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RESUMO

A fitoterapia, pratica antiga baseada no uso de plantas medicinais, tem ganhado destaque
na medicina veterindria diante do avango da resisténcia antimicrobiana. No Brasil, a
ampla biodiversidade vegetal e seu uso cultural consolidam os produtos naturais como
alternativas viaveis, seguras e acessiveis para o tratamento de enfermidades em animais
de companhia. Dentre essas enfermidades, destaca-se a otite externa, uma inflamacéo do
conduto auditivo com elevada prevaléncia em cées, frequentemente associada a infec¢do
por microrganismos como Staphylococcus spp. e Pseudomonas aeruginosa. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a eficicia clinica do extrato pirolenhoso de
Eucalyptus urograndis clone 1144, aplicado topicamente como agente fitoterapico no
tratamento de otites externas em cdes. Foram acompanhados 30 animais (10 machos e
20 fémeas) com sinais clinicos de otite, como prurido, eritema, crostas e odor fétido.
Conjuntamente, foram realizadas analises microbioldgicas das amostras coletadas, com
posterior teste de sensibilidade antimicrobiana. As amostras foram coletadas com auxilio
de suabes estéreis, sendo posteriormente encaminhadas para o Laboratério de
Microbiologia Veterinaria (LAMIV) em recipiente fechado e resfriado para
processamento, efetuando a citologia, cultivo e provas bioquimicas. Os resultados
demonstraram predominancia de cocos Gram-positivos, principalmente Staphylococcus
spp., além de um perfil de sensibilidade relevante (61,0%), mas com resisténcia
significativa (25,7%). O tratamento com o extrato pirolenhoso a 12,5% resultou em
melhora clinica progressiva dos sinais inflamatorios e infecciosos, com boa
tolerabilidade tdépica e auséncia de efeitos adversos. Diante dos resultados obtidos,
conclui-se que o extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 apresenta potencial
terapéutico como agente fitoterapico adjuvante no tratamento de otites externas caninas,
reforcando a importancia da integracéo entre praticas tradicionais e a ciéncia veterinaria

moderna no enfrentamento de infecgOes resistentes.

Palavras-chave: Conduto auditivo; infeccdo bacteriana; caninos; extrato vegetal,
eucalipto; fitoterapia veterinaria.



ABSTRACT

Phytotherapy, an ancient practice based on the therapeutic use of medicinal plants, has
gained increasing relevance in veterinary medicine, especially in response to the challenges
posed by antimicrobial resistance. In Brazil, where biodiversity is vast and culturally
integrated, natural products represent a viable, safe, and economically accessible
alternative for managing various diseases in companion animals. Among these, external
otitis stands out as a highly prevalent inflammatory condition affecting the auditory canal
in dogs, frequently associated with infections caused by microorganisms such as
Staphylococcus spp. and Pseudomonas aeruginosa. This study aimed to evaluate the
clinical efficacy of Eucalyptus urograndis clone 1144 pyroligneous extract, applied
topically as a phytotherapeutic agent in the treatment of canine external otitis. Dogs 30
animals (10 males and 20 females) presenting evident clinical signs, including pruritus,
erythema, crusts, and fetid odor, were monitored. In parallel, microbiological analyses
were conducted, along with antimicrobial susceptibility testing. The results showed a
predominance of Gram-positive cocci, particularly Staphylococcus spp., with 61.0% of the
isolates being sensitive, 25.7% resistant, and 13.3% with no established interpretive
standard. Treatment with the pyroligneous extract resulted in progressive clinical
improvement, with good topical tolerability and no adverse effects. These findings indicate
that Eucalyptus urograndis pyroligneous extract has therapeutic potential as a
phytotherapeutic adjuvant in the treatment of canine external otitis, reinforcing the
relevance of integrating traditional knowledge with modern veterinary science to address

resistant infections.

Keywords: Ear canal; bacterial infection; canines; plant extract; eucalyptus; veterinary

phytotherapy.



LISTA DE ABREVIATURAS

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

OE - Otite Externa

TC - Tomografia Computadorizada

RM - Ressonancia magnética

UFERSA - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
EU- Extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis clone 1144
CEUA- Comissio de Etica em Uso de Animais

EP- Extrato Pirolenhoso

LAMIV- Laboratério de Microbiologia Veterinaria
UFC- unidades formadoras de colonias

AMP- Ampicilina

AMI- Amicacina

CIP- Ciprofloxacina

ERI- Eritromicina

NOR- Norfloxacina

SULFATRI - sulfa-trimetropim

CEF - cefovecina

ENO - enorfloxacino

CLSI - Laboratory Standards Institute

MDR - Multirresistente

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



LISTADE TABELAS

Tabela 1: Descricdo do parametro de clinico de acordo com a escala visual analdgica ... 36
Tabela 2: Viabilidade avaliada pelo ensaio de azul de Trypan das células somaticas da pele
de abdémen de cachorro cultivadas in vitro ap6s 10 min de incubacéo com ciprofloxacino

B EPEULZ. ... e e e e et eaaaaeeaaann 40
Tabela 3: Atividade metabolica avaliada pelo ensaio de MTT das células somaticas da pele
do abdémen de cachorro cultivadas in vitro apds 10 min de incubagdo com ciprofloxacino

B EPEULZ. .. e e e e e aaaaaeeaaan 40
Tabela 4: Frequéncia dos microrganismos isolados de cées com otite externa (n = 30)... 42
Tabela 5: Os resultados da determinacdo da concentragéo utilizada de extrato pirolenhoso

nos animais estdo descritos na tabela abaixXo: ............evvviiviiiiiriiiiiiiiis 42
Tabela 6: Perfil de sensibilidade e Resisténcia dos iSolados ............cccevvvvviiiiiiiiiiiinennn. 46



LISTADE FIGURAS

Figura 1: Avaliagdo morfoldgica de células somaticas da pele de abdémen de cachorro
antes e ap06s 10 minutos de exposicao a ciprofloxacino e EPEU12. (a) Explante apds quatro
dias de cultivo priméario. (b) Cultivo primario de células sométicas da pele de abdémen de
cachorro apds sete dias. (c) Cultivo priméarios de explantes de pele abdominal de cachorro
apos dezesseis dias de cultivo in vitro. (d-d’) Representagdo de células somaticas sem
nenhum tratamento (Controle negativo). (e-e¢”) Representagdo de células somaticas antes e
apos o tratamento por ciprofloxacino 2% (Controle positivo). (f-f”) Representagdo de
células somaticas antes e ap6s o tratamento com extrato pirolenhoso de eucalipto na
concentracdo de 12,5% (EPEU12). Barra de escala = 50 pum. Aumento do microscopio =

Figura 2: Viabilidade e atividade metabdlica de células somaticas da pele do abdémen de
cachorro ap6s o tratamento com ciprofloxacino e EPEU12. (a) Anélise da viabilidade por
ensaio azul de Tripan. (b) Ensaio da atividade metabélica por colorimetria de MTT. #* As
letras subscritas indicam diferencas significativas entre os grupos avaliados.................. 41
Figura 3: Média da contagem de UFC (transformada em log10) dos ouvidos dos animais
AVAITATOS ... 44
Figura 4: Percentual de remissdo da otite quanto aos tratamentos nos ouvidos direito e
LSS0 U 1=] (o [0 PP PPPPPPPPPP 45
Figura 5: evolucéo dos sinais clinicos prurido, dor a palpacéo, balancar de cabeca, odor,...
47



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ..ottt 14
2. REVISAO DE LITERATURA .....ooviiiiiteceecte ettt 17
2L OTITE EM CAES ...ttt sttt 17
2. 1.1 THPOS dE OiteS....cuuiiiiiiii e e 17
2.1.2 SINtomMAtologia ClINICA ......ccveiveiiie s 18
2.1.3 DIaBNOSHICO. ... ccuuiiii i 19
2.2 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS .......ocoiiieeiieeieieeeeessesiesesses s seses s ienes s, 19
2.3 ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS .......oooveveieiceeireieeesessse s, 20
2.4 RESISTENCIAMICROBIANA .......coovieieeee ettt 21
2.5 EXTRATO VEGETAL ..ottt sttt 22
REFERENCIAS ..ottt sttt s ets et eaeetesae st steeaeseesae e 24
CAPITULO I - Potencial do Extrato Pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 como
alternativa fitoterapica no tratamento de otiteS M CAES .........cevvvvvvciiieeeeeieiiiiiiinnn, 27
O 1NV 120016 [7.Y @ R 29
4. MATERIAL E METODOS .....cooiiiieieceeeteeeeee et 30
AL ANTIMALS ..ottt n ettt sttt 30
4.2 OBTENCAO DO EXTRATO PIROLENHOSO (EP) .....ooeveeeeeereeereieeeesesssniesesnenean, 31
4.3 CITOTOXIDADE ...ttt 32
4.4 CONSIDERACOES ETICAS ..o teses s es s en st 33
4.5 COLETAE IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS.........cocovevieeieiesiieesinn. 33
4.6 DETERMINAN\C;AO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA

CONCENTRAGCAO BACTERIANA MINIMA (CBM) ......c.oviiieieeerieeeeeesees s, 33
A7 TESTE INVIVO w.ocoooeeeeeeeeeee ettt 34
4.8 RESISTENCIABACTERIANA ..ot eee s s st 35
4.9 AVALIACAO CLINICADOS ANIMAIS ......oooviieeeieeeeeeeteeeee e, 36
410 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 37
5. RESULTADOS ......ooiiieieeeteeee ettt ettt ettt ettt eaeeaeeae e 37
5.1 CITOTOXIDADE ......ooiuivcieeieeeeeeeses ettt nae s nsananeas 37
5.1.1 1dentificag@o DaCteriana ..........coooeeee e 41
5.1.2 Determinac@o da CIM @ CBM ........ouuiiiiiii i 42

oI R I =T (o 1 Y LYo PR 43



5.1.4 Perfil de Resisténcia das Bactérias 150ladas. .........ocooveueeeeeoiiieee e, 45

5.1.5 AvaliaG8o ClINICA.......cccvviuiiiii e e e e e e e 46
B. DISCUSSAD ..ottt ettt ettt ettt enns 48
6.1 CITOTOXIDADE ...ttt ettt be bt ans 48
6.1.1 Identificagdo bacteriana ...........coooviiviiiiii i 49
6.1.2 Perfil de reSIStENCIA .....cuvueiiiee e e e 50
6.1.3. Determinacao da CIM € CBM ..........uiiiiiiiieieeeie e 51
T 0 1=y TN | TRV 1Yo S 52
6.1.5 SINAIS CHNICOS....cccc e 54
7. CONCLUSOES ..ottt 55
REFERENCIAS. ..ottt ettt 56

ANEXO A —FICHADE ANAMINESE........co i 64



14

1. INTRODUGCAO GERAL

Ao longo da histdria da humanidade, o conhecimento e o uso das plantas medicinais
tém sido um pilar fundamental na promocdo da salde e na prevencdo de doengas,
repercutindo em diversas culturas ancestrais como a grega, romana e chinesa. No Brasil,
essa tradicdo € vasta e se mantém relevante, como evidenciado por Santos et al. (2024), que
destacam o uso da fitoterapia na atencdo primaria a salde, ressaltando a fusdo de saberes
empiricos e cientificos que garantem sua continuidade. A fitoterapia, € a préatica terapéutica
que emprega as plantas medicinais em sua forma integra ou em preparacgdes derivadas, sem
a necessidade de isolar principios ativos, oferece uma abordagem holistica para a prevencao
e tratamento de enfermidades.

No Brasil, a forte relacdo entre as praticas fitoterapicas, a cultura popular e a rica
biodiversidade vegetal explica a crescente demanda por tratamentos a base de plantas
medicinais. Estima-se que aproximadamente 80% da populacéo brasileira utilize produtos
fitoterapicos. Em escala global, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) citou que entre
70% e 90% da populacdo recorra ao uso de fitoterapicos, tanto na medicina humana quanto
veterinaria (Brasil, 2012).

Nesse cenario, os fitoterapicos se destacam como alternativas vidveis na medicina
veterinaria, tanto em procedimentos clinicos quanto cirargicos, pela diversidade de formas
farmacéuticas disponiveis, como Oleos essenciais, extratos, pomadas, géis e cremes,
ampliando suas aplica¢des no controle de infecgdes. Estudos como o de Santos et al. (2020)
apontaram que os fitoterapicos apresentaram vantagens em relacdo aos medicamentos
alopaticos, incluindo menor custo, menor toxicidade e menor incidéncia de efeitos colaterais
0 que contribui para a popularizacdo e incentivo a producédo de fitoterapicos, auxiliando na
clinica médica veterinaria.

A clinica médica de pequenos animais constitui uma area essencial da medicina
veterinaria, exigindo precisdo diagndstica e condutas terapéuticas eficazes para uma ampla
gama de enfermidades que acometem cées e gatos. Dentre essas, destacam-se as doencas
infecciosas como a otite que representa uma das principais queixas dermatoldgicas na rotina
clinica, especialmente em caes.

A respeito dos avancos da medicina moderna, a otite, uma condicdo inflamatoria que

pode afetar a orelha externa, media ou interna, permanece como um desafio constante na
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pratica veterinaria. A otite externa, em particular, é a mais prevalente e seu manejo €
complexo, conforme a alta incidéncia, devido aos riscos de cronicidade e a crescente
resisténcia aos tratamentos convencionais. A eficacia terapéutica demanda um diagnostico
preciso e o reconhecimento de uma gama de fatores predisponentes, sendo eles primarios
(como alergias e parasitoses), secundarios (infec¢bes bacterianas e fungicas) e perpetuantes
(como conformacdes anatdmicas e umidade), conforme Patterson (2016) e Nuttall (2016).

A otite bacteriana configura-se como uma condicdo clinica de alta prevaléncia na
rotina médico-veterinaria, especialmente em cdes, devido a anatomia do conduto auditivo e a
exposicdo frequente a fatores predisponentes. O ambiente Umido e aquecido do ouvido
externo favorece o crescimento de microrganismos patogénicos, resultando em infeccOes
que, quando ndo tratadas adequadamente, podem evoluir para quadros croénicos e de dificil
manejo (Patel; Singh; Taneja, 2017). No cotidiano clinico, observa-se com frequéncia a
presenca de bactérias como Staphylococcus pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, cuja identificacdo se mostra fundamental ndo apenas para a confirmagéo
diagnostica, mas, sobretudo, para a definicdo de protocolos terapéuticos mais eficazes e
direcionados (Gotthel, 2007; Bourély et al., 2019; Ferraz, 2021; Martins et al., 2022).

A primeira linha de defesa terapéutica, via de regra, envolve a terapia antimicrobiana
topica, que frequentemente combina antibiéticos como gentamicina ou ciprofloxacino com
corticosteroides. Os corticosteroides sdo cruciais para mitigar a inflamacao, o edema e a dor,
componentes intrinsecos da patogénese da otite que podem perpetuar o ciclo da doenca
(Pereira; Oliveira, 2023). No entanto, a resisténcia antimicrobiana emerge como um dos
maiores e mais prementes desafios no manejo da otite bacteriana em cées.

A crescente dificuldade no controle eficaz das otites externas bacterianas em caes
reflete, em grande parte, a negligéncia quanto a adogdo de métodos diagnosticos adequados
no inicio do quadro clinico. Em casos recorrentes ou cronicos, torna-se evidente a
necessidade da realizacdo de cultura bacteriana e teste de sensibilidade aos antimicrobianos,
uma vez que essas ferramentas fornecem subsidios essenciais para decisdes terapéuticas
mais assertivas. Na pratica, observa-se que o uso incorreto de antibioticos, seja por falhas na
dosagem, pela interrupcdo precoce do tratamento ou pela automedicagdo sem respaldo
laboratorial tem contribuido significativamente para a emergéncia de cepas multirresistentes,
como Staphylococcus pseudintermedius e Pseudomonas aeruginosa, dificultando o controle
clinico e comprometendo a recuperagdo do animal (Martins et al., 2023). Diante dessa

realidade, torna-se decisivo adotar condutas clinicas pautadas em evidéncias cientificas, com



16

foco ndo apenas na escolha do agente antimicrobiano, mas também na orientacdo adequada
aos tutores quanto a importancia da adesdo ao tratamento completo e as medidas
preventivas. Somente por meio de uma abordagem integrada e consciente sera possivel
conter o avanco da resisténcia antimicrobiana e preservar a saude auditiva dos cdes de forma
sustentavel e responsavel.

Diante desse cenario complexo e da crescente necessidade por novas abordagens
terapéuticas, a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias baseadas em compostos naturais
tém se destacado, levando a descoberta de principios ativos com promissoras propriedades
antimicrobianas. Um exemplo notavel é o extrato pirolenhoso, um subproduto da pir6lise da
madeira. Este extrato possui uma composi¢do quimica complexa e demonstrou em estudos
propriedades antimicrobianas comprovadas, além de estabilidade, baixa toxicidade e
viabilidade econdmica (Souza et al., 2018; Pimenta et al., 2018).

Neste contexto, o extrato pirolenhoso da espécie Eucalyptus urograndis, um hibrido
natural de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis, surge com um grande potencial na
fitoterapia veterinaria. Além de seu valor econémico no setor florestal, estudos recentes tém
apontado para as notaveis propriedades farmacoldgicas de seus extratos. Com compostos
como fendis, acidos organicos e aldeidos, o E. urograndis exibe significativa atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, sendo capaz de inibir o crescimento de
patégenos de relevancia clinica (Fernandes et al.,, 2022; Gama et al., 2024). O
aproveitamento do extrato pirolenhoso de E. urograndis representa uma via promissora e
ecologicamente sustentavel para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a
otite bacteriana canina, oferecendo uma alternativa no combate a resisténcia antimicrobiana
e na busca por tratamentos mais eficazes e menos agressivos para 0s animais.

Diante desse panorama, torna-se relevante investigar a eficacia in vivo do extrato
pirolenhoso de Eucalyptus urograndis clone 1144 como agente antimicrobiano no tratamento
de otites em cdes, visando propor uma alternativa terapéutica natural, eficaz e

economicamente acessivel na clinica médica veterindria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OTITE EM CAES

A otite é uma das enfermidades dermatoldgicas e otolégicas mais frequentes na
rotina de pequenos animais, representando de 10% a 20% das consultas clinicas de cées
(Morgan et al., 2021). Caracteriza-se pela inflamacao de uma ou mais estruturas do ouvido
orelha externa, média ou interna podendo apresentar evolugdo aguda, subaguda ou crénica,
com manifestagdes clinicas que variam quanto a etiologia, extensdo do processo
inflamatdrio e resposta individual do paciente. Trata-se de uma condicdo multifatorial, cujo
desenvolvimento envolve fatores predisponentes, primarios, secundarios e perpetuantes, que
atuam de forma interdependente na génese e na manutencdo da enfermidade (Nuttall;
Bowen, 2020).

Sob o ponto de vista clinico e anatdmico, a otite é classificada em otite externa, otite
média e otite interna, as quais podem ocorrer de forma isolada ou progressiva. A falta de
intervencdo precoce favorece a disseminacdo do processo inflamatério e contribui para a
cronicidade, alteracOes estruturais do conduto auditivo e perda auditiva permanente (Cole et
al., 2021).

2.1.1 Tipos de Otites

Otite Externa (OE) é a forma mais prevalente em cées e consiste na inflamacdo do
pavilhdo auricular e do conduto auditivo externo. E frequentemente secundaria a doencas de
base, como dermatites alérgicas (atopia, hipersensibilidade alimentar), infestacdo por
ectoparasitas, distarbios ceruminosos, corpos estranhos e uso inadequado de substancias
topicas. A microbiota envolvida é composta principalmente por Staphylococcus
pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Corynebacterium spp. e pela
levedura Malassezia pachydermatis (LOPES et al., 2022). A auséncia de correcdo da causa
primaria favorece recorréncia e cronificagao.

Otite Média (OM) ocorre, na maioria das vezes, como progressao da otite externa,
especialmente em casos de ruptura da membrana timpanica ou de condutos cronicamente
inflamados e estenosados. Caracteriza-se pelo acumulo de exsudato na bula timpénica, dor a

abertura da boca, sinais de desconforto e possivel comprometimento do nervo facial. Ragas
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braquicefalicas e com orelhas alongadas apresentam maior predisposi¢do anatdbmica para o
desenvolvimento de otite média (Cole et al., 2021).

Otite Interna (Ol) é menos comum, porém constitui a forma mais grave da
enfermidade, pois envolve estruturas do labirinto e da coclea. Pode resultar de disseminacao
de infecg¢bes do ouvido médio ou de processos sistémicos hematogénicos. As manifestacdes
incluem nystagmus, head tilt, ataxia vestibular, déficit auditivo e sinais compativeis com
sindrome vestibular periférica (Macphail; Bell, 2021). Trata-se de uma condi¢do que exige

diagnostico rapido e manejo intensivo.

2.1.2 Sintomatologia Clinica

Clinicamente, a apresentacdo tipica da otite inclui prurido intenso (cocar a orelha,
friccdo), dor & palpagdo do pavilhdo, eritema difuso do conduto, exsudato (ceruminoso,
purulento ou serosanguinolento), crostas, edema e odor fétido. Sinais comportamentais
como head shaking, inclinacdo cefalica e hipersensibilidade ao toque sdo comuns; em casos
mais graves observam-se estenose do conduto, hiperplasia ceruminosa e otorragia. A otite
média secundaria deve ser suspeitada diante de dor acentuada, otorreia persistente, déficit na
abertura mandibular ou sinais vestibulares; nesses cenarios, a disseminacdo bacteriana
retrograda pelo timpano lesado é um mecanismo plausivel (Carvalho et al., 2021).

Nos casos de otite externa e média, € comum observar dor durante a abertura da
boca, dificuldade de mastigacdo, otorreia persistente e, em alguns casos, paralisia do nervo
facial. A otite interna, pela sua complexidade, cursa com sinais vestibulares, nystagmus
horizontal ou rotatorio, queda para o lado afetado e possivel perda auditiva unilateral ou
bilateral (Macphail; Bell, 2021). Em quadros cronicos, o epitélio do conduto auditivo pode
sofrer hiperplasia, ceratinizacdo acentuada e mineralizacdo, dificultando o tratamento clinico
e, por vezes, exigindo intervencéo cirurgica (TECA-LBO).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a barreira cutanea do conduto é rica em glandulas
ceruminosas e seborreicas que sofre disbiose: hd mudanga na composicéo lipidica, aumento
do pH e retencdo de exsudato, o que favorece a adeséo bacteriana e o desenvolvimento de
biofilmes polimicrobianos, de acordo com Houtsaeger C, et al. (2024) pois os biofilmes
conferem tolerancia antimicrobiana, dificultam a penetracdo de topicos e protegem
microrganismos contra a imunidade local, explicando quadros refratarios e recidivantes
(Secker . B. et al., 2024).
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2.1.3 Diagnostico

O diagnostico da otite é sistematico e abrangente, com o objetivo de identificar tanto
0s agentes secundarios quanto a causa primaria. A abordagem diagnostica adequada reduz a
recorréncia e melhora o prognostico.

A anamnese contempla histérico dermatoldgico, presenca de alergias, frequéncia de
banhos, uso prévio de medicamentos topicos ou sistémicos, ambiente, dieta, exposicdo a
umidade e predisposicdes raciais. No exame fisico, avaliam-se dor, secrecdo, integridade do
pavilhdo auricular e possiveis alteragdes que interfiram na ventilacdo do conduto auditivo
(Bowen et al., 2021). A otoscopia € fundamental para inspecdo do conduto auditivo,
identificacdo de corpos estranhos, avaliacdo da membrana timpanica e classificacdo da
secrecdo. A técnica auxilia na distingdo entre processos agudos e crénicos e no planejamento
terapéutico (Nuttall; Cole, 2020).

A citologia é considerada exame de referéncia inicial. Permite avaliar o grau de
inflamacdo e identificar leveduras, cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos. A
presenca de neutrofilos degenerados e material intracelular indica infecgdo ativa. O exame é
rapido, acessivel e essencial para orientar o tratamento (Kang et al., 2022).

A cultura bacteriana com antibiograma € indicada em otites recorrentes, falhas
terapéuticas, suspeita de Pseudomonas spp. e quadros cronicos refratarios. A técnica é
particularmente importante em um cenério de crescente resisténcia antimicrobiana na clinica
veterinaria, com destaque para Staphylococcus pseudintermedius multirresistente e
Pseudomonas aeruginosa (BECK et al., 2023). Exames de imagem, como radiografia,
tomografia computadorizada (TC) e ressondncia magnética (RM), sdo indicados
especialmente na investigacdo de otite média e interna. A TC proporciona excelente
avaliacdo das bulas timpanicas, enquanto a RM ¢é o exame de escolha nos casos com suspeita

de comprometimento neurolégico (Lefebvre et al., 2021).

2.2 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS

A otite externa canina é, com frequéncia, uma afeccdo de etiologia polimicrobiana,
envolvendo bactérias e/ou leveduras, entre 0s cocos Gram-positivos, destacam-se

Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus e Streptococcus spp., integrantes
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da microbiota auricular que, em contexto de desequilibrio (disbiose, ruptura de barreira
cuténea, umidade excessiva), assumem comportamento patogénico; Staphylococcus é o
género mais frequentemente isolado (Souza et al., 2022). Entre os bacilos Gram-negativos,
sobressaem Pseudomonas spp.Comumente associada a quadros crénicos e refratarios,
Proteus spp. e Escherichia coli. Tém grande importancia em casos de otite cronica e média.
A Pseudomonas spp. € caracterizada por causar infeccOes otoldgicas desafiadoras devido a
sua resisténcia intrinseca e a capacidade de se multiplicar rapidamente em canais auditivos

inflamados (Savaliya et al., 2025).

2.3 ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS

A terapéutica antimicrobiana da otite canina é, em regra, predominantemente tépica,
pela alta concentragdo local alcangada, menor risco sisttmico e melhor relagéo custo-
beneficio. A via sisttmica é reservada para otite média ou interna, dor intensa refrataria,
impossibilidade de uso topico, suspeita de disseminacdo ou falha clinica documentada
(Teixeira et al., 2019). A escolha da classe e do veiculo deve considerar a citologia
otoldgica, o aspecto da secrecdo, a integridade timpanica e a presenca de comorbidades;
além disso, a higienizacdo do conduto e o controle de fatores predisponentes e perpetuantes
sdo medidas basais que potencializam a resposta clinica (Cunha, 2003).

Os aminoglicosideos (gentamicina, neomicina, tobramicina) figuram entre os agentes
topicos mais utilizados em formulacBes associadas a corticoide, com boa atividade frente a
bacilos Gram-negativos e parte dos Gram-positivos. Seu uso exige cautela em suspeita de
perfuracdo timpanica, pelo risco de ototoxicidade, e atencdo ao historico de dermatite de
contato mais reportada com neomicina (HILL, D.M, 2023). Na préatica, sdo Uteis em
condutos com secre¢do purulenta e bacilos a citologia, sobretudo em quadros néo
complicados (Souza et al., 2022).

As fluoroquinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina, marbofloxacina, orbifloxacina)
apresentam excelente atividade contra Gram-negativos e alguma acdo sobre Gram-positivos,
com boa penetracdo tecidual. Formulagfes topicas sdo preferidas em otites com bacilos ao
esfregaco e suspeita clinica de pseudomonas, enquanto a via sistémica pode ser indicada em
otite media/interna ou quando ha extensdo para tecidos adjacentes (Greene, 2021; CLSI,
2023; VetCAST, 2022). Em esquemas de resgate, podem ser consideradas quando houve
resposta 6tima a combinac6es anteriores (Souza et al., 2022).
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As polimixinas (polimixina B, colistina) exibem atividade marcada contra Gram-
negativos, incluindo Pseudomonas spp., e sdo frequentemente incluidas em combinagdes
topicas. Por potencial ototoxicidade, recomenda-se evitar seu uso se houver duvida quanto a
integridade da membrana timpanica. Sdo particularmente Gteis em otites com secrecao
purulenta densa, odor acentuado e bacilos abundantes na citologia (Nuttall, 2020; Greene,
2021).

As cefalosporinas (cefalexina, cefpodoxima) sdo empregadas sobretudo por via
sistémica quando ha otite média, ou sinais de extensdo inflamatoria para além do conduto,
com bom desempenho frente a cocos Gram-positivos como Staphylococcus e Streptococcus
(Greene, 2021; CLSI, 2023). O uso topico de cefalosporinas € menos comum e depende de
formulacBes comerciais disponiveis (Nuttall, 2020).

Entre os B-lactdmicos combinados, a amoxicilina/acido clavulanico permanece op¢éo
sisttmica em contextos com predominio de cocos na citologia e envolvimento de tecido
mole peri-auricular, ndo sendo usual seu emprego tépico no conduto (Greene, 2021).

Os fenicois (florfenicol, cloranfenicol) oferecem amplo espectro com acdo sobre
Gram-positivos e alguns Gram-negativos e estdo presentes em géis otoldgicos de liberacédo
prolongada, Uteis para facilitar adesdo (menor frequéncia de aplicacdo) e como alternativas
em esquemas combinados com corticoide e antifingico (Nuttall, 2020; Greene, 2021).

2.4 RESISTENCIA MICROBIANA

A multirresisténcia bacteriana em otites caninas € amplamente reconhecida e
constitui desafio terapéutico crescente na clinica de pequenos animais, especialmente em
quadros crénicos e recidivantes (Greene, 2021; Nuttall, 2020). Entre o0s principais
determinantes destacam-se 0 uso empirico, prolongado ou indiscriminado de
antimicrobianos topicos e sistémicos, a interrupcdo precoce do tratamento e a auséncia de
cultura e teste de sensibilidade (MIC) antes ou durante 0 manejo de casos refratarios (CLSI,
2023; VetCAST, 2022). A adoc¢do de amostragens adequadas e de métodos padronizados é,
portanto, recomendada como prética rotineira em recidivas, falhas terapéuticas e suspeita de
bacilos Gram-negativos (CLSI, 2023). Relatos institucionais também apontam que a falta de
cultura/antibiograma no inicio do tratamento contribui significativamente para a selecdo de

fendtipos multirresistentes (Giovagnorio et al., 2023).
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Do ponto de vista de patogenicidade, a formacdo de biofilme por Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus spp. no conduto auditivo atua como fator perpetuante: a matriz
extracelular polimérica reduz a difusdo de antimicrobianos, protege contra a resposta imune
e favorece a persisténcia de “persister cells”, sustentando inflamacao cronica e refratariedade
clinica (Greene, 2021; Nuttall, 2020). Em paralelo, mecanismos genéticos de resisténcia
intrinsecos e adquiridos — incluem bombas de efluxo, reducdo de porinas e B-lactamases
(p.ex., AmpC) em bacilos Gram-negativos (com destaque para P. aeruginosa), além de
alteracdes de alvo (mutacdo em gyrA/parC para quinolonas), enzimas modificadoras de
aminoglicosideos e PBP alteradas por mecA em Staphylococcus pseudintermedius resistente
a meticilina (MRSP) (CLSI, 2023; VetCAST, 2022; Greene, 2021). Em termos
operacionais, define-se multirresisténcia (MDR) como a ndo suscetibilidade a, no minimo,
um agente em trés ou mais classes de antimicrobianos, critério frequentemente observado

em isolados otoldgicos de casos cronicos (Clsi, 2023; Woah, 2022).

2.5 EXTRATO VEGETAL

Na medicina veterinaria, a busca por fitoterapicos e produtos naturais segue a mesma
tendéncia humana: enfrentar a crescente resisténcia antimicrobiana. Produtos como dleos
essenciais, extratos e derivados vegetais sdao investigados por sua capacidade de oferecer
uma alternativa ou adjuvante no tratamento topico de infec¢des, reduzindo a dependéncia de
antibidticos convencionais e seus riscos de toxicidade local (Fidel Queiroz et al., 2024).

Dentre as opcdes estudadas, destacam-se extratos ricos em fendis e acidos organicos,
capazes de desestabilizar membranas celulares bacterianas, inibir enzimas e interferir na
formagéo de biofilmes (Silva et al., 2024).

O extrato pirolenhoso, também denominado &cido pirolenhoso ou liquido da fumaca,
é um subproduto liquido obtido a partir da carbonizacdo de biomassa vegetal, resultante da
condensacdo dos vapores liberados durante a pirolise (LEE et al., 2022). Sua composic¢ao
quimica é complexa, contendo agua, acidos organicos, fendis, cetonas, aldeidos e outros
compostos com potencial antimicrobiano (NISHIMURA et al., 2023).

Pesquisas recentes indicam que o extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis
apresenta acdo bactericida contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, além de atividade fungicida frente a Candida albicans e Malassezia
pachydermatis (Rodrigues et al., 2024).
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O processo de producdo envolve a pirdlise controlada de madeira ou residuos
lignocelulosicos, realizada entre 200°C e 400°C, com coleta dos vapores condensados em
sistemas de resfriamento (Pereira et al., 2021). O produto bruto passa por um periodo de
decantacdo e maturacdo, que permite a separacdo de fases oleosas e a estabilizacdo quimica
do extrato. Posteriormente, pode ser filtrado e diluido de acordo com a aplicagdo pretendida
(Kim; Park, 2022).

O efeito antimicrobiano do extrato pirolenhoso é atribuido, principalmente, aos
acidos organicos (como &cido acético) e compostos fendlicos (guaiacol, cresol, catecol), que
atuam na desestabilizacdo da membrana plasmaética, desnaturacdo de proteinas e alteracdo do
pH intracelular, levando a morte celular (Zhang et al., 2023). Além disso, sua a¢do
antioxidante e anti-inflamatoéria pode auxiliar na modulacdo da resposta inflamatéria local
(Martins et al., 2022).

Na medicina veterinaria, o extrato pirolenhoso tem sido avaliado como alternativa
terapéutica no tratamento de feridas, dermatites, mastites e otites, devido a sua acdo
antimicrobiana e seguranca quando aplicado topicamente em concentracdes adequadas
(OLIVEIRA et al., 2021). Estudos in vivo em cdes com otite externa demonstraram reducéo
significativa de sinais clinicos como prurido, eritema e secrecdo, sem ocorréncia de efeitos
adversos relevantes (Souza et al., 2024).

Além do uso terapéutico, o extrato pirolenhoso é explorado como sanitizante ambiental em
instalacBes veterinarias e agropecuarias, auxiliando no controle de microrganismos
resistentes (Lee; Kim, 2021).
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CAPITULO I — Potencial do Extrato Pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 como
alternativa fitoterapica no tratamento de otites em caes

Artigo a ser submetido no periddico Veterinary Medicine and Science - Wiley Online
Library

RESUMO

Contexto: A otite externa é uma enfermidade comum na clinica de pequenos animais,
caracterizada por sinais inflamatorios como prurido, eritema, crostas e odor fétido,
frequentemente associados a presenca de bactérias patogénicas, com destaque para
Staphylococcus spp. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia terapéutica do extrato
pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 no tratamento topico de cées com otite externa.
Meétodos: Foram analisadas amostras microbioldgicas e realizados testes de sensibilidade,
em que 25,7% de resisténcia microbiana através do método de difusdo em disco (Kirby-
Bauer). Apds a aplicacdo dos discos contendo os antimicrobianos, as placas foram incubadas
a 37 °C por 24 horas, e 0s halos de inibicdo foram medidos em milimetros com régua
milimetrada.

Resultados: O tratamento com o extrato, aplicado em concentracdo de 12,5%, promoveu
melhora clinica progressiva, em um percentual de 92% de reducdo significativa dos sinais
inflamatorios até o 21° dia, sem ocorréncia de reacdes adversas.

Conclustes: Os resultados indicam que o extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis
1144 apresenta potencial terapéutico como agente fitoterapico adjuvante no tratamento de

otites externas caninas.

Palavras-chave: Otite externa; fitoterapia; Eucalipto; resisténcia bacteriana; extrato

pirolenhoso.


https://onlinelibrary.wiley.com/journal/20531095?msockid=219563f30f2c61d33dbe756a0b2c63a4
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/20531095?msockid=219563f30f2c61d33dbe756a0b2c63a4

28

ABSTRACT

Context: Otitis externa is a common disease in small animal clinics, characterized by
inflammatory signs such as pruritus, erythema, crusts, and foul odor, frequently associated
with the presence of pathogenic bacteria, especially Staphylococcus spp. This study aimed to
evaluate the therapeutic efficacy of pyroligneous extract of Eucalyptus urograndis 1144 in
the topical treatment of dogs with otitis externa.

Methods: Microbiological samples were analyzed and sensitivity tests were performed,
showing 25.7% microbial resistance using the disk diffusion method (Kirby-Bauer). After
applying the disks containing the antimicrobials, the plates were incubated at 37 °C for 24
hours, and the inhibition halos were measured in millimeters using a millimeter ruler.
Results: Treatment with the extract, applied at a concentration of 12.5%, promoted
progressive clinical improvement, with a 92% significant reduction in inflammatory signs
up to the 21st day, without the occurrence of adverse reactions.

Conclusions: The results indicate that the pyroligneous extract of Eucalyptus urograndis
1144 has therapeutic potential as an adjuvant phytotherapeutic agent in the treatment of

canine external otitis.

Keywords: External otitis; phytotherapy; Eucalyptus; bacterial resistance; pyroligneous

extract.
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3. INTRODUCAO

A otite externa é uma afeccdo inflamatoria que acomete a por¢do mais externa do
conduto auditivo de cées, sendo uma das queixas mais frequentes nos atendimentos clinico-
veterinarios. Caracteriza-se por sinais clinicos como prurido auricular, eritema, dor, presenca
de exsudato, odor fétido e, em casos mais avancados, espessamento e hiperplasia do epitélio
condutal. Essa condicdo pode ocorrer de forma aguda ou crénica, sendo influenciada por
diversos fatores predisponentes, como conformacdo anatébmica do pavilhdo auricular,
excesso de umidade, acimulo de cerimen, presenca de corpos estranhos ou higiene
inadequada.

Observa-se um aumento significativo na recorréncia e na cronicidade dos casos de
otite externa em cdes, frequentemente associado a dificuldade terapéutica decorrente da
resisténcia bacteriana. O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos tradicionais,
como gentamicina (SANTOS et al., 2022) e tobramicina (FERREIRA et al., 2021), entre
outros, tem contribuido para a selecdo de cepas menos sensiveis, dificultando o controle da
infeccdo e comprometendo a eficcia dos tratamentos convencionais.

Essa realidade tem impulsionado a busca por alternativas terapéuticas mais
sustentdveis e eficazes, com menor risco de induzir resisténcia. Nesse contexto, substancias
de origem natural, como extratos vegetais e produtos derivados de biomassa (OLIVEIRA et
al., 2023), vém sendo amplamente investigadas por suas propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias e cicatrizantes.

A adocdo de terapias complementares baseadas em compostos naturais pode
representar uma abordagem promissora no manejo da otite externa, especialmente em casos
refratarios (ALMEIDA; COSTA; PEREIRA, 2024), contribuindo para a reducdo do uso de
farmacos sintéticos e para a promogdo da saude auditiva dos animais.

Dentre os compostos naturais que tém despertado crescente interesse na medicina
veterinaria, destaca-se 0 extrato pirolenhoso, também denominado liquido da fumaga ou
acido pirolenhoso. Trata-se de um subproduto obtido durante o processo de carbonizagao
controlada da madeira, por condensacdo da fumaca gerada na pirdlise (Pereira et al., 2021).
Esse extrato contém uma mistura complexa de compostos fendlicos (como guaiacol, cresol e
catecol), acidos organicos (principalmente acido acetico e acido férmico) e aldeidos (como

formaldeido e furfural), que atuam de forma sinérgica conferindo propriedades
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antimicrobianas, antioxidantes e, em alguns casos, anti-inflamatérias (Nishimura; Miyazaki,
2020).

O Eucalyptus urograndis hibrido de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis é
amplamente cultivado no Brasil devido ao seu rapido crescimento e alto rendimento de
biomassa. Além de sua importancia econdmica para a producdo de celulose, apresenta
elevado potencial para a obtencdo de extrato pirolenhoso com acgdo bioldgica relevante
(Souza et al., 2023). De acordo com Ferreira et al. 2024 demonstram que 0 extrato
pirolenhoso € capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo Staphylococcus pseudintermedius, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

No contexto da otite externa canina, essas propriedades sdo particularmente
relevantes, visto que os agentes etioldgicos mais comuns, como Staphylococcus spp. e
Pseudomonas spp., frequentemente apresentam multiplos mecanismos de resisténcia a
antibidticos convencionais (Santos et al., 2022). Assim, a aplicacdo do extrato pirolenhoso
de Eucalyptus urograndis surge como uma estratégia terapéutica promissora, combinando
sustentabilidade por ser derivado de um subproduto florestal, segura, devido a baixa
toxicidade em uso topico nas concentracdes adequadas e com potencial antimicrobiano
comprovado em estudos in vitro e in vivo (Almeida; Costa; Pereira, 2024).

Diante da relevancia clinica da otite externa em cdes e da crescente necessidade por
alternativas terapéuticas eficazes, seguras e ambientalmente sustentaveis, o presente estudo
tem como objetivo avaliar o potencial terapéutico do extrato pirolenhoso de Eucalyptus
urograndis 1144. Dessa forma, o estudo busca contribuir para o desenvolvimento de
estratégias fitoterapicas baseadas em evidéncias cientificas, ampliando as possibilidades

terapéuticas no manejo da otite externa canina.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Os animais utilizados neste experimento foram selecionados a partir de atendimentos
clinicos realizados no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). A inclusdo dos pacientes foi realizada com base na avalia¢ao clinica, mediante a
identificacdo de sinais compativeis com otite externa, tais como: prurido, odor, crostas,

eritema, hiperpigmentacdo e inflamagdo no conduto auditivo externo. O diagnoéstico foi
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confirmado por meio de exame microbiol6gico das amostras otoldgicas coletadas. Apds a
confirmacgéo, os animais foram distribuidos aleatoriamente entre dois grupos experimentais.
A populacdo canina avaliada apresentou idade média de quatro anos, sendo composta

majoritariamente por animais sem raca definida, totalizando 10 machos e 20 fémeas.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO PIROLENHOSO (EP)

O extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144, utilizado nas analises in vitro e
in vivo, foi obtido do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN). O material foi fornecido em sua forma bruta 300 ml, com
concentracdo de 100%, sendo posteriormente diluido em diferentes concentracfes para a
realizacdo dos testes microbioldgicos. Todas as solugdes foram preparadas em condicdes
assépticas e armazenadas em frascos ambar, sob refrigeracédo, até 0 momento do uso.

O extrato pirolenhoso, também conhecido como liquido da fumaca, € um subproduto
resultante da condensacdo dos vapores liberados durante o processo de carbonizagdo
controlada da madeira, geralmente conduzido entre 250 °C e 500 °C em ambiente com
presenca restrita de oxigénio, nessa temperatura ocorre a quebra das ligagdes OH da celulose
e hemicelulose e de alguns grupos metoxila de componentes da lignina, com isso promove-
se uma constituicdo de mistura de hidrocarbonetos e compostos oxigenados, acima desses
valores de temperatura observa-se apenas producdo de GNC (Canal et al., 2016).

A carbonizacdo para producdo do extrato pirolenhoso de Eucalyptus 1144 (EU) foi
conduzida em fornos de alvenaria. Os gases oriundos do leito de carbonizagdo séo
conduzidos por um condensador ciclénico metalico mantido a 25 °C por resfriamento com
agua corrente. Assim, parte da fumaca se liquefaz, rendendo os liquidos brutos da
carbonizacgdo, iniciando-se a recuperacdo desses liquidos em temperaturas de 120 — 180 °C,
concluindo-se o processo de coleta em temperaturas na faixa de 350 — 450 °C. A
recuperacdo dos liquidos brutos da carbonizacdo foi feita a partir de 10 carbonizagdes,
utilizando 500 kg de madeira por carboniza¢do. O total de liquidos condensados brutos
foram mantidos sob refrigeracdo a 4 — 2°C em refrigerador (Consul) até o uso posterior
(Silva, 2022).

O liquido condensado € entdo coletado e submetido a um periodo de repouso,
geralmente entre 3 a 6 meses, para que ocorra a decantacdo de fragcdes indesejadas, como
alcatrGes e dleos pesados. Apos esse periodo, a fracdo clara superior é decantada, filtrada e
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armazenada como extrato pirolenhoso propriamente dito. Esse produto é composto
majoritariamente por &gua, mas também contém acidos organicos, fenois, aldeidos e

cetonas, que Ihe conferem propriedades antimicrobianas e antioxidantes (ABTCP, 2023).

4.3 CITOTOXIDADE

Para avaliar o efeito toxico do extrato pirolenhoso de eucalipto, foram utilizados
fragmentos de pele de canino (9,0 mms3). Para isso, os fragmentos de pele foram
encaminhados ao cultivo in vitro, sob meio essencial minimo modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2% de solucdo de antibidticos-
antimicoéticos, mantidos a 38,5 °C e 5,5% de CO..

Apbs dezesseis dias de cultivo primario, os fragmentos de pele auricular foram
removidos. Quando a confluéncia celular atingiu 90% (em 20 dias), foi realizada a
tripsinizagdo para o subcultivo. Para esse processo, foram recuperadas 1.200.000 —
1.500.000 células/mL, que foram subdivididas em duas placas de 12 pogos, contendo 50.000
células/mL em cada poco.

Uma das placas foi destinada a avaliacdo da viabilidade celular, enquanto a outra foi
submetida ao ensaio metabolico por 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico
(MTT). Durante o subcultivo, as células foram mantidas sob temperatura e atmosfera
modificadas (38,5 °C e 6,5% de CO-) e distribuidas conforme 0s grupos experimentais.

i) Grupo Controle Negativo, ndo receberam qualquer tipo de tratamento;

i1) Grupo Controle Positivo, tratado com ciprofloxacino a 2%;

iii) Grupo Tratado com Extrato Pirolenhoso de Eucalyptus urograndis a 12,5%
(EPEU12).

No experimento, foram realizadas quatro repeti¢cdes para cada grupo analisado. Para
avaliar a viabilidade das células somaticas da pele abdominal de cachorro, estas foram
incubadas com os tratamentos por 10 minutos, tripsinizadas e analisadas quanto as
alterac6es morfoldgicas, viabilidade celular e atividade metabolica.

A morfologia celular foi observada em um microscépio invertido (Leipzig IMX,
PhoenixOptics, Alemanha). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio com azul de
Tripan (0,4%), no qual celulas viaveis (incolores) ndo apresentavam rompimento da

membrana, enquanto células invidveis (coradas em azul) permitiam a penetracdo do corante.
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A quantificacéo celular foi realizada em cadmara de Neubauer, permitindo o célculo da taxa
de viabilidade celular:
Percentual de células viaveis = (n° de células vivas / n° total de células contadas) x 100.

Por outro lado, o metabolismo celular foi avaliado por meio do ensaio colorimétrico
de MTT. Para isso, células sométicas foram incubadas com 5 mg/mL de MTT por 3 horas,
em uma concentragdo de 5 x 10* células/mL. Apds esse periodo, a solucdo de MTT foi
removida e substituida por 1,0 mL de DMSO para solubilizacdo dos cristais de formazan
formados. A leitura colorimétrica foi entdo realizada em um espectrofotémetro (UV-M51,

Bel Photonics, Italia) a uma absorbancia de 595 nm.

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos foram desenvolvidos de acordo com bem estar animal e
aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA) sob o parecer N°03/2024.

4.5 COLETAE IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

As amostras foram coletadas com auxilio de suabes estéreis, sendo posteriormente
encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia Veterinaria (LAMIV) em recipiente
fechado e resfriado para processamento, efetuando a histologia, cultivo e provas bioquimicas
(MacFadin, 2006).

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRAGAO BACTERIANA MINIMA (CBM)

Todos os microrganismos identificados foram mantidos em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Kasvi) sob refrigeragdo, sendo, antes de cada ensaio, cultivados em estufa de
circulagdo de ar a 37 + 1 °C por 24 horas, com 0o mesmo meio de cultura em estufa
bacteriologia (Fanem). Posteriormente, realizou-se o processo de preparacdo de cada indculo
microbiano. Para isto, com o auxilio de uma pipeta automatica (Digipet), foram retiradas
aliquotas de 1ml do cultivo das Gltimas 24 horas e transferidas para novos tubos de ensaio

contento 0 mesmo meio de cultura estéril. A adequacdo da concentracdo das células
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bacterianas nos indculo foi feita como auxilio de um espectrofotdmetro (Biospectro SP-22)
no comprimento de onda de 630 nm, onde o valor de sua leitura esteve entre 0,08 e 0,1,
correspondendo a escala nimero 0,5 de MacFarland (densidade de 1,5 x 10° células por
mL).

Em seguida, foram adicionados em cada poco das microplacas 100 puL de meio de
cultura BHI. Posteriormente, foram feitas as dilui¢ces seriadas de cada pogo, partindo-se da
concentracdo de 50% até 1,56% (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56% de extrato). Apos as
diluicdes, foram adicionados em cada poco 5 pL de cada inoculo microbiano
correspondente. Em seguida, as microplacas foram incubadas em estufa de circulagéo de ar a
37 £ 1 °C por 24 horas.

Posteriormente, foi realizada a leitura em leitor de microplacas (Kasuaki) para
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). As placas foram submetidas a leitura
no leitor de placas para registro das absorbancias, visando trazer dados quantitativos do
comportamento microbiano frente & cada concentracdo avaliada. Todos os testes foram feitos
em triplicata. O controle positivo foi realizado utilizando-se a ciprofloxacino a 2 %.

A determinacdo da concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada a partir da
CIM de cada microrganismo onde as solugfes bacterianas presentes no poco da CIM foram
semeadas em placa de Petri contendo meio de cultura Agar Brain Heart Infusion. As placas
foram incubadas em estufa de circulacdo de ar a 37 + 1 °C por 24 horas. Posteriormente,
para determinacdo da CBM, tinha-se como critério a auséncia de coldnia microbiana de cada

concentracdo semeada.

4.7 TESTE IN VIVO

O teste in vivo foi realizado para verificar a eficacia do extrato pirolenhoso a base de
E. urograndis 1144 em animais com otite bacteriana.

O primeiro grupo, composto por 15 animais, recebeu tratamento com uma
formulacdo contendo extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 determinado in
vitro. O segundo grupo com 15 animais e utilizado como controle positivo, foi tratado com
uma solucdo otoldgica convencional & base de ciprofloxacina a 2%. Durante o periodo
experimental de 21 dias, a coleta de material foi realizada a cada sete dias, sendo os dias 0,
7, 14 e 21. Para isso, utilizou-se um suabe estéril para a obtencdo da secrecdo do pavilhdo

auricular, que posteriormente foi submetida a contagem bacteriana.
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A secrecdo coletada de cada animal nos dias determinados era adicionada em 2ml de
agua destilada. Em seguida, 20 pL da suspensdo inicial era coletada e adicionada ao primeiro
poco contendo 180 uL, gerando diluigdes seriadas de 107!, 102 ¢ 1072

Posteriormente, 20 pl. de cada diluicdo foram transferidos para placas de Petri
contendo Plate Count Agar (PCA). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds o
periodo de incubacdo, realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC),
expressa em Logio UFC (Logie UFC). O procedimento adotado seguiu a metodologia
descrita por Miles et al. (1938).

Essa abordagem permitiu acompanhar a resposta terapéutica e a evolugdo do quadro
infeccioso ao longo do tratamento.

4.8 RESISTENCIA BACTERIANA

Os microrganismos identificados foram submetidos ao teste de sensibilidade
antimicrobiana através do método de difusdo em disco (Kirby-Bauer), conforme as diretrizes
do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (VETO08, 2023). As suspensdes
bacterianas foram ajustadas a turbidez equivalente ao padrdo McFarland 0,5 e inoculadas em
agar Mueller-Hinton. uma aliquota de cada cepa bacteriana foi adiciona a placa de Petri
contendo Agar Muller Hinton. Posteriormente foi adicionar os discos de antimicrobiano. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e 0s halos de inibicdo foram medidos em
milimetros com régua milimetrada.

Os antimicrobanos testados foram selecionados de acordo com sua frequéncia de uso
na rotina clinica de otites externas caninas e incluiram representantes de diferentes classes:
(ceo) cefoxitina, (ami) amicacina, (nor) norfloxicina, (amp) ampicilina, (gen) gentamicina,
(sut) sulfazotina, (cip) ciprofloxacino, (cro) ceftriaxona, (amc) amoxicilina+clavulanato,
(ofx) orfloxacino e (nit) nitrofurantoina.

A interpretacdo dos resultados seguiu os pontos de corte (breakpoints) descritos pelo
BR CAST (2025), classificando os isolados como sensiveis (S), intermediarios (1) ou
resistentes (R).

Em casos em que ndo existiam breakpoints especificos para a espécie animal ou para
0 sitio anatdmico, foram utilizados parametros adaptados a partir de valores epidemiologicos
e de referéncias da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing —
EUCAST/VetCAST (2025).
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Os resultados foram tabulados e expressos em percentuais de sensibilidade e
resisténcia para cada agente antimicrobiano e micro-organismo isolado. Considerou-se
multirresistente (MDR) o isolado resistente a trés ou mais classes distintas de
antimicrobianos, conforme definicdo proposta pela World Health Organization (WHO,
2024).

Além disso, os resultados do antibiograma foram correlacionados com as
observacdes clinicas e citologicas dos pacientes, permitindo avaliar a relacao entre o perfil

de resisténcia e a evolucdo terapéutica dos casos.

4.9 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

A avaliacgdo clinica otologica consistiu em uma inspecdo do conduto auditivo externo e
do pavilhdo auricular, com o objetivo de identificar alteragdes compativeis com otite
externa. Os sinais clinicos observados incluiram prurido, eritema, crostas, odor e balancar
cabeca. Paralelamente, os tutores foram questionados sobre o grau dos sinais clinicos
percebido nos animais, utilizando-se a Escala Visual Analdgica (VAS — Visual Analog

Scale), conforme abaixo representada.

Tabela 1: Descricao do parametro de clinico de acordo com a escala visual analégica

Parametro clinico Descrigéo Escala de observacéo (0 a 3)
Prurido Coceira ou desconforto na orelha 0 = ausente; 3 = intenso
Eritema Vermelhidao na pele do conduto auricular 0 = ausente; 3 = intenso
Crostas Presenca de secrecdo seca ou aderente 0 = ausente; 3 = abundante

Odor Cheiro fétido proveniente da orelha 0 = ausente; 3 = forte

Balancar cabeca  Frequéncia do comportamento observado 0 = ausente; 3 = frequente

Fonte: Autoria propria (2026).

Todos os dados clinicos foram registrados em ficha de anamnese (material
suplementar A), e fotografias documentais foram realizadas para acompanhamento da
evolucéo clinica de cada paciente ao longo do estudo.

Antes da inclusdo no experimento, os tutores foram devidamente informados sobre 0s
objetivos, procedimentos, beneficios e possiveis riscos da pesquisa, e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (material suplementar B), conforme exigido
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pela legislagdo vigente. O estudo seguiu as diretrizes éticas estabelecidas pela Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, que dispOe sobre o uso de animais em atividades de ensino e
pesquisa cientifica, bem como as normas do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. A
participacdo dos animais s6 foi autorizada apds a assinatura formal do TCLE por seus

responsaveis legais.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos ensaios de citotoxidade foram expressos como média + erro
padrdo da meédia (EPM), com trés repeticdes independentes, e analisados no software
GraphPad Prism®, versdo 9.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade das variancias (homoscedasticidade) foi verificada com o teste de Levene ao
nivel de 5% de significancia. Como os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, foi
aplicada a transformacdo logaritmica (logig) para adequacdo a analise paramétrica. Em
seguida, os dados transformados foram novamente analisados por ANOVA, seguida do teste
de Tukey (P < 0,05). A média dos sinais clinicos foram comparadas, usando o teste t de
Student ao nivel de 5% de significancia.

A contagem bacteriana foi submetida & analise de varidncia (ANOVA) no
Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC), e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se um nivel de significancia de 5% (P < 0,05),
utilizando o software Sisvar, versdo 5.6 (Ferreira, 2000).

As informacdes clinicas obtidas nas avaliacbes semanais foram registradas em

planilhas do Microsoft Excel® e tratadas usando a estatistica descritiva.
5. RESULTADOS
5.1 CITOTOXIDADE
Foram utilizados oito fragmentos de pele de um Unico animal, que foram distribuidos
em duas placas de cultivo in vitro. Durante o processo, observou-se que todos os fragmentos

(100%) aderiram as placas em até dois dias. O desprendimento celular ocorreu ap6s quatro

dias de cultivo in vitro (Fig. 1a).
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ApoGs sete dias, observou-se um crescimento celular progressivo (Fig. 1b). Aos
dezesseis dias de cultivo primério (Fig. 1c), os fragmentos de pele foram removidos, e as
células permaneceram em cultivo in vitro até atingirem 100% de confluéncia celular. Em
seguida, foi realizado o subcultivo, e as céelulas foram distribuidas em quadruplicata nos
seguintes grupos experimentais: i) Controle negativo; ii) Controle positivo; e iii) Extrato
pirolenhoso de eucalipto (EPEU12) (Fig. 1d-e).

Portanto, na andlise morfoldgica, ndo foram observadas alteracdes fenotipicas nas
células somaticas da pele abdominal de cachorro. As células mantiveram morfologia
semelhante ao padrdo fusiforme, com confluéncia aparente. A densidade celular permaneceu
homogénea, sem sinais de retracdo, arredondamento ou morte celular, tanto nos grupos néo

tratados quanto nos tratados com ciprofloxacino e EPEU12 (Fig. 1d’-¢’).
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Figura 1: Avaliacdo morfoldgica de células somaticas da pele de abddmen de cachorro antes
e ap6s 10 minutos de exposicdo a ciprofloxacino e EPEU12. (a) Explante ap6s quatro dias
de cultivo primario. (b) Cultivo primario de células somaticas da pele de abdémen de
cachorro apos sete dias. (c) Cultivo primarios de explantes de pele abdominal de cachorro
apos dezesseis dias de cultivo in vitro. (d-d”) Representacdo de células somaticas sem
nenhum tratamento (Controle negativo). (e-¢’) Representacdo de células somaticas antes e
apos o tratamento por ciprofloxacino 2% (Controle positivo). (f-f*) Representacdo de células
somaticas antes e ap0s o tratamento com extrato pirolenhoso de eucalipto na concentragao
de 12,5% (EPEU12). Barra de escala = 50 um. Aumento do microscopio = 20x.
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Embora ndo tenham sido observadas alteragdes morfoldgicas nas células somaticas, o
ensaio de citotoxicidade com azul de Tripan revelou uma redugdo significativa na
viabilidade celular apds a exposicédo ao ciprofloxacino, em comparacgédo ao controle negativo
e a0 EPEU12 (Tabela 1; Fig. 2a). No entanto, no ensaio de MTT, ndo foram observadas
diferengas significativas, com as células mantendo atividade metabdlica superior a 90%
(Tabela 2; Fig. 2b).

Tabela 2: Viabilidade avaliada pelo ensaio de azul de Trypan das células somaticas da pele
de abddémen de cachorro cultivadas in vitro ap6s 10 min de incubagdo com ciprofloxacino e
EPEU12.

Grupos Experimentais Viabilidade Celular (%0) Valor de P do teste
Controle Negativo 81,32 +2,73°
Controle Positivo 67,95 + 2,15° 0,0038
EPEU12 83,30 + 2,63

Valores expressos como média * erro padrdo (EP).

Tabela 3: Atividade metabolica avaliada pelo ensaio de MTT das células somaticas da pele
do abdémen de cachorro cultivadas in vitro apds 10 min de incubagdo com ciprofloxacino e
EPEU12.

Grupos Experimentais Atividade metabdlica (%0) Valor de P do
teste
Controle Negativo 95,25 + 3,82
Controle Positivo 91,00 + 3,32 0,4434
EPEU12 96,50 + 1,55

Valores expressos como média + erro padréo (EP).
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Figura 2: Viabilidade e atividade metabdlica de células somaticas da pele do abdémen de
cachorro ap6s o tratamento com ciprofloxacino e EPEU12. (a) Anélise da viabilidade por
ensaio azul de Tripan. (b) Ensaio da atividade metabélica por colorimetria de MTT. #* As
letras subscritas indicam diferencas significativas entre os grupos avaliados.
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5.1.1 Identificacdo bacteriana

Foram analisadas 30 amostras microbioldgicas obtidas de cdes com diagndstico
clinico de otite externa. A partir dessas amostras, foi identificado diferentes géneros
bacterianos, com predominancia de cocos Gram-positivos. O principal agente isolado foi o
Staphylococcus spp., identificado em 13 (43,3%), evidenciando sua elevada participagdo na
etiologia da otite externa nos animais avaliados.

Outros microrganismos com frequéncia significativa foram os pertencentes ao
género Enterobacter spp., totalizando 5 isolados (16,7%), e Klebsiella spp, com 3 isolados
(10%). Também foram identificados microrganismos em menor propor¢cdo, C€OMo
Stomatococcus spp. (6,7%), Planococcus spp. (3,3%), Acinetobacter spp. (3,3%),
Citrobacter freundii (3,3%), Rothia mucilaginosa (3,3%), Pantoea agglomerans (3,3%) e
Aerococcus spp. (3,3%).

A Tabela 4 apresenta a distribuicdo dos microrganismos isolados nas amostras

coletadas.
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Tabela 4: Frequéncia dos microrganismos isolados de cdes com otite externa (n = 30)

Microrganismo Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Staphylococcus spp. 13 43,3%
Enterobacter spp. 5 16,7%
Klebsiella spp./ 3 10,0%
Stomatococcus spp. 2 6,7%
Planococcus spp. 1 3,3%
Acinetobacter spp. 1 3,3%
Citrobacter freundii 1 3,3%
Rothia mucilaginosa 1 3,3%
Pantoea agglomerans 1 3,3%
Aerococcus spp. 1 3,3%
Total 30 100%

Fonte: Autoria propria (2026).

Esse resultado evidencia a diversidade microbiana envolvida nos casos de otite externa
em cdes, com destaque para 0s cocos Gram-positivos, notadamente 0 género
Staphylococcus, que se mostrou 0 mais prevalente.

5.1.2 Determinacéo da CIM e CBM

A acdo do EP em cées com otite estéo descritas na tabela 5.

Tabela 5: Os resultados da determinacdo da concentracdo utilizada de extrato pirolenhoso
nos animais estdo descritos na tabela abaixo:

Microrganismo CIM CBM

Staphylococcus spp. 12.5% 25%

Enterobacter spp. 12.5% 25%
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Microrganismo CIM CBM
Klebsiella spp. 12.5% 25%
Stomatococcus spp. 12.5% 25%
Planococcus spp. 12.5% 25%
Acinetobacter spp. 12.5% 25%
Citrobacter freundii 12.5% 25%
Rothia mucilaginosa 12.5% 25%
Pantoea agglomerans 12.5% 25%
Aerococcus spp. 12.5% 25%

*Foi utilizada a concentracdo de 12,5% em animais devidos aos resultados obtidos em
relacