica, toxicidade, frequéncia de uso e concentracdo adequada. Uma vez que
muitos fitoterapicos de uso em animais de companhia ainda nao apresentam informacdes sobre

suas diversas atividades organicas (SOUZA et al., 2020).

2.3. Spondias mombin L.

O género Spondias, da familia botanica Anacardiaceae, reune cerca de 18 espécies
distribuidas nos neotrépicos, Asia e Oceania, com espécies nativas do Brasil. Das espécies que
compde este género seis se desenvolvem no Nordeste, desde espécies frutiferas tropicais de
grande importancia econdmica até algumas de importancia medicinal. As principais espécies
do Nordeste brasileiro sdo: S. mombin L. (cajazeira), S. purpurea L. (sirigueleira), S. cytherea
Sonn. (cajaraneira), S. tuberosa Arr. Cam. (umbuzeiro) e Spondias spp. (umbu-caja
e umbuguela) (SANTOS et al., 2018).

A SM (Figura 1) pode ser encontrada na regido tropical da América, na Asia, no oeste
da india ou Africa, no Brasil, predomina nas regides Norte e Nordeste, principalmente
regibes de Mata Atlantica, Amazonia e Caatinga, no Nordeste do Brasil é popularmente
conhecida por caja, no Sudeste por cajazeira milda ou caja pequeno, no Sul por cajazeira ou
caja mirim e no Amazonas por taperebd, pertencente ao reino Plantae, sub-reino Viridiplantae,
classe ordem Sapindales, familia Anacardiaceae e género Spondias, a espécie SM é uma arvore
frutifera frondosa e perene, alta e que pode chegar a 30m de altura, suas folhas sdo caducas e

possui tronco de 60-75cm de largura, revestido com casca grossa € rugosa. A arvore possui
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folhas de 9-11cm de tamanho, 5 & 11 foliolos, flores pequenas, brancas e aparecem em cachos
na extremidade dos ramos, ja o fruto, uma drupa, amarelado com 2 - 4cm de comprimento e
1,5-2cm de largura, mesocarpo carnoso de sabor agridoce, seu endocarpo € branco, enrugado
de2 a5 loculos (ALVES, 2017).

Figura 1 — Cajazeira (Spondias mombin L.): A) Arvore, B) Folhas e C) Frutos.

Fonte: Arquivo pessoal.

Segundo Tropicos (2013), a planta pode apresentar agentes bioativos, tradicionalmente
utilizados por cunho popular e que fazem parte de um acervo de conhecimento passado de
geracdo a geracdo em diferentes regides do planeta (Tabela 1).

Tabela 1 — Uso popular das partes da planta Spondias mombin L. de acordo com regides.

PARTE DA PLANTA REGIAO/LOCAL USO/TRATAMENTO
Nigéria Antifangico e inseticida,
Senegal Anti-hemorragico
Cuba Anticancerigena
Casca indias Ocidentais, Guiana e Curtimento
Africa Oriental
Guiné-Bissau Curativo de feridas
Costa do Marfim Antihelmintico
Guiné-Bissau Log&o oftalmica
Nigéria Antitumoral
i Antihelmintico, tratamento da
Folha Costa do Marfim doenca de Pott
Senegal Cicatrizante, hemostatico
Congo Analgésica
Semente Filipinas Toxigénica
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Senegal Célica
Raiz Guiné-Bissau Antioxidante
Costa do Marfim Febrifugo
Fruto Africa Ocidental _ Diurético
Senegal Bebida Fermentada

Fonte: TROPICOS, 2013.

2.3.1. Caracteristica fitoquimica

Da Silva (2015) afirmaram que as folhas da S. mombin L. apresentam atividade
antibacteriana atribuida a presenca de taninos, saponinas e antraquinonas, tal atividade ocorre
pelo acido anacardico que possui a capacidade de inibir a B-lactamase. Segundo os autores a
planta ndo apresenta atividade antiflngica significativa, e sua atividade antiviral ¢é atribuida aos
dois elagiotaninos com esta propriedade isolados (geranina, o principal componente, e
galiolgeranina, um dideshidroelagiotanino), em suas pesquisas outros compostos secundarios
foram identificados, como é&cido 2-O-cafeicol-(+)-alohidroxicitrico e butil éster de
acido clorogénico, bem como o &cido elagico e quercetina. Em relacdo a atividade
antiparasitarias  apresentam resultados promissores. H& também evidéncia  de
atividade leishmanicida, devido a presenca de galiotaninos em sua composi¢cao quimica, e
devido a presenca de saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos e a quantificacdo dos minerais
(célcio, potassio, selénio, vitaminas A e C, ferro e cromo) desempenha atividade anti-
helmintica.

Os compostos tanicos presentes na planta realizam atividades bactericidas através
da ligacdo com ions metalicos; promovem atividade antioxidante e sequestradora de radicais
livres; tem habilidade de ligar com outras moléculas (proteinas e polissacarid eos), em feridas,
queimaduras e inflamac@es, auxiliam formando um biofilme protetor (tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre o epitélio lesionado, permitindo o processo de cicatrizacdo tecidual
ocorra naturalmente (SOUZA, DINIZ, 2018).

As saponinas da planta em solucdo aquosa promovem espuma, isto ocorre, pois, possui
em sua estrutura uma parte lipofilica (aglicona ou sapogenina) e uma parte hidrofilica
constituida por um ou mais acucares, tal formacdo é estavel a atividade de &cidos minerais
diluidos o que diferencia dos sabdes comuns, elas desorganizam a membrana celular
promovendo a “lise”. Outra caracteristica encontrada é a capacidade de agregar com esteroides

promovendo acao antifungica e hipocolesterolmiante (FERNANDES et al., 2019).
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Seus alcaloides podem ser definidos como compostos bioativos que contém em sua
estrutura molecular um nitrogénio e derivados de aminoacidos, tornando a planta toxica aos

microrganismos e repelente para insetos (BAUMANN et al., 2019).

2.3.2. Aplicagdes de Spondias mombin L. in vitro e in vivo

Os compostos presentes em SM apresentam algumas funcbes de interesse cientifico,
como descrito por Metibemu et al. (2020) que realizaram estudo demonstrando que
carotenoides (astaxantina, p-caroteno-15,150-epdxide, e 7,70,8,800-tetrahidro-p, p-caroteno)
isolados das folhas da planta sdo pro-apoptoticos, apresentando credibilidade as habilidades
destes carotenoides. B-caroteno-15,150-epoxida e 7,70,8,8-tetrahidro-p, [B-caroteno
(antagonistas XIAP) séo candidatos a medicamentos que podem resistir e propensos a ceélulas
cancerigenas a morte de células apoptéticas. Além de Siqueira (2015) que verificou a acéo anti-
herpética da planta, que foi avaliada e comprovada in vitro contra o virus herpes simples tipo-
1 através dos modelos virucidas, pos-infeccdo, adesdo e penetracdo do extrato, fracbes e
da geranina, além da identificacdo do mecanismo de acdo envolvido na acdo anti-herpética do
extrato e geranina através dos ensaios in vitro.

Além dessas aplicacdes, a SM tem sido alvo de varias pesquisas quanto a sua capacidade
antibacteriana, conforme verificado a seguir.

A SM tem uma acdo para inibicdo bacteriana, principalmente gram positivas como
descrito por Leonez et al. (2018) quando observaram a inibicdo de cepas de Staphylococcus
coagulase negativa. Ja Santos et al. (2020) observaram a acdo bacteriana de extratos da folha
da planta sobre o crescimento plancténico de S. aureus e E. faecalis, estimulando a pesquisa
para tratamento de infeccGes endodonticas persistentes através de produtos bioativos, esses
efeitos podemser gracas a acdo de flavonoides.

O efeito bioativo antimicrobiano dos flavonoides em bactérias deve-se a atribuicdo de
seus grupos fendlicos hidroxila terem ligacdo com as proteinas, atuando como inibidores de
enzimas bacterianas, interferindo em suas vias de sintese, inibindo a quebra do DNA em baixas
concentracdes, como também na formacao do biofilme (SANTOS, RODRIGUES, 2017).

Oguegbulu, Abo e Afieroho (2020) verificaram que o extrato de SM apresentou a
concentracdo inibitoria minima (MIC) de 10mg/ml e 5 mg/ml para Streptococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, respectivamente, mas ndo apresentou acdo para Escherichia coli e
Klebsiella pneumonie. Lima et al. (2021) observaram que extratos de SM em diferentes
concentragdes apresentaram atividade antimicrobiana superior ao digluconato de clorexidina

0,12% contra 0s microrganismos com essa atividade associada a caracterizacdo quimica desses
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extratos e durante a cinética bacteriana, os resultados foram melhores nas 04 horas inicias
quando observados por 24 horas.

Nanoparticulas de prata associadas ao extrato aquoso de SM potencializaram a eficacia
antibacteriana contra isolados clinicos das bactérias. As AgNPs sintetizadas verdes também
podem ser usadas para produzir novos agentes antibacterianos (ASOMIE et al., 2021).

Fernandes (2019) estudando SM em tetos de bovinos, observou a eficacia do extrato da
planta como potencial agente antibacteriano, alegando que o decocto das folhas apresentou um
bom potencial antisséptico alternativo comparado aos produtos convencionais utilizados no
po6s-dipping, identificando principios ativos através daandlise fitoquimica como fendis, taninos,
flavonois, flavonas, flavondnois, xantonas, esteroides, triterpenoides, saponinas e quinonas. A
avaliacdo de sinais patolégicos, que indicam a presenca de mastite nos animais submetidos ao
experimento, mostrou que ndo houve alteragGes clinicas nos animais submetidos ao tratamento
com iodo e decocto da planta, ja a agua e o &cido lactico ndo inibiram a presenca da mastite
clinica, sendo observada sintomatologia como hiperemia, edema, secrecg&o, calor e dor nos tetos
dos animais.

No trabalho de Freitas et al. (2020) avaliaram in vitro os parametros quimicos e
de citotoxicidade seletiva do extrato hidroalcoolico da casca (ECC) e fruto (ECF) da SM,
verificando também a atividade antimicrobiana dos mesmos sobre Candida spp.,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis. L. Os extratos
ndo demonstraram atividade antifingica, mas o ECC apresentou acdo bactericida na
concentracdo de 8mg/mL, concluindo que os extratos da casca do caja poderiam ser
considerados alternativa viavel como antibiotico devido a menor toxicidade comparada aos
farmacos disponiveis comercialmente.

Dantas et al. (2020) observaram que a planta SM, utilizada como antisséptico em feridas
cirargicas de felinos domesticos submetidos a ovariohisterectomia e orquiectomia, inibiu
bactérias gram positivas e negativas. J4 0 uso da mesma planta como antisséptico em caprinos
foi verificado por Medeiros et al. (2020), observando halos inibit6rios superiores a 20mm em
analise in vitro e uma supressao no numero de bactérias da glandula mamaria de matrizes

caprinas.

2.4. OTITE CANINA

A otite trata-se de um processo inflamatério e infeccioso do conduto auditivo que
acomete o0s animais, correspondendo a 20% das enfermidades otolégicas em cées atendidos na

clinica médica veterinaria (SANTOS et al., 2019). O sexo, idade e peso dos animais ndo sao
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fatores para a ocorréncia desta doenca, embora caso o canal auditivo dos animais possua
excesso de pelos, producdo excessiva de cerimen, o animal esteja em local de alta umidade ou
sejam idosos com doencas enddcrinas ou distdrbios imunomediados, isto sim determina a
predisposicdo a tal processo inflamatorio e infeccioso otologico (ZUR et al., 2011).

Sua etiologia é multifatorial e atinge a todos os animais de companhia, embora tenha
inicio quando a barreira de protecdo epitelial do conduto auditivo é danificada por fatores
primarios (que iniciam o processo inflamatorio), podendo ser elementos alérgenos e
ectoparasitos; secundarios, como microrganismos bacterianos e fungicos; além dos
predisponentes (aqueles que promovem o surgimento da doenca), a exemplo das alteracdes
anatbmicas da orelha dos animais ou o0 excesso de pélos; como também perpetuantes (0s que
dificultam o tratamento e agravam o quadro clinico do animal), como as alteracfes patoldgicas
(hiperplasia e estenose) e ainda os proprios fatores secundarios (PATERSON, 2016).

As otites podem ser classificadas como otite externa, otite média ou otite interna
(LUCAS et al., 2016). De acordo com as classificacGes da enfermidade, a otite externa (Figura
2) é considerada uma das problematicas otoldgicas mais comuns em cdes, principalmente pelas
caracteristicas anatdmicas da orelha canina que torna um desafio diagndstico e terapéutico para
o clinico veterinario. Neste caso, 0s principais sinais clinicos identificados sdo dor a palpacéo,
inflamacdo e aumento de exsudado ceruminolitico com odor caracteristico, como também

podem estar associados o prurido, a descamacéo e presenca de crostas (BLAKE et al., 2017).

Figura 2 — Céo com otite externa bacteriana em conduto auditivo: A) Auséncia de secrec¢éo;
B) Secrecéo seruminolitica; C) Secrecdo mucopurulenta.
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Fonte: Arquivo pesoal.

A dor do animal é resultado da estimulacdo de neurdnios nociceptores, que atraves da
estimulacdo sensorial dolorosa destes promovem a sensacdo atribuida pelo sistema nervoso
central (SNC) (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008). O processo inflamatério nesta

enfermidade surge através de eventos em cascata bioquimicos e celulares, compactuando o
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extravasamento de fluidos com ativacdo enzimética (catalase), migracdo celular (macrofagos e
leucécitos polimorfonucleares), liberacdo de mediadores (interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6), fator-o. de necrose tumoral (TNF-a), bradicinina, serotonina, acido araquiddnico,
adenosina, histamina, neuropeptidios e fator de crescimento do nervo (NGF)), sensibilizacdo e
ativacdo de receptores (selectinas e integrinas), a lise tecidual e os mecanismos de reparo
(colagenase, estromelisina) (CARVALHO, LEMONICA, 2020).

O processo inflamatério estimula o aumento da producéo de cerimen pelas glandulas
otoldgicas, elevando a umidade e pH auricular, que favorece a multiplicacdo de bactérias e
fungos causadores de infec¢Oes secundérias (BAJWA, 2019).

Quando a otite externa se prolonga sem tratamento os sinais clinicos evoluem e levam a
alteracdes significativas como hiperplasia epitelial, hiperqueratose, hiperplasia das glandulas
sebaceas e ceruminosas, prurido, otalgia e inclinacdo da cabega, caracterizando o
desenvolvimento da otite media que tende a agravar-se ainda mais com uma estenose total do
canal auditivo externo, podendo ou n&o estar presente os sinais neurolégicos (RADLINSKY,
MASON, 2011).

Estas alteracbes podem ser reversiveis se a causa base for eliminada, mas em caso de
cronicidade da otite média, o animal pode desenvolver fibrose e calcificacdo da cartilagem
timpanica, sendo esta Gltima uma alteracdo patoldgica irreversivel fisiologicamente,
necessitando entdo a abordagem cirdrgica (SILVA et al., 2016).

A presenca de corpos estranhos, neoplasias, pélipos, traumas, e até mesmo a cronicidade
da otite média, levam ao desenvolvimento da otite interna, afetando as estruturas anatémicas
auriculares (coclea, vestibulo e canais semicirculares) que promovem quadros clinicos
associados a surdez e sinais neuroldgicos (COLE, 2015).

O diagnostico desta enfermidade é realizado através de uma série de procedimentos,
inicialmente é feita uma boa contencdo do animal, para 0s casos em que o0s canais auditivos
estiverem sensiveis ou doloridos € necessario o uso de anestesia (GOTH, 2011), apds isto
podem ser feitas as inspecdo direta auriculares através da otoscopia, importante exame que
observa a quantidade e natureza do exsudato, as alteracGes proliferativas microbianas e a
aparéncia da membrana timpanica; ou a fibrotoscopia, que fornece uma visualizacdo mais
ampla de todo o conduto auditivo (vertical e horizontal) através de uma camera de fibra 6tica,
atuando na remocdo de elementos sélidos que favorecerem o desenvolvimento microbiano
como também a realizacdo de lavagem para minimizar a carga microbiana auricular (LUCAS,
2016).
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O diagnostico é atribuido também pelo exame citoldgico, extremamente Gtil na
determinacdo do agente microbiano etiolégico envolvido no processo infeccioso, e a cultura
microbiana associada ao antibiograma, para escolha do antimicrobiano apropriado no
tratamento (PATERSON, 2016). No inicio da enfermidade a citologia pode ser suficiente para
a identificacdo dos microrganismos, dando inicio a um tratamento empirico, embora seja
necessaria a cultura bacteriana associada aos testes de sensibilidade in vitro aos
antimicrobianos, principalmente tratando-se de quadros cronicos ou recidivantes da doenga,
porque estes métodos favorecem a um bom progndstico e previnem a disseminacgdo de bactérias
multirresistentes (GHELLER et al., 2017).

O tratamento otolégico consiste na  higienizacgdo local com uso de
medicamentos ceruminoliticos, pois 0 excesso de cerumen dificulta o contato das medicacoes
topicas com o epitélio do conduto auditivo e 0s microrganismos, inviabilizando o tratamento
(NEVES et al, 2018). Além do uso topico e, na maioria das vezes, sisttmico de
medicamentos antinflamatorios, como glicocorticoides (CHERMPRAPAI et al., 2019), e
também antimicrobianos contra bactérias Gram positivas e negativas, como a ciprofloxacina
e tobramicina que mostram maior capacidade de inibir o crescimento microbiano nesta
patologia (SANTOS et al., 2019), mas deve-se tomar cuidado com 0 uso inadequado ou nédo
racional destes medicamentos pois podem prejudicar a eficacia do tratamento clinico e

favorecer a seletividade de bactérias que se tornam multirresistentes (BOURELY et al., 2019).
2.4.1. Agentes etiologicos bacterianos em otites

As bactérias surgiram na terra por volta de 3,5 bilhdes de anos atrds vivendo em um
ambiente hostil, com temperaturas elevadas, sofrendo influéncias de radiacdes ultravioletas e
cdsmicas, tempestades diarias e até mesmo com a falta de nutrientes, elas foram capazes de
suportar todos os habitats. Esta capacidade de adaptacdo e transmutacdo esta relacionada a sua
estrutura gendmica, que garante a troca de genes entre elas através de elementos ndo
cromossémicos (plasmidios, transposons e bacteriofagos) como também fatores externos (meio
ambiente) (EMYINUMARU et al., 2018).

Elas foram identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhoek por volta dosanos 1670,
com o auxilio do microscopio, mas apenas no século XI1X foi possivel confirmar que eram as
causadoras de processos infecciosos, iniciando entdo uma série de pesquisas a respeito (SOUSA
et al., 2020).

No reino animalia todas as espécies possuem uma microbiota bacteriana propria, 0s cédes

(Canis lupus familiaris), podem desenvolver processos infecciosos dermatologicos causados
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por bactérias, que devido a relagdo proxima entre 0s animais e seus tutores, s80 microrganismos
capazes de promover enfermidades também no ser humano, tornando assim uma problematica
tanto da medicina humana quanto veterinaria (GHELLER etal., 2017; SCHERER et al., 2018).

A variabilidade da microbiota da pele de cdes estad mais intimamente relacionada ao
ambiente do que a raca do animal, o tipo de pelagem ou o local epitelial, estas variedades
microbianas contribuem para a imunidade da pele do animal aumentando as respostas imunes
contra microrganismos patogénicos ou inibindo diretamente 0 crescimento destes
(CusCO et al., 2017).

O conduto auditivo externo dos cdes compartilha as mesmas caracteristicas
fisiopatoldgicas epiteliais do resto do corpo, deste modo os microrganismos normalmente
encontrados nas diversas partes de seu corpo também podem estar presentes nas orelhas
(LUCAS et al., 2016), embora os géneros bacterianos otologicos mais relatados em literatura
sejam Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Proteus spp e Escherichia coli (ALMEIDA et
al. 2016).

Para desenvolver um processo infeccioso otoldgico, os microrganismos precisam aderir
e invadir o epitélio, desviar do sistema imunologico do hospedeiro e colonizar os tecidos,
promovendo SO entdo a doenca em funcdo das lesdes causadas, comprometendo
secundariamente todas as fungdes fisioldgicas locais, caso o animal ndo possua adequados
meios de defesa e protecdo contra os patdgenos, que nele buscam obter nutrientes e condicGes
fisiologicas adequadas, manifesta uma determinada doenca (sinais e sintomas) por periodos
(incubacdo, periodo prodromico, transmissdo e recuperacdo) que sdo definidos pela
patogenicidade de cada microrganismo e sua relacgdo com o hospedeiro (MELICO-
SILVESTRE, CUNHA, 2008).

Este processo infeccioso otoldgico foi identificado proveniente dos mais diversos
microrganismos bacterianos, sendo eles Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Stomatococcus spp., Proteus spp., Citrobacter freundii, Pantoea aglomerans, Enterococcus

spp. e Enterobacter spp.
2.4.1.1. Staphylococcus spp.

S&o bactéria de morfologia cocos gram-positivos com tamanho entre 0,5 e 1,5 um de
diametro, apresentam arranjados de forma isolada, aos pares ou em cadeias curtas, mas sempre
predominando agrupamentos que formem cachos devido a sua divisdo celular em trés direcdes
perpendiculares. Pertencem a familia Staphylococcaceae e estdo distribuidos na natureza,

habitando superficies inanimadas, produtos hospitalares, além da pele e mucosa dos seres
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humanos e animais, tendo a espécie S. pseudointermedius como principal microrganismo
patogénico nas otites em cdes (ELMER et al., 2012; SCHERER et al., 2018).

Este género microbiano é composto por 52 espécies e 29 subespécies (ALMEIDA et al.,
2016), classificadas em dois grupos, que determina sua patogenicidade, segundo a capacidade
de producdo da enzima coagulase. Esta enzima produzida tem a capacidade de converter o
fibrinogénio do plasma sanguineo em fibrina, na presenca ou ndo do ion Ca2+ e dos fatores V,
VI e VII da cascata de coagulagcdo. Estes microrganismos com estratégia de patogenicidade,
depositam em sua superficie esta fibrina dificultando serem fagocitadas pelas células de defesa
(KARAHAN, CETINKAYA, 2007).

Possuem fatores de viruléncia (proteases, lipases, desoxirribonucleases, toxinas,
mediadores fisiologicos, agentes liticos, biofilmes, fatores de aderéncia e fatores
antifagociticos) que influenciam suas interagdes com celulas e superficies. Estas bactérias
aderem as membranas celulares causando colonizagéo, invaséo tecidual e endocitose, além de
inibirem o sistema imunoldgico do animal, escapando dos mecanismos de defesa e proliferando
em ambientes hostis, a principal forma de identificacdo deste género é através da prova que
identifica a presenca da enzima catalase, sua caracteristica € diferenciar Staphylococcus spp.
de Streptococcus spp. (ZACHARY, MCGAVIN, 2013).

2.4.1.2. Streptococcus spp.

Este género bacteriano inclui organismos Gram-positivos em forma de cocos e
organizados em cadeias, anaerobios facultativos, ndo produtores de catalase ou de citocromo-
oxidase. S80 microrganismos comensais da pele de humanos e animais sendo patdégenos ou
oportunistas, com mais de 60 espécies ja identificadas, tem sua classificacdo proposta por
Rebecca Lancefield na década de 1930 baseada na reacdo antigénica dos carboidratos
associados a parede celular destes microrganismos, com base nesta abordagem, foram
distribuidos em grupos que variam de A a W, dependendo dos anticorpos que reconhecem 0s
carboidratos especificos de cada uma espécie (HAENNI, LOPO, MADEC, 2018). Dos
Streptococcus spp., de acordo com Haenni, Lopo, Madec (2018), os mais relevantes
responsaveis por doencas em animais sdo: S. pyogenes e S. Canis (caninos e felinos), S.
pneumoniae (equinos), S. Agalactiae e S. Uberis (bovinos), S. gallolyticus spp. Gallolyticus
(aves), S. Porcinus e S. Suis (suinos), S. Iniae (peixes).

Estas espécies citadas sdo homofermentadores, sendo o acido latico o produto final da
fermentacdo da glicose. Podem produzir hemolisinas, que causa reacdo hemolitica em meio

solido contendo 5% de sangue de carneiro, classificando-os como alfa-hemoliticos (causam



30

hemolise parcial no meio de cultura, como também uma zona cinza-esverdeada ao redor da
colénia), beta-hemoliticos (causam lise completa das hemécias que rodeiam a colbnia,
formando uma zona transparente nesta regido) ou gama hemoliticos (ndo causam hemolise)
(ANVISA, 2008).

Sua patogenicidade € ampla, uma das maneiras é atraves da capacidade de induzir células
T que tém como alvos antigenos especificos da pele por meio de mimetismo molecular, desta
forma estimulam processos inflamatorios cronicos. As células T ativadas por antigenos também
podem ser primariamente autorreativas, liberando citocinas pré-inflamatorias e citotoxicas para
células da pele que expressam autoantigenos sem semelhanca ou mimetismo molecular com
antigenos bacterianos e especificos da pele. Pode ocorrer também a ligacdo dos antigenos
estreptococicos, presentes na camada dérmica, aos antigenos leucocitarios expressando
exageradamente moléculas de isotipo DR (HLA-DR) em macréfagos, células dendriticas e
queratinocitos que aumentam a inflamagéo (LEWIS et al., 2019).

Outros mecanismos de patogenicidade deste género microbiano & que possuem a
capacidade de tolerancia aos &cidos, mantendo a via glicolitica mesmo em ambientes com
valores de pH inibidores do crescimento (abaixo depH 4,4), isso esta relacionado com a sintese
de glucanos insoliveis e formacédo de biofilme, mediado pela bomba F1FO-ATP e também por
adaptacOes na expressdo de genes e proteinas, uma vez que, dentro do biofilme, conseguem
suportar as alteragdes do pH. Agregam também proteinas conectivas a fibronectina; anti-
protedlise; antifagocitose (acido hialurdnico, a proteina M e o SIC (inibidor da lise mediada
pelo complemento)); C5a peptidase; exoenzimas (DNase, hialuronidase, IDES (enzima que
degrada IgG) e SPEB (exotoxina pirogénica)); e ativador do plasminogénio (estreptoquinase),
todos responsaveis pela capacidade de agravar quadros clinicos infecciosos.
(MCMILLAN etal., 2006; MARIPUU et al., 2008).

2.4.1.3. Enterococcus spp.

Estes microrganismos sdo bactérias gram-positivas, facultativas, ndo formadoras de
esporos, anaerébicas e podem sobreviver a uma ampla gama de temperaturas, pH, Hiper
osmolaridade e dissecacdo prolongada, os patdgenos mais encontrados em cédes pertencentes a
este género sdo E. faecalis e E. faecium (ALI et al., 2014). Sdo patdgenos oportunistas que
fazem parte da flora microbiana normal no trato gastrointestinal de animais, embora ja tenham
sido relatados oriundos de solo, agua, plantas, insetos e até alimentos, nos casos encontrados

em otite canina a principal indicacao é de contaminacdo fecal ( HAMMERUM, 2012).
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Por apresentarem algumas semelhancas morfologicas e bioquimicas, os Enterococcus
spp. foram considerados parte do género Streptococcus spp., sendo classificados como
estreptococos do grupo D até meados da década de 1980. Mas entdo, quatro grupos separados
de estreptococos foram identificados, definidos como 0s estreptococos piogénicos, viridans,
lacticos e os enterococos (GARCIA-SOLACHE, RICE, 2019). Somente em 1984 caracterizou-
se como género Enterococcus, possuindo 58 espécies descritos pela literatura (LPSN, 2010).

Estes microrganismos séo extremamente patogénicos, tendo a capacidade de invadir as
células do sistema imunoldgico; se ligar a células hospedeiras epiteliais, a matriz extracelular
(EM) e materiais inertes, como também a equipamentos médicos; capacidade de formar
biofilmes Ihes dando multirresisténcia aos antimicrobianos e ao ataque fagocitico. Fatores de
viruléncia sdo mais descritos em E. faecalis, tornando-o a especie com lideranga dentre
as infecgbes enterocécicas (GARCIA-SOLACHE, RICE, 2019).

Mesmo com todaesta capacidade de patogenicidade, este género vem ganhando destaque
por seu estudo a respeito da producéo de suas bacteriocinas capazes de impedir o crescimento
de vérias outras bactérias (L. monocytogenes, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae)
(JAVED et al., 2011).

2.4.1.4. Stomatococcus spp.

Os microrganismos pertencentes a este género possuem morfologia em cocos, de 0,9 —
1,5 um de didmetro, apresentam-se em pares ou tétrades, com colonias aderentes, mucoides e
cinzas, de coloracdo gram-positiva, com os resultados das provas bioquimicas, sendo: catalase
variavel, motilidade negativa, crescimento em NaCl a 5% negativo, oxidase negativa, sensivel
a vancomicina, bile esculina positiva, PYR positivo e ndo sdo aerdbios estritos (ANVISA,
2008).

Embora compartilnem muitas caracteristicas morfolégicas semelhancas com espécies de
Staphylococcus, Micrococcus e Streptococcus, 0s resultados das provas bioguimicas citados
acima, associados a resisténcia em antibiograma a clindamicina, aminoglicosideos,
sulfametoxazol/trimetoprima e ciprofloxacina, minimizam um provavel erro na identificacdo
deste género microbiano (SPIEGELHAUER et al., 2019).

Sdo classificados como comensais da cavidade oral e trato respiratorio superior em
humanos. Este género é um patdgeno oportunista pouco frequente, afeta principalmente
pacientes imunossuprimidos (RAMANAN et al., 2014). Turhanoglu et al. (2016) relataram a
ocorréncia de Stomatococcus spp. em individuos com fatores de riscos primarios, como

pneumonia. Sua patogenicidade é a caracteristica de inibicdo do inibidor da COX-2,
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aumentando a producdo de prostaglandina E, que provoca alteragBes respiratOrias sistémicas
nos animais.

Esse agente também ja foi relatado em animais por Oliveira (2020), que destacou a
ocorréncia de Stomatococcus spp. em felinos com otite. A origem deste género de bactéria
provavelmente é ambiental, conforme relataram Stomatococcus spp. em amostras provenientes

do ar.
2.4.1.5. Proteus spp.

Proteus spp. sdo microrganismos bacterianos gram-negativos em forma de bastonete,
bem conhecidos pela producdo de urease e capacidade de habitar uma ampla variedade de
ambientes, incluindo solo, fontes de agua e esgoto, mas é predominantemente um comensal do
trato gastrointestinal de humanos e animais, este género esta entre as enterobactérias mais
comuns isoladas de infec¢bes caninas do canal auditivo, sendo o elevado numero de
observacGes desses microrganismos entendido como uma complicacdo na inflamacao
(BUGDEN, 2007).

Suas coldnias bacterianas crescem em agar MacConkey com tonalidade branca, e na
realizacdo dos testes para sua identificacdo apresentam HS, fenilanina, urease positivos
(ANVISA, 2008).

Estes possuem os mais diversos fatoresde patogenicidade (aderem ao tecido epitelial com
facilidade gracas a grande quantidade de flagelos e fimbrias (fimbria resistente a manose do
tipo Proteus - MR/P) as tornando também resistentes a antimicrobianos; produzem urease que
aumenta o pH ao redor dos microrganismos dificultando o crescimento das outras bactérias;
produzem toxinas e protéases contra células (incluindo os tipos I, 11, IV, V e VL1.); produzem
desaminases de aminoacidos para cetodcidos atuarem como sideréforos; penetram e
internalizam células hospedeiras e até outras bactérias; produzem hemolisinas (HpmA e HIyA),
como também formam biofilme; além de algumas espécies carregarem um elemento integrativo
e conjugativo (ICE Pml) que proporciona a autorreplicacdo e autotransferéncia para outras
cepas e espécies, transferindo genes de viruléncia e resisténcia a antibiotico) que atuam em
conjunto, dificultando o sucesso na terapéutica clinica (MICHELIM, 2014; ARMBRUSTER et
al., 2018).

2.4.1.6. Citrobacter freundii
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Citrobacter freundii s&o microrganismos em forma de bacilos facultativos, anaerébicos e
gram-negativos, pertencentes a Enterobacteriaceae, estes microrganismos séo encontrados na
agua, solo, alimentos e colonizam intestinos de animais e humanos. Antigamente eram apenas
reconhecidos como contaminantes ambientais ou patdgenos de baixa viruléncia, mas agora sdo
vistos por causar graves infecGes em sistema urinario, gastrointestinal, respiratério,
cardiovascular, comprometendo também o figado (em trajeto biliar), peritdnio, 0ssos, meninges
e tecidos moles, além de agravar feridas (KUMAR et al., 2013) em otite canina (GARCIA,
FREITAS, 2019).

Suas colénias bacterianas crescem em &gar MacConkey com tonalidade rosa, e na
realizacé@o dos testes para sua identificacdo apresentam H2S, indol, citrato, motilidade, lactose,
gas de glicose, sacarose e arabinose positivos, além de fenilanina, lisina e ornitina negativos,
como também urease variavel (ANVISA, 2008).

A infeccdo por Citrobacter freundii pode ocorrer em casos esporadicos ou como
propagacao nosocomial (GAIBANI et al., 2013), dessa forma os médicos veterinarios devem
manter a necessidade de identificacdo deste tipo microbiano com o auxilio do antibiograma
para uma melhor resolucdo dos problemas do animal com otite. Provavelmente Citrobacter
freundii tornou-se um patdgeno para humanos e animais por causa da presenca de varios
mecanismos patogénicos que também sdo utilizados por Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC) e Escherichia coli enterohemorrégica (EHEC), como a producdo de adesinas que

auxiliam na intensa adesdo as células epiteliais (LOPES, 2016) agravando o quadro infeccioso.
2.4.1.7. Pantoea aglomerans

Pantoea aglomerans pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo gram-negativo,
fermentador de glicose, H2S negativo, fenilalanina negativo, ornitina negativa, lisina negativa
e urease positiva. Suas col6nias crescem bem em agar MacConkey e apresenta caracteristicas
bioguimicas de resisténcia a fosfomicina e utilizacdo de d-tartarato, podendo Ihe diferenciar de
outras espécies do género Pantoea (PUSEY et al., 2008).

O género inclui varias espécies que geralmente estdo associadas com plantas, seja como
epifitas ou como patdgenos, algumas espécies podem causar doencas em humanos. Pantoea
aglomerans € a espécie mais comumente isolada dos seres humanos, é amplamente distribuida
na natureza incluindo as plantas, agua, solo, humanos e animais (GRIMONT, GRIMONT,
2005), e ainda Filipo et al. (2018) relataram a ocorréncia de Pantoea aglomerans

causando infeccdo otologica em caes.
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Apresenta como fatores de viruléncia a associacdo de adeséo tecidual (sfa, papA, e papC)
e sideroforos (fyuA e iutA), como também a capacidade de producéo de diferentes compostos
como herbicolinas, pantocinas, fenazinas, e outros compostos desconhecidos, responsaveis
pela diminuicdo da concorréncia microbiana local favorecendo a proliferagdo desta espécie
(PUSEY et al., 2008).

2.4.1.8. Enterobacter spp.

Os microrganismos do género Enterobacter spp. podem ser encontrados na natureza
(ambientes como agua e esgoto, no solo e em vegetais), e comensais no trato intestinal de
humanos e animais. Possuem forma bacilar de 0,6 — 3,0 um de didmetro, mdveis de coloracao
gram-negativa, sua colnia ndo tem caracteristica mucdide, facultativamente anaerobicos e com
crescimento a temperaturas entre 30 — 37 C (GRIMONT, GRIMONT, 2006).

As espécies de enterobacter sdo membros do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium
,Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e especies de Enterobacter), sendo os principais responsaveis pela causa de
infeccBes nosocomiais resistentes (DAVIN-REGLI et al., 2019).

Como patogenicidade, os representantes desse género abordam diversos mecanismos,
sendo a producdo de descarboxilases de histamina como fator de toxicidade; propriedades
adesivas estabelecendo ou mantendo infeccBes persistentes; producdo de hemaglutininas
responsaveis pela aglutinacdo de eritrocitos; e nos ambientes com condic6es limitantes de ferro
tornam-se sideroforos, produzindo compostos quelantes de ferro como fenolatos (enterocelina)
e Hidroxamatos (aerobactina) para solubilizar e importar o ferro necessario (GRIMONT,
GRIMONT, 2015).

Antes do uso exagerado de antimicrobianos, as espécies Enterobacter spp. raramente
eram tidas como patogénicas, mas esses microrganismos foram cada vez mais encontrados,
causando infecc¢des, no trato urinario e sistema vascular (bacteremia), para sua identificacdo se
fez necesséario testes laboratoriais com utilizacdo de fonte de carbono, glicose e oxidacéo (ha
presenca ou auséncia de quinona pirroloquinolina), gluconato e testes de 2-cetogluconato
desidrogenase, testes de tetrationato redutase e -xilosidase, gerando como resultados positivos
para o0s testes de citrato de VVoges-Proskauer e Simmons, producdo &cida a partir de D-glicose,
D-manitol, salicina, L-arabinose, L-ramnose, D-xilose, trealose, D-celobiose e maltose,
hidrolisam o-nitrofenil-B-D-galactosideo, reduzem nitrato e oxidam D-glicose a D-gluconato

na presenca de pirrologquinolina quinona. Um fator interessante é que todas as espécies de
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enterobacter (exceto E. agglomerans) produzem gas a partir da glicose (DAVIN-REGLI et al.,
2019).

2.5. ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo substancias de origem natural, quimica ou sintética com capacidade
de destruir ou impedir a multiplicacdo de bactérias. De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, a antimicrobioterapia tem por finalidade curar uma doenca infecciosa ou
combater um agente infeccioso, embora seu uso indiscriminado acarreta indmeras
consequéncias, entre as quais esta a resisténcia bacteriana. O uso adequado de antimicrobianos
é um dos objetivos estabelecidos pela OMS para o século XXI. Desde 0 uso dos primeiros
antimicrobianos até os dias atuais, notou-se um aumento no indice de microrganismos
multirresistentes, causado pela pressdo seletiva do uso inadequado e indiscriminado desses
farmacos, tornando assim este fator uma ameaca a saude puablica, principalmente devido a
incapacidade da industria farmacéutica em disponibilizar respostas terapéuticas para tais
agentes bacterianos (SILVA, FERREIRA, 2020).

Entretanto, foi notorio mundialmente que o desenvolvimento de antimicrobianos
eficientes contra as infeccbes promoveu aumento significante no tratamento clinico das
doencas infecciosas, reduzindo as taxas de morbidade e mortalidade, permitindo progressos na
medicina veterinaria (COSTA et al., 2012).

Umantimicrobiano ideal deve possuir atividade em alvo seletivo, acdo bactericida rapida,
espectro de acdo que ndo interfira no desenvolvimento da microbiota saprofita, baixo nivel
toxico em altos niveis terapéuticos, infimas reacdes adversas, amplas vias de administracdo,
boa distribuicdo e também que ndo atrapalhe as defesas imunoldgicas do animal, ndo induza
resisténcia microbiana e possua boa relacao custo/beneficio, embora todas essas caracteristicas
sejam dificeis de obter por um tnico medicamento (COSTA, JUNIOR, 2017).

De acordo com Guimardes et al. (2010), os antimicrobianos podem se classificar
segundo sua origem: naturais  (provenientes a partir de organismos
vivos), semissintéticos (provenientes de origem natural submetidos a métodos de sintese em
laborat6rio) ou sintéticos (produzidos apenas em laboratério); de acordo com suas agdes sobre
0S microrganismos: bacteriostaticos (inibem o crescimento microbiano, mas necessitam da
atuacdo do sistema imunologico na presenca de organismos infecciosos) ou bactericidas
(causam a morte dos microrganismos em cerca de 99,99%); ou segundo sua farmacocinética

(trajeto realizado pelo medicamento - absorcédo, distribuicdo, metabolizagdo e excrecdo) e
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farmacodindmica (a resposta fisiolégica promovida pelo medicamento no organismo)
(PAULINO et al., 2021).

O mecanismo de agéo dos antimicrobianos atuam da seguinte forma:

1) Inibicdo da sintese proteica: As bactérias possuem ribossomos (subunidades 30s e
50s) responsaveis pela sintese das proteinas, os aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolitos e licosamida utilizam este mecanismo inibindo ou modificando a producdo destas
proteinas, se ligando a uma das duas subunidades impedindo o metabolismo e crescimento
microbiano (COSTA, JUNIOR, 2017).

2) Inibicdo da sintese de acidos nucleicos: neste caso as quinolonas (ciprofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina e a rifampicina) atuam inibindo as enzimas girase e topoisomerase 1V
que séo responsaveis pelo processo de replicacdo do DNA, como também a RNA polimerase
responsavel pelo processo de transcri¢cdo, impedindo desta forma a sintese de mRNA, e
consequentemente impedem a de proteinas (DZIDIC et al., 2008).

3) Inibicdo da sintese de parede celular: Quando atuam impedindo a sintese dos
peptidoglicanos, este mecanismo € atribuido aos antimicrobianos do grupo B-lactamico
(penicilina e as cefalosporinas) que realizam esta acdo inibindo as enzimas de formacéo do
peptidoglicano através do bloqueio do pirofosfato-bactoprenol a fosfobactoprenol em gram-
positivos, ou a vancomicina que impede as ligacdes cruzadas entre os acidos N-
acetilglucasamina e o N-acetilmuramico, responsaveis pela formacdo do peptidoglicano da
parede bacteriana (BAPTISTA, 2013).

4) Desorganizacdo da membrana celular: Com este mecanismo atuam as polimixinas,
moléculas anfipaticas tensoativas que se ligam com as moléculas de polissacarideos na

membrana externa bacteriana, sequestrando o célcio e o magnésio fundamentais para a
estabilidade da membrana, causando entdo uma desordem, alterando a permeabilidade e
provocando o vazamento do conteldo intracelular (DZIDIC et al., 2008).

5) Interferéncia no metabolismo celular: As sulfonamidas associadas ao trimetropim
blogueiam etapas na producdo de folato do microrganismo, um elemento fundamental para a
sintese de DNA e RNA, desta forma impedem que o0s processos intracelulares ocorram
(DZIDIC et al., 2008).

Para adequada atuacao destes mecanismos 0s antimicrobianos necessitam de uma pronta
difusdo tecidual, os fatores locais. Secre¢cdo ou necrose podemreduzir o efeito deles inativando-
0s, como também levar em conta a concentracéao efetiva da preparagdo no local da infec¢éo.

Na medicina veterinaria, o tratamento de otite canina aborda o uso de antimicrobianos,

incluindo aminoglicosideos, quinolonas, amoxicilina associado ao acido clavulanato e
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cefalosporinas, mas o uso incorreto ou prolongado desses medicamentos vem resultando na
multirresisténcia bacteriana, j& confirmada para os medicamentos eritromicina, penicilina,
neomicina e sulfa, que apresentam baixa eficacia, ao contrario da ciprofloxacina e tobramicina
que mostraram maior capacidade de inibir o crescimento bacteriano nesta patologia (SANTOS
et al., 2019).

A ciprofloxacina (Figura 3) € uma fluoroquinolona bactericida, bastante usada em
tratamento das otites em cdes por agir na inibicdo tanto de bactérias gram-negativas
(Enterobacteriaceae e Pseudomonas) quanto gram-positivas (Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp.). Este farmaco é aproximadamente quatro vezes mais ativo na inibicdo
destes microrganismos comparado as fluorquinolonas similares (ofloxacina, norfloxacina,
enoxacina e pefloxacina) (MANSANO et al., 2012).

Figura 3 - Estrutura quimica da ciprofloxacina.

Fonte: MANSANO et al., 2012

Sua farmacocinética é semelhante a das outras fluoroguinolonas, nos caes o uso entre 5 -
15mg/kg de 12/12 horas sistémica distribui-se rapidamente nos tecidos periféricos, fluidos
bioldgicos e atingem concentracdes muitas vezes superiores as encontradas no soro ou plasma,
sendo absorvida para circulacdo sistémica até 80% da dose ingerida, mas a administracdo
concomitante com aditivos contendo sais de magnésio ou aluminio reduzem esta
biodisponibilidade, devido a formacao de quelatos com esses cations (ZIMMERMANN, 2015).
E administrado ainda a 0,35%, 12/12 horas ou 24/24 horas como solucdo otoldgica. Dentre seus
efeitos colaterais, podem-se destacar: anorexia, vomito, convulsGes, aumento da pressdo
intracraniana, tremores e depressdo (FDA, 2004).

Este farmaco é hidrofilico, resiste obstinadamente a ambientes anaerdbicos e sua eficacia
contra microrganismos em ambientes de elevadas temperaturas € reduzida (LINDBERG et al.,
2006). Ele é um potencial contaminador ambiental, por seu uso exagerado, identificando-se

concentragdes-traco do farmaco nas estagdes de tratamento de esgotos, aguas superficiais e
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efluentes hospitalares, com sua alta taxa de adsorcéo a particulas sélidas em lodos ativados,
solos e sedimentos (TOLLS, 2001).

A tobramicina (Figura 4) é um aminoglicosideo bactericida, solivel em &gua,
higroscopica, estavel por longos periodos em ambientes com PH entre 1 e 11, e com
temperaturas entre 5 — 37 C, assim como a ciprofloxacina, € bastante usada em otite canina
inibindo principalmente as bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) (ORGOVAN,
NOSZAL, 2012).

Figura 4 — Estrutura quimica datobramicina.

Fonte: ORGOVAN, NOSZAL, 2012.

A utilizacdo deste farmaco em caes pode ser de 2mg/kg, de 8/8 horas, devendo ser usado
de maneira restrita e em ocasifes limitadas, pois possui uma estreita margem terapéutica que
pode provocar um efeito nefrotoxico, ototoxico e neurotdxico (GAINZA LAFUENTE et al.,
2016). E utilizada na concentragio de 0,35% em soluc&o otoldgica de 12/12 horas.

O protocolo terapéutico para a doenca otoldgica com uso de antimicrobianos alopaticos,

mesmo tendo eficacia, podem causar problemas sistémicos, principalmente se houver

perfuracdo timpanica e/ou ulcerac6es do canal auditivo. Além disso, a maioria dos
medicamentos antimicrobianos otologicos podem ser ototdxicos para as estruturas do conduto
auditivo externo e interno, causando distdrbios de equilibrio e perda auditiva (TULESKI, 2007).
Como também, 0s microrganismos patogénicos bacterianos do conduto auditivo vém
adquirindo multirresisténcia aos antimicrobianos, isso é gracas as muta¢ées cromossdémicas e
modificacdes na estrutura da membrana plasmatica que bloqueiam os agentes ativos dos
medicamentos de insensibilizar a bactéria, que ocorre por conta do mau uso destes
medicamentos, que fazem com que géneros bacterianos se tornem resistentes até as novas
drogas que estdo sendo produzidas no mercado (PAZIAN, SASS, 2006).
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Estas questdes mostram que as plantas medicinais s&o uma boa op¢do para curar
enfermidades microbianas otoldgicas, pois além de proporcionar uma atividade bioativa
medicinal sdo mais acessiveis, eficazes em doses recomendadas, algumas até mais seguras
devido aos efeitos colaterais serem de menor intensidade e ndo demandam de valores téo altos

comparados com a maioria dos medicamentos alopaticos (REMPEL et al., 2019).
2.6. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos pode ser proveniente de uma
caracteristica intrinseca bacteriana que leva a resistir a acdo do antibiotico resultando na
formacdo de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada espécie (BLAIR et al.,
2015); pode ser adquirida atraves de mutac6es do microrganismo que ocorrem durante uma
replicacdo celular ou inducdo de agentes mutagénicos (radiacdes ionizantes e ndao ionizantes,
agentes alquilantes, ou reagdes oxidativas) (BAPTISTA, 2013); ou adquirida pela troca de
material genético exdgeno com genes de resisténcia presente em outros microrganismo através
dos mecanismos de transferéncia génica horizontal (conjugacao bacteriana, transformacao e
transducdo) (COSTA, JUNIOR, 2017; DZIDIC et al., 2008). Dessa forma, apenas os resistentes
aos agentes antimicrobianos dentro de uma comunidade microbiana sdo selecionados
(GUSTAVO, 2008).

O uso indevido de antimicrobianos ndo se restringe apenas ao medico humano ou
veterinario, pois sdo disponiveis no mercado em grande diversidade de produtos (sabonetes,
detergentes, cremes dentais, cremes.) favorecendo diariamente a selecdo de cepas resistentes
no cotidiano da sociedade, tudo isso em funcdo da falsa imagem de protecdo contra 0s germes
que esses produtos transmitem em suas campanhas publicitarias, agravando os riscos de
infeccBes resistentes de agentes microbianos (MEIRELES, 2008).

A resisténcia microbiana é um problema de satde publica junto a outros fatores e dos
sistemas de saude de todo o mundo, segundo a World Economic Forum Global Risks. A
resisténcia a antimicrobianos esta na lista como uma das grandes ameacas a saude humana
dando assim bastante relevancia para promoc¢ao de pontos estratégicos de acdo que contemplem
desde a natureza das doencas, 0s procedimentos terapéuticos usados, os fatores ambientais,
politicos e socioecondmicos relevantes a esta questdo, salientando de que ndo ha solucdo
definitiva para inibir a resisténcia microbiana por causa da dinamicidade da evolugéo biologica
destes organismos (BLAIR et al., 2015).

2.6.1. Resisténcia em cocos gram-positivos
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As penicilinas sdo do grupo dos antibidticos 3-lactdmicos que detém de uma estrutura
central em comum (anel B-lactamico) e podem ser naturais ou semissintéticas. Os [3-lactamicos
inativam as proteinas fixadoras de penicilina (PBPs - Protein Binding Penicilin), que séo
enzimas que catalisam os estadgios finais da construcdo da parede bacteriana. Os
microrganismos do género Staphylococcus spp. desenvolvem resisténcia aos 3-lactdmicos de
duas maneiras: expressao de enzimas [-lactamases ou por alteracdo de suas PBPs
(CONSTANT, CONSTANT, 2015).

As R-lactamases sdo enzimas que hidrolisam o anel (-lactamico, inativando o
antimicrobiano, codificadas no gene blaZ, geralmente localizado em plasmideos, ela tem sua
regulacédo controlada pelos genes blaR1 (antirrepressor) e blal (repressor). O gene blal codifica
um repressor proteico que blogqueia o acesso da RNA polimerase ao sitio promotor de blaZ-
blaR1-blal (CLARKE, DYKE, 2001). Nas estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), ocorre producdo de uma PBP alterada, a PBP2a ou PBP2, que possui baixa
afinidade pelos 3-lactdmicos. A producdo da PBP2a associa a aquisi¢cdo do gene mecA, que é
ausente em S. aureus suscetiveis a meticilina (BESSA, LARANJEIRA, 2021).

A resisténcia a vancomicina por S. aureus (VRSA - Vancomycin-Resistant
Staphylococcus aureus) ocorre pelo fendtipo vanA no transpdson Tn1546 que foiadquirido por
transferéncia horizontal de genes de um Enterococcus spp. Este transposon contém nove genes
gue em conjunto dao a resisténcia a vancomicina: as ORF1 e ORF2 codificam as enzimas que
geram 0s movimentos do transposon; vanR e vanS sdo os genes de regulacdo; vanH codifica a
desidrogenase importante na reducdo de piruvato a D-Lactato (D-Lac); o gene vanA produz
uma enzima responsavel pela ligacdo de D-Ala-D-Lac, depois incorpora aos precursores da
parede; vanX codifica a D,D-dipeptidase, responsavel pela quebra da ligacdo D-Ala-D-Ala;
vanY codifica a D,D-carboxipeptidase e remove os residuos de D-Ala-D-Ala da parede celular
e dos precursores (GONZALEZ et al., 1998).

Streptococcus spp. possui seis tipos de PBPs (1a, 1b, 2a, 2b, 2x e 3) e seu mecanismo de
resisténcia aos R-lactdmicos ocorre quando altera uma ou mais dessas PBPs, diminuindo a
afinidade de ligacdo com o antimicrobiano. Essas alteracGes ocorrerem por sucessivas mutagdes
que incluem a transferéncia de DNA pelo processo de transformacdo, recombinando 0s genes
que codificam as PBPs e parte dos genes proprios, 20% do DNA ou 10% de aminoécidos, é
substituido por fragmentos de genes homologos de outras bactérias, caracterizando 0s
chamados genes mosaico (HAKENBECK et al., 2012). O nivel de resisténcia aos R-lactamicos
depende da proporcgéo de qual parte do gene sofre a mutacdo, sendo a la, 2x e 2b normalmente

as mais alteradas. As mutacfes em 2x e/ou 2b conferem baixa resisténcia, enquanto que
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mutacdes em la conferem alta resisténcia, mas para ocorrerem precisam que 2x e/ou 2b ja
estejam alteradas (MOTT, 2016; BESSA, LARANJEIRA, 2021).

Em Enterococcus spp., ja foram detectados os genes de resisténcia antimicrobiana
erm(B), vanC-1, aph(3)-llla, ant(6)-la, vanB, vanA, aac(6')-le-aph(2")-la, erm(A) e tet(M). Essa
resisténcia, aos R-lactdmicos, € estudada principalmente nas espécies Enterococcus hirae e
Enterococcus faecium consistindo na producdo de uma PBP com baixa afinidade para este
grupo farmacoldgico, a PBP5, que é codificada no gene pbp5 localizado no cromossomo
bacteriano (POETA et al., 2007). A expressao da PBP5 promove resisténcia intrinseca de baixo
nivel, sendo alto apenas com a hiperproducdo de PBP5 ou por mutagdes no gene pbp5,

diminuindo ainda mais a afinidade da PBP5 para o antimicrobiano.
2.6.2. Resisténcia em bacilos gram-negativos

A auséncia de novos antimicrobianos para as bactérias Gram-negativas e o surgimento de
mecanismos de resisténcia que eliminam as opcles terapéuticas disponiveis para o tratamento
de enfermidades causadas por enterobactérias multirresistentes. (PINTO et al., 2014).

Os mecanismos de resisténcia em enterobactérias, como a producdo de B-lactamases de
espectro expandido (extended-spectrum pg-lactamase - ESBL), metalo-p-lactamases e
carbapenemases, sdo mediados principalmente por elementos genéticos mdveis, como
plasmideos (POTTER et al., 2016), o que justifica a preocupacdo com o isolamento de
enterobactérias resistentes a antimicrobianos, uma vez que existe a possibilidade de
contaminacdo e posterior colonizacdo de individuos por esses microrganismos (LEE et al.,
2010), assim como atransferéncia de plasmideos e integrons contendo elementos de resisténcia
antimicrobiana no intestino (HUDDLESTON, 2014).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, a producdo de carba-
penemases, seja por sua eficiéncia hidrolitica, pela codificacdo por genes localizados em
elementos genéticos moveis ou pela sua rapida disseminagdo, tem o impacto mais significativo
na saude (PINTO et al., 2014). As carbapenemases, AmpC e metalobetalactamases, que
conferem resisténcia aos betalactamicos ocorrem mais frequentemente em Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Escherichia spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Salmonella spp., Proteus
spp. e Morganella spp. (ANVISA, 2008). As pB-lactamases AmpC sdo mediadas por
plasmideos B que pertencem as familias CMY, FOX e DHA (JACOBY, 2009).

Modificagbes nas porinas é caracterizado como outro mecanismo de resisténcia. Para
acessar as PLPs no interior da membrana plasmatica, os p-lactdmicos devem se difundir na

parede (o que é muito dificil, jA& que sdo moléculas pouco lipofilicas) ou atravessar canais
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chamados de porinas. Algumas enterobactérias, por exemplo, Enterobacter spp., Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli, apresentam resisténcia aos carbapenémicos devido a perda da
expressdo das porinas. A perda de porinas também estd associada & resisténcia aos
antimicrobianos Imipenem e Meropenem em Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii (BABIC et al., 2006).

As bombas de efluxo sdo outro tipo de resisténcia e sdo capazes de exportar uma grande
variedade de substratos do periplasma para o0 meio ambiente, sendo um importante determinante
da multirresisténcia em muitos microrganismos gram negativos, especialmente P. aeruginosa
e Acinetobacter spp. e funcionam expulsando os antimicrobianos do espago periplasmico para
fora da célula (SHAHID et al., 2009).

A capsula da bactéria Gram negativa é um mecanismo de defesa bacteriano e um dos seus
determinantes genéticos extraintestinais, o gene kpsMTII. E uma estrutura polisacaridica que
protege a bactéria do sistema imune do hospedeiro, inibindo a fagocitose, além de estar
associada também a aderéncia (BIEN, SOKOLOVA, BOZKO, 2012).

Esses mecanismos de acdo podem justificar varias ocorréncias de perfis de resisténcias
em animais com otites conforme descrito.

Guterres (2020) realizou uma investigacdo do periodo de 2009 a 2019, no Laboratorio
Regional de Diagnostico (LRD) da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas e o perfil de resisténcia dos isolados bacterianos por meio de 4.720 laudos de cées
emitidos no periodo em que, destes, 197 laudos microbiologicos corresponderam a casos de
enfermidade otoldgica ocasionadas por agentes diversos. No periodo avaliado, 23 caes
apresentaram Pseudomonas spp., como agente etiologico de otite, correspondendo a 11,7%
onde foi detectada a resisténcia de Pseudomonas spp. aos farmacos beta-lactamicos foi
expressiva, com 87% de resisténcia a amoxicilina com clavulanato, cefalotina, cefalexina e
oxacilina, seguido de 84,6% para ampicilina e 15,4% para ceftriaxona, sendo a média de
resisténcia para outros farmacos foi de 73,9% para fluorquinolonas e 52,2% para sulfonamidas
e aminoglicosideos.

Cardoso et al. (2011) em um estudo sobre dermatopatias, realizado com 257 cdes
atendidos no Hospital Veterinario (HV) da Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP),
Bandeirantes-PR, constataram a prevaléncia de 17,61% de otite externa nos animais analisados.
Embora seja recorrente, a otite externa encontra como um dos seus principais entraves a
resisténcia aos antimicrobianos relacionada a pressdo seletiva exercida pelo uso intenso e
indiscriminado de medicamentos (FERREIRA, 2010).
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Penna et al. (2011) observaram em um experimento realizado no Rio de Janeiro, Brasil,
com 528 amostras de otite externa canina que espécies do género Staphycoccus (S. intermedius,
S.schleiferi, S. aureus, S. epidermidis e S. simulans) apresentaram resisténcia pelo menos ha
um antimicrobiano, sendo a grande maioria multirresistente, com destaque para amoxicilina
quando utilizada sozinha, neomicina e eritromicina. Weese e Van (2010) entre os diversos
fatores de viruléncia relacionados aos estafilococos, destaca-se a resisténcia a meticilina, que €
expressa pelo gene mecA, que confere resisténcia também a outros antimicrobianos B-
lactamicos. Esta resisténcia ¢ determinada pela alteracdo da enzima alvo dos antibidticos -
lactdmicos, a qual produz uma nova enzima com baixa afinidade pelo antibidtico, codificada
pelo gene mecA, responsavel pela transcricdo da proteina 2a (PB2a), que reduz a sensibilidade
destas bacterias aos antibioticos p-lactamicos.

Pseudomonas spp. € um microrganismo bacteriano Gram-negativo de maior prevaléncia
nas otites caninas, causando um quadro clinico infeccioso otoldgico desafiador quanto ao seu
tratamento, isso se da ao fato do patdgeno possuir resisténcia intrinseca aos antimicrobianos e
facil multiplicacdo em conduto auditivo com inflamacdo crénica (NETO, LOPES, 2016). A
resisténcia a multiplas drogas tem sido observada em microrganismos isolados de cdes, com
34,9% de resisténcia do género Pseudomonas spp. a trés ou mais farmacos (OLIVEIRA et al.,
2012). O género Pseudomonas spp. € isolado com frequéncia na clinica veterinaria
em infecces cutaneas de cdes, principalmente nos casos de otite externa e média (ARAIS,
2013).

Marconi (2019), verificando a ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em um total de 64
isolados de P. aeruginosa de otite externa de cdes de companhia, averiguou a resisténcia a
colistina, norfloxacina, gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, levofloxacina, cefepima,
aztreoname tobramicina, imipenem, piperaciclina/tazobactam, cefepima, ceftazidima epiperac
iclina. Esta bactéria pode desenvolver resisténcia a antimicrobianos através da aquisicdo de
genes de resisténcia em seus plasmideos ou através de processos mutacionais que alteram a
expressdo e/ou funcdo de mecanismos codificados cromossomicamente. P. aeruginosa
apresenta resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos como os pB-lactamicos (exceto
monobactam e carbapenemos), as cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, as
tetraciclinas, o cloranfenicol e os macrolideos. Isto ocorre devido a uma combinacédo de baixa
permeabilidade dasua membrana externa e sistemas de bomba de efluxo.

Entre 2009 e 2013, Santos et al. (2019) conduziram um estudo observacional e descritivo
com o uso de dados clinicos e microbioldgicos de cédes atendidos no Hospital Veterinario de

Uberaba (HVU), Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Foi verificada a prevaléncia de Staphylococcus
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coagulase negativa (StCN), Staphylococcus coagulase positiva (StCP), Proteus spp., e
Pseudomonas aeruginosa. Também foi identificada frequente multirresisténcia em P.
aeruginosa e Proteus spp, 0s quais apresentaram elevada resisténcia para neomicina, cefalexina
e azitromicina. Proteus spp. e outras enterobactérias produzem enzimas que promovem
resisténcia a alguns antimicrobianos beta-lactamicos, incluindo cefalosporinas e penicilinas.
Cepas que sao resistentes a varios 0s antimicrobianos neste grupo sdo considerados produtores
de beta lactamases de espectro estendido (ESBL).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficécia antibacteriana da solucdo otoldgica a base de folhas de caja (Spondias

mombin L.) no tratamento das otites externas bacterianas em cées.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« ldentificar os agentes etioldgicos das otites externas bacterianas em caes;

« Auvaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana dos microrganismos isolados de otite
canina;

« Avaliar a citotoxicidade de Spondias mombin L. em celulas epiteliais canina;

o Avaliar a eficacia antibacteriana in vivo da solucdo otoldgica a base de Spondias
mombin L.;

« Avaliar os sinais clinicos das otites com o0 uso da solucéo otolédgica a base de Spondias
mombin L.
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RESUMO

Esta pesquisa avaliou a eficacia dasolucdo otologica a base de folhas de caja (Spondias mombin
L. - SM) como alternativa terapéutica no tratamento da otite externa bacteriana em cées. Para
tanto, 20 cdes, sem sexo, raca e idade definida foram divididos em quatro grupos, o primeiro
grupo utilizou SM 2% diluido em glicerina e aplicado 24 / 24h, o segundo grupo utilizou SM
2% diluido em glicerina e aplicado 12 / 12h, o terceiro grupo com ciprofloxacina de controle
positivo a 3,5% e o quarto grupo com SM a 20% aplicado 12 / 12h. Ap6s 21 dias de tratamento,
0 antimicrobiano alternativo SM a 2% diluido em glicerina e aplicado por 12 / 12h apresentou
reducdo na unidade formadora de colénia (UFC) sem diferenca estatistica da ciproflaxacina,
sem alteracdes toxicoldgicas nos parametros de morfologia, viabilidade e atividade das células
epiteliais, aléem de reduzir os sinais clinicos avaliados, comprovando sua eficacia como
tratamento para otites em cées.

Palavras-chave: plantas medicinais, antimicrobiano, otite canina, contagem, toxicidade.
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This research evaluated the effectiveness of the otological solution based on caja leaves
(Spondias mombin L. - SM) as a therapeutic alternative in the treatment of bacterial external
otitis in dogs. For that, 20 dogs, without sex, breed and defined ages were divided into four
groups, the first group used 2% SM diluted in glycerin and applied 24/24h, the second group
used 2% SM diluted in glycerin and applied 12/12h, the third group as a positive control
ciprofloxacin at 3.5% and the fourth group with SM at 20% applied 12/12h. After 21 days of
treatment, the alternative antimicrobial SM at 2% diluted in glycerin and applied for 12/12h
showed a reduction in the colony forming unit (CFU) with no statistical difference from
ciproflaxacin, no toxicological changes on the parameters of morphology, viability and
epithelial cell activity, in addition to reducing the clinical signs evaluated, proving its

effectiveness as a treatment for otitis in dogs.

Keywords: medicinal plants, antimicrobial, canine otitis, counting, toxicity.
INTRODUCTION

Brazil has the richest plant biodiversity in the world; it is home to the Caatinga biome
that houses numerous plants with medicinal potential. Herbal medicines are recognized for their
effectiveness in treating illnesses while having few side effects, low cost, and high acceptability
by society. Thus, the use of these products is an alternative to commonly used allopathic
medicines while minimizing social, economic, cultural, and environmental problems (Dantas
et al., 2020).

Spondias mombin L. (SM) is a fruit tree, that reaches heights of 30 m, withtrunks around
6075 cm wide, deciduous leaves around 9-11 cm in size that have 5-11 leaflets, and small
white flowers arranged in bunches at the end of the branch. The fruits, called drupes, are
yellowish and can be around 2-4 cm long and 1.5-2 cm wide. In northeastern Brazil, it is
popularly known as cajazeira or caja (Leonez et al., 2018). The plant has active principles
including flavonoids, flavonols, and condensed tannins that have various benefits such as
antimicrobial properties (Abiodun et al., 2020).

Bacterial resistance to allopathic antimicrobials is becoming a pressing issue for medical
professionals. Resistance is responsible for increased treatment costs and higher mortality rates
due to untreatable infections; it is now a challenge for clinical management (Liu et al., 2018).
The use of herbal medicines such as SM, that is already widely used by several communities,

may be a suitable alternative to treat diseases caused by multidrug-resistant bacteria.
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Otitis is a common veterinary disease; it is characterized by inflammation and infection
in the ear caused by microorganisms such as Pseudomonas aeruginosa. The number of bacterial
strains that are multidrug resistant and that are encountered in the daily routine of veterinary
medicine is on the rise dueto genes in plasmids (Silva et al., 2016).

This study aimed to evaluate the antimicrobial efficacy of an otological solution made
from caja leaves for the treatment of bacterial external otitis in dogs, as this is a promising
antimicrobial alternative according to Leonez et al. (2018) and Dantas et al. (2020).

MATERIALS AND METHODS

The experiment, including the production of the SM decoction and the processing of
biological samples, was conducted at the Veterinary Microbiology Laboratory (LAMIV), and
the cytotoxicity evaluation was carried out at the Laboratory of Animal Biotechnology (LBA)
of the Federal Rural University of the Semi-Arid (UFERSA), Mossord, RN, Brazil.

The study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA), from
the UFERSA, number 01/2020, protocol no. 23091.014195/2019-78.

The SM leaves were collected at 7:00 a.m. at Mossoro, RN (coordinates -
5.200276184508256, -37.32056735242512). The plant species was identified in the herbarium
Dardaro of Andrade Lima and catalogued under number 13953. The solution was produced
under decoction at a concentration of 20% for 10 min and then diluted to 2% in a glycerin
solution. The in vivo antibacterial potential of the otological solution was verified in 15 adult
dogs with external bacterial otitis, through the quantification of bacteria under the action of
SM-based decoction in three groups (5 dogs each), SM 2% diluted in glycerin and applied 24/24
h (SM 2%-GLY24/24h), SM 2% diluted in glycerin and applied 12/12h (SM 2%-GLY12/12h),
SM 20% applied 12/12 h (SM 20% 12/12h), and 5 adult dogsused ciprofloxacin (CIPRO 3.5%-
12/12h) as a positive control, at days 7, 14, and 21 after initiation of treatment. Treatments
consisted of 7 drops (per application) of the corresponding solution instilled into each animal.

Otological secrections were recovered from each dog, homogenized in a tube containing
2 mL of distilled water, and submitted to dilutions of 10 to 104 Dilution samples (1 mL each)
were placed in Petri count plates in agar, in duplicates, incubated in a bacteriological incubator
(Fanem, Sao Paulo, Brazil) at 37 °C for 24 h, and quantified by the plate counting technique
(Tortora et al., 2007). For the identification of bacteria during treatments, otological secretions
were placed in Petri dishes containing 5% defibrinated sheep blood and MacConkey agar
(Himedia, Mumbai, India) and incubated at 37 °C for 2448 h; cultures were then subjected to
identification as previously described (MacFaddin, 2000).
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Clinical signs, including hyperemia, hyperpigmentation, hyperkeratosis, flaking,
presence of secretion, pain, and pruritus, were evaluated using a checklist on days 0, 7, 14, and
21; they were assigned scores varying from +1 to +5 to determine the efficacy of the solutions.
To evaluate cytotoxicity, skin fragments (9.0 mm3) were cultured in vitro in Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM) supplemented with 10% bovine fetal serum and 2% of an
antibiotic-antimycotic solution (10,000 units/mL penicillin, 10,000 units/mL streptomycin, and
25 pg/mL amphotericin, Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA) at 38.5 °C and 5% CO ». Epithelial
cells cultivated in the 3rd passage were used for toxicity analysis at 80% confluence and at a
concentration of 5.0 x 104 cells/mL. These cells were then divided into four groups and
incubated for 12 h; cell groups were either grown in the absence of the SM decoction (SM 0)
or in the presence of 20% SM decoction (SM 20), 2% SM decoction (SM 2), or ciprofloxacin
3.5% (CIPRO 3.5%). After the incubation period, cell morphology was evaluated using an
inverted microscope (Nikon TS100, Tokyo, Japan). In addition, cell viability was evaluated
using trypan blue (0.4%), where blue-colored cells were considered non-viable and colorless
cells were considered viable. Briefly, after trypsinization, cells were incubated with trypan blue
and counted in a Neubauer chamber (Kasvi), and the viability rate was calculated according to
the formula: (number of living cells / total number of counted cells) x 100. For the evaluation
of cell metabolic activity, an assay of 3-(4,5-dimethyl2-thiazolil)-2,5-diphenyl-2il-tetrazolic
(MTT) was used. Briefly, the cells were incubated with 5 mg/mL MTT for 3 h. Afterthis period,
the MTT solution was removed and 1.0 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO) was added. The
absorbance of the samples was measured using a spectrophotometer (Shimadzu® UV-mini-
1240, Kyoto, Japan) at 595 nm.

Descriptive statistics were performed with the number and percentage of species and
bacterial resistance. The results from the quantification of bacteria, cytotoxicity, and clinical
signs were submitted to an analysis of variance (ANOVA) and the significance was found
between the treatments. In addition, the mean comparison test (Tukey at 5% probability) was
applied using the statistical program SISVAR 5.6. For cytotoxicity, the data were expressed as
the mean + standard error of the four repetitions and analyzed using Graphpad software (Graph-
Pad Software Incorporated, La Jolla, CA, USA). All results were verified for normality using
the Shapiro-Wilk test and for homoscedasticity using the Levene test. Those data that did not

present a normal distribution were transformed using arc sine.

RESULTS AND DISCUSSION
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In total, 33 bacterial strains were isolated. the results regarding the etiology of otitis
cases, as well as the frequencies of these isolations, are presented in Tab. 1.

Table 1. Number and percentage of microorganisms isolated from dogs with otitis treated with
SM decoction at 2% or 20% or with ciprofloxacin at 3.5%.

Microorganisms No. of isolates Percentage
Citrobacter freundii 1 4%
Enterococcus spp. 1 4%
Pantoea agglomerans 1 4%
Stomatococcus spp. 1 4%
Proteus spp. 2 6.1%
Enterobacter spp. 3 9.1%
Streptococcus spp. 8 24.3%
Staphylococcus spp. 16 44.5%

Staphylococcus spp. had the highest incidence because they are common members of the
ear canal microbiome; however, they may behave as opportunistic bacteria under certain host
conditions (Mariotini and Carvalho, 2020). Thus, a therapy with MS, which presents tannins,
can be an alternative form of treatment for these bacteria, promoting binding with metal ions
and forming a protective epithelial biofilm (Abiodun et al., 2020).

Streptococcus spp. are also considered as causative agents of otitis; they play a role as
pathogens and favor the development of infections. Bioactive compounds present in SM such
as flavonoids (Souza et al., 2020) may act as inhibitors of these microorganisms, representing
the possibility of combating antimicrobial-resistant bacteria commonly found in veterinary
medicine.

Identified enterobacterial strains (Pantoea agglomerans, Proteus spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Enterococcus spp., and Stomatococcus spp.) may have been acquired from
the environment (from raw food, soil, water sources, plants, or wastewater), other animals (from
saliva, urine, and feces), or humans (Armbruster et al., 2018; Liu et al., 2018; Dutra et al.,
2021). These bacteria commonly cause infections in animals and exhibit antimicrobial
resistance (mainly to penicillin and aminoglycosides), which is a problem in veterinary clinics .
Thus, bioactive compounds such as catechins, flavanones, xanthones, and steroids present in
SM leaves may be used for the production of potential drugs against these microorganisms
(Abioduncet al., 2020).

Among the 33 bacterial strains, 32 (97%) showed resistance to at least one antimicrobial
and 9 (27%) were resistant to three or more different antimicrobials, according to results

analyzed in the table of diameters of halos of the Brazilian Committee for Testing of
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Antimicrobial Susceptibility (BrCAST), as described in Table 2. From these, 32 (97%) strains
showed resistance to amoxicillin + clavulanic acid (AMC) and ceftazidime (CAZ), followed by
30 (91%) strains showing resistance to ampicillin (AMP), cefepime (CPM), and aztreonam
(ATM). The lowest index was for the antimicrobial ciprofloxacin (CIP) to which only 9 (27%)
bacterial strains showed resistance. Resistance to clavulanic acid + amoxicillin probably
occurred due to genetic factors such as the presence of cassettes in DNA (SCCmec) in bacteria
such as Staphylococcus spp. (Wegener et al., 2020).

These results showed similarity with reports on the emergence of multidrug-resistant
bacteria (Veldzquez-Guadarrama et al., 2017) and are probably influenced by the lack of
regulation of broad-spectrum antimicrobials in veterinary clinics, which further adds pressure
on the selection of skin's bacteria.

Table 2. Number and percentage of antimicrobial resistances among bacteria isolated from dogs
with otitis treated with SM decoction at 2% or 20% or with ciprofloxacin at 3.5%.

—_— . No. of resistant % of resistant

Antimicrobials strains strains
Ciprofloxacin (CIP) 9 27%
Chloramphenicol (CLO) 11 33%
Ceftriaxone (CRO) 12 36%
Amikacin (AMI) 13 39%
Cephalothin (CFL) 13 39%
Gentamicin (GEN) 13 39%
Sulfamethoxazole + Trimethoprim (SUT) 13 39%
Cefoxitin (CFO) 16 48%
Tetracycline (TET) 18 55%
Piperacillin + Tazobactam (PIT) 23 70%
Ampicillin (AMP) 30 91%
Aztreonam (ATM) 30 91%
Cefepime (CPM) 30 91%
Amoxicillin + Clavulanic Acid (AMC) 32 97%
Ceftazidime (CAZ) 32 97%

The genera of the isolated bacteria and their antimicrobial resistance profiles are
described in Table 3. Six multidrug-resistant genres were identified in the present study:
Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Proteus spp., Staphylococcus spp., Stomatococcus
spp., and Streptococcus spp. Magiorakos et al. (2012) stated that a microorganism is considered
multi-resistant when it is resistant to three distinct classes of antimicrobials simultaneously due
to factors associated with plasmids. Staphylococcus spp. may have strong epithelial
extracellular structures, form biofilms, and present mecA-associated resistance, all of which
hinder the antimicrobial activity of drugs, especially of pB-lactam drugs (penicillin,

cephalosporins, carbapenems, and monobactams), causing persistent infections (Sonesson et
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al., 2017). In a study by Davis et al. (2014), from the 11 samples of the genus Staphylococcus
spp. obtained from dogs, 10 had the same resistance profile, being resistant to eight different

antimicrobials, including ampicillin and ciprofloxacin.

Table 3. Genera of bacteria isolated and their antimicrobial resistance profiles.

Bacteria Resistance profile
Citrobacter freundii AMC, CIP, GEN, AMP, CPM, CRO, CFO, PIT, ATM, CAZ
AMC, SUT, CIP, CFL, GEN, AMP, AMI, CPM, TET, CRO, CFO,
Enterobacter spp. PIT. ATM. CLO, CAZ
Enterococcus spp. AMC, AMP, CPM, ATM, CAZ
Pantoea agglomerans AMC, CFL, AMP, CPM, CRO, CFO, PIT, CLO, CAZ
AMC, SUT, CFL, GEN, AMP, AMI, CPM, TET, CRO, CFO, PIT,
Proteus spp. ATM. CLO, CAZ

SUT, CIP, CRO, CFL, AMI, GEN, TET, CFO, PIT, CPM, AMP,

Staphylococcus spp. ATM, CLO, CAZ

Stomatococeus spp. AMC, SUT, CIP, CFL, GEN, AMP, AMI, CPM, TET, CRO, CFO,
PIT, ATM, CLO, CAZ
Streptococcus spp. AMC, SUT, CIP, CFL, GEN, AMP, AMI, CPM, TET, CRO, CFO,

PIT, ATM, CLO, CAZ

The resistances of the Citrobacter freundii strain may indicate the presence of Amp-C -
lactamase (Amp-C), broad-spectrum B-lactamase, and extended-spectrum p-lactamase (ESBL)
enzymes (Liu et al., 2018). Enterococcus spp. strains may be resistant to B-lactams through the
PBP4 and PBP5 genes, to aminoglycosides due to the change in the transport of the drug into
the microbial cell, and to glycopeptides due to the presence of operons modifying the
antimicrobial binding site (Miranda et al., 2017). Strains of Streptococcus spp. may have PBPs
(1a, 1b, 2a, 2b, 2x, and 3) that alter the affinity of binding to antimicrobials (Bessa and
Laranjeira, 2021); they are mainly acquired by DNA transfer (by transformation). The ability
to modulate the mechanisms of resistance to p-lactams, such as the cephalosporinase of the type
R-lactamase AmpC and B-lactamases TEM-24, SHV, or CTX-M (Davin-Regli et al., 2019),
may be present in strains of Enterobacter spp. Proteus spp. are usually resistant to B-lactams
due to their capacity of producing metallo-p-lactamases and carbapenemases, mediated mainly
by genetic elements in plasmids (Martins et al., 2019).

Thus, the use of an herbal medicine with MS can be indicated as a therapeutic alternative
containing active ingredients that act significantly in the inhibition of these microorganisms, as
verified by Leonez et al. (2018). Also observing the efficacy of SM decoction in inhibiting
strains of Staphylococcus coagulase-negative as well as in healing surgical wounds of

procedures such as salpingo-oophorectomy and orchiectomy (Dantas et al., 2020).
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The results of the microbial counts of the different groups at 0, 7, 14, and 21 days are
shown in Fig. 1. There was a relation betweenthe total number of colony-forming units (CFUSs)
and the number of days of treatment. A linear behavior was verified for treatments in the SM
2%-GLY24/24h and SM 2%-GLY 12/12h groups; such similar behaviors showed a tendency to
reduce the number of CFUs over the daysof application. The means were adjusted to a quadratic
model.
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Figure 1. Average microbial count (log CFU.mlI1) in samples from the auricular pavilion of
dogs with otitis treated with Spondias mombin L. (SM) decoction and ciprofloxacin (CIPRO)
at daysO0, 7, 14, and 21.

There was a general decrease in CFUs after 7 days of application of all treatments, with
averages for SM 2%-GLY24/24h, SM 2%-GLY12/12h, SM 20% 12/12h, and CIPRO 3.5%
12/12h groups at 5.20, 4.60, 2.10, and 2.40 log CFU.ml%, respectively. At 14 days, the number
of bacteria recovered after treatment with decoction SM 20% 12/12h (3.10) was smaller than
that for the CIPRO group (4.00) (p < 0.05), and those for the SM 2%-GLY12/12h (4.60 ) and
the CIPRO (4.00) groups were similar. Although the mean number of bacteria recovered from
the SM 2%-GLY?24/24h group (5.40) was the highest, there was no statistically significant
difference between this and the CIPRO group. The increase in the number of bacteria at 14
days, compared to that in day 7, may be due to antimicrobial resistance of gram-negative
bacteria, as described by Liu et al. (2018). At 21 days, the used of all alternative antimicrobials

gave similar results, with no statistically significant differences compared to CIPRO. The
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decrease in the number of bacteria in these groups over time probably occurred because of the
presence of glycerin. This compound probably allowed greater permanence of SM ingredients
(Baumi et al., 2017), and supported a gradual and prolonged performance of active principles,
such as geranine and galoylgeranine bioactives, two different ellagitannins, chlorogenic acid,
2-caffeoyl acid, salicylic acid, triterpene 3p-urs-12-en-3-il(9z)-hexadec-9-enoate (Cangussu et
al., 2020), and gaelic tannins, that have medicinal properties that kill gram-positive bacteria
(Leonez et al., 2018).

In vitro cytotoxicological analyses showed no signs of toxicological changes in
morphology after treating cells with SM decoction at concentrations of 2% (SM 2% GLY) and
20% (SM 20%) (Fig. 2). Additionally, viability parameters were similar among cells treated
with SM decoction (either SM 2% GLY or SM 20%), a ciprofloxacin solution at 3.5% (CIPRO
3.5), or distilled water (control group, CTR 0) (Table 4).

&

Figure 2. Morphological evaluation of epithelial cells exposed to 20% SM decoction 2% SM
decoction, and ciprofloxacin 3.5%. A) Negative control, B) 20% SM decoction, C) 2% SM
decoction, D) ciprofloxacin 3.5%. Scale bar = 100 um; 100x magnification.

Table 4. Viability of epithelial cells grown in vitro with SM decoction at different
concentrations (2% and 20%) and ciprofloxacin 3.5%.

P compared to the

1 ili [0)
Groups Cell viability (%0) control
CTRO 67.3 £ 11.42 --
SM 20 62.0 £5.78 0.8553
SM 2 77.8 £9.12 0.4322
CIPRO 3.5 76.1 +4.9° 0.5973

Values are expressed as mean * standard deviation (SD) CTR 0: Negative control; SM 2: Spondias mombin 2%
extract; SM 20: Spondias mombin 20% extract; CIPRO 3.5: Ciprofloxacin 3.5%.
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There was no difference in the percentage of metabolic activity (Table 5) between the
cells cultivated in the presence of SM decoction at both concentrations tested (20% and 2%).
However, the percentage of metabolic activity of cells grown in the presence of CIPRO at 3.5%
differed from that of the negative control (p < 0.05). These results confirm the utility of
Spondias mombin L. decoction in the treatment of diseases such as otitis, as observed by Silva
et al. (2016). Noteworthy, no biochemical, hematological, or behavioral changes were observed
in rats treated with up to 2000 mg/kg of Spondias mombin x Spondias tuberosa decoction. The
results in vitro are promising regarding plant cytotoxicity; they confirm the results of Abiodun
et al. (2020), who reported that SM decoction does not promote cellular toxicity because it
contains phenolic compounds (such as capsaicin and dihydrocapsaicin). Moreover, SM
decoction may have cellular antioxidant capacity due to the presence of flavonoids (Souza et
al., 2020). The results from the CIPRO group can be justified according to Guimaraes et al.
(2010), who confirmed that these drugs inhibit cellular topoisomerases of bacteria such as
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., and Staphylococcus aureus; however, serious side

effects were described in nerve cells by Tomé and Filipe (2011).

Table 5. Metabolic activity of epithelial cells grown in vitro with SM decoction at different
concentrations (20% and 2%) and ciprofloxacin at 3.5%.

P compared to the

Groups Metabolic activity (%) control
CTRO 100.0 £ 1.5° -
SM 20 100.0 £ 4.78 0.9993
SM 2 94.1 £4.9° 0.1112

CIPRO 3.5 6.8 +1.8° 0.0001

Values are expressed as mean + standard deviation (SD). 2P: Different superscript letters indicate statistically
significant differences (p < 0.05). CTR 0: Negative control; SM 2: Spondias mombin 2% decoction; SM 20:
Spondias mombin 20% decoction; CIPRO 3.5: Ciprofloxacin 3.5%.

The results of the macroscopic analysis of the clinical signs of otitis during the 21 days
of treatment are described in Fig 3. The scores for pruritus, pain, hyperpigmentation, flaking,
erythema, and exudate in the SM 2%-GLY12/12h and SM 20% 12/12h groups are similar to
those of the positive control CIPRO group (p < 0.05). Described clinical signs are general
responses to the action of macrophages and leukocytes, auxiliaries in the production of IL-1,
IL-6, and TNF-a (Del Giudice and Gangestad, 2018). Most probably, these signs were inhibited
by the anti-inflammatory action of the phenolic compounds, such as ellagic and chlorogenic
acids, present in SM (Cabral et al., 2016).

The increased scores of pruritus and exudate for the SM 2%-GLY24/24h group in relation

to the other treatment groups (p < 0.05) may have resulted from the virulence factors of the
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microorganisms present, for example, leukocidin, deoxyribonuclease, and hyaluronidase from
Staphylococcus spp.; adhesins, the mrp operon, importers and exporters of ions, and integrative
and conjugative elements called ICE Pm1 from Proteus spp. (Armbruster et al., 2018); the
transcriptional regulation factor Cra from Citrobacter freundii; the gelatinase (GelE),
aggregation factor (Agg), hyaluronidase, and cytolysin (Cyl, B-hemolysin) from Enterococcus
spp.; and biofilm formation by Stomatococcus spp. (Cussolim et al., 2021; Popovi¢ et al., 2018;
Bowenet al., 2017).
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Figure 3. Mean scores for clinical signs observed in dogs treated with Spondias mombin L.
decoction and ciprofloxacin for 21 days. 2°: Different letters (next to the mean values) indicate
statistically significant differences (p < 0.05).

CONCLUSION

The otological solution of Spondias mombin L. 2%, diluted in glycerin and applied every
12 h to dogs with otitis, showed the best potential as an alternative herbal therapy due to its
association with decreased bacterial counts and the improvement of scores for the clinical signs

evaluated as well as for the absence of epithelial cell toxicity.
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5. CONCLUSAO

Diante do exposto conclui-se que a Spondias mombin L. apresenta eficacia
antimicrobiana nos testes feitos in vivo em otites canina, ndo apresentando risco citotdxico para
0S animais, mostrando-se como um potencial medicamento terapéutico alternativo a
antimicrobianos industrializados que sdo utilizados na medicina veterinaria.

No que tange as bactérias isoladas e identificadas das otites dos caes, encontrou-se cepas
bacterianas do género Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Stomatococcus spp., Proteus
spp., Enterococcus spp. e Enterobacter spp, como também as espécies Citrobacter freundii e
Pantoea aglomerans.

A atividade antimicrobiana apresentada pelo decocto da Spondias mombin L.
demonstrou eficacia terapéutica semelhante ao controle positivo (ciprofloxacina), com o uso da
Spondias mombin L. a 2% diluido em glicerina e aplicado de 12/12 horas apresentando
resultados mais expressivos em comparagdo aos tratamentos testes analisados durante os 21
dias, por inibir satisfatoriamente todos 0s microrganismos gram-positivos testados expressando
estatisticamente tendéncia de decréscimo no numero de UFC/ml ap0s o periodo de tratamento
analisado, como também diminuir significativamente os indices dos escores referentes aos
sinais clinicos de prutido, dor, hiperpigmentacdo, hiperqueratose, descamacdo, exsudato e

eritema, ocasionados pela otite.
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APENDICES

APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Esclarecimentos

Este é um convite para vocé participar da pesquisa “Eficiéncia antibacteriana da solugdo otoldgica a base de folhas de caja
(spondias mombin L.) no tratamento das otites externas bacterianas em cdes”, que é coordenada pelo Prof. Dr. Francisco
Marlon Carneiro Feijé e que segue as recomendacdes da Lei 11.794 de 04/10/2008 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria. A participacdo do seu animal é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando
seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade. Essa pesquisa busca identificar os agentes
etioldgicos das otites externas bacterianas em caes; avaliar o perfil de sensibilidade dos microrganismos isolados das otites ;
como também a eficacia da solugdo otoldgica a base de caja em comparagdo a uma solugdo de uso comercial sobre a carga
bacteriana e aspectos clinicos das otites.

Caso decida aceitar o convite, vocé sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: assinar esse termo de consentimento
autorizando a participagdo e submissdo de seu animal de estimag¢do a uma avaliagdo clinica de superficies otoldgicas, bem
como medicamentosa a base de caja (Spondia mombin). Serd apresentado o projeto para vocé com os objetivos, justificativa,
beneficios e riscos, e ainda sera informado que os mesmos ndo serdo identificados na pesquisa e somente apds a aceitagdo
dos mesmos; a pesquisa sera realizada. Os riscos envolvidos com a participagdo de seu animal sdo: desconforto e distribuigdo
uni ou bilateral da patologia. Vocé terd os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: contribuira para a avaliagdo da
eficiéncia antibacteriana obtida a partir da Spondias mombin L. proporcionando um antimicrobiano alternativo natural, que
vai diminuir a resisténcia dos microrganismos e os agravos provocados a saude animal pelas otites; além de ser uma
alternativa de melhor custo beneficio para a populagdo. Todas as informagdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo sera
identificado em nenhum momento. Os dados serdo guardados no LAMIV/UFERSA? sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Francisco Marlon Carneiro Feijo e a divulgacdo dos resultados sera feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Se vocé
tiver algum gasto que seja devido a sua participagdo na pesquisa, vocé serd ressarcido, caso solicite. Em qualquer momento,
se seu animal sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera direito a indenizagdo. Vocé ficara
com uma via (devidamente datada e assinada pelo pesquisador responsavel) deste Termo e toda a duvida que vocé tiver a

respeito desta pesquisa, podera perguntar diretamente para Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro Feijé, no enderego: Av.
Francisco Mota, 572, Costa e Silva, Mossord-RN ou pelo telefone (84) 3317-8603 ou (84) 98864 1017.

Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderao ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UERN no enderego
Avenida Professor Antdnio Campos, s/n2, BR 110, km 48 - Campus Central — UERN, Bairro Presidente Costa e Silva, CEP
59.610-090, Mossordé/RN, ou pelo telefone (84) 3312-7032.

Consentimento Livre e Esclarecido

Estou de acordo com a participagdo no estudo descrito acima. Fui devidamente esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa,
aos procedimentos aos quais meu animal sera submetido e dos possiveis riscos que possam advir de tal participagdo. Foram-
me garantidos esclarecimentos os quais eu venha a solicitar durante o curso da pesquisa e o direito de desistir da participagdo
em qualguer momento, sem que minha desisténcia impliqgue em qualquer prejuizo a minha pessoa, minha familia ou meu
animal. A minha participagdo na pesquisa ndo implicarda em custos ou prejuizos adicionais, sejam esses custos ou prejuizos
de carater econémico, social, psicolégico ou moral. Autorizo assim a publicagdo dos dados da pesquisa a qual me garante o
anonimato e o sigilo dos dados referentes a minhaidentificagao.

Local: . Data de aplicagdo: / /

Assinatura do Participante da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro Feijé Impressdo datiloscopica

1 R. Francisco Mota, 572 - Pres. Costa e Silva, Campus Oeste, Mossord - RN, 59625-900 - contato (84)3317-8603
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APENDICE 2 — FICHA DERMATOLOGICA

FICHA DERMATOLOGICA

Data: Nome do Tutor:

End:

Tel:

Nome do Animal: Género:

Idade: Peso(Kg): M: [ ] Inteiro: [ |
Raga: FoL Estéril: ]
Orelhas eretas: Orelhas Pendulares:

Oo.D.:[ | OE.: | | O.D..[ ] O.E..[ |

Histdrico Otoldgico:

1. Tempo de acometimento?

|| Uma semana ou menos;
D Mais de uma semana;

L] Desconhece;

2. Ja houve episddio (s) de Otite no passado? Sim. ] N3zo.| |
3. Foi feito algum tratamento ou limpeza antes daconsulta?  Sim.| | N3o.| |

Se sim, qual o produto? Durante quanto tempo?:

4. Atualmente O paciente apresenta prurido? Se sim, qual a intensidade? Sim. [ ] No.| |

Bastante discreto (mais intenso do que antes de ter iniciado o problema dermatoldgico);
Discreto (ndo se co¢a quando esta dormindo, comendo ou brincando);

Moderado (Pode ocorre a noite, ndo interrompe quando comendo/brincando);

Intenso com episddios prolongados (ocorre a noite, interrompe quando comendo/brincando);

O

Intenso e Continuo (ndo cessa, independente do que estejaacontecendo ao redor);

Exame Otoldgico (visual):

1. Dor? []Sim. []Nio. Escala numérica:
2. Hiperpigmentagdo? D Sim. [_]Nao. Escala numérica:
3. Hiperqueratose? [ ] Sim. [ |Nao. Escala numérica:
4. Eritema? [ ] Sim. [_]Ndo. Escala numérica:
5. [Excessode Pélos? [] Sim.[] Nao. Escala numérica:
6. Descamagio? [] Sim. [ ]No. Escala numérica:
7. Exudato? [ ] Sim. [ ] Nio. Escala numérica:

Se sim, qual a composigdo? [ |Pas [ JCerimen [ ]Sangue  Outro:
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ANEXOS

ANEXO 1 — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

Mossor6, 20 de janeiro de 2020.

PARECER 01/2020

Certificamos que o projeto intitulado “EFICIENCIA ANTIBACTERIANA DA SOLUCAO OTOLOGICA A BASE
DE FOLHAS DE CAJA (SPONDIAS MOMBIN L) NO TRATAMENTO DAS OTITES EXTERNAS EM
CAES”, protocolo n. 23091.014195/2019-78 sob a responsabilidade de Francisco Marlon Carneiro Feijé — que
envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata , subfilo vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da lei 11794 de 8 de
outubro de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido —
UFERSA mediante resposta satisfatéria ao memorando 10/2019.

Vigéncia do projeto Outubro de 2019 a junho de 2020
Espécie/linhagem Canis familiaris

N. de Animais 30

Peso/idade Adultos, 0,5 a 15 kg

Sexo Machos e fémeas

Origem Tutores

Presidente CEUA-UFERSA

BR 110 — Km 47 — Bairro Pres. Costa e Silva CEP 59625-900 — Mossoré — RN — (84) 3317-8360
http://www?2.ufersa.edu.br/portal/comissoes/ceua


http://www2.ufersa.edu.br/portal/comissoes/ceua

ANEXO 2 - SISTEMA DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO (SISGEN)

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
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SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 AF6F9C3

A atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AF6F9C3
Usuario: Francisco marlon Carneiro Feijé
CPF/CNPJ: 416.885.973-87
Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso:
Pesquisa Cientifica D Bioprospecgao D Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Staphylococcus aureus
Spondia mombim
Fonte do CTA

CTA de origem ndo identificavel

Titulo da Atividade: Potenclal antimicroblano de plantas do semiarido sobre patégenos de
Iinteresse médico veterinario e zootecnico
Equipe
Francisco marion Carneiro Feij6 universidade federal rural do semi-arido
Resultados Obtidos

Outros resultados

Data do Cadastro: 01/09/2020 17:04:19
Situagado do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:58 de 08/09/2020.

\NY\Y/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
ANY/NY  ASSOCIADO - SISGEN

cadastrada no
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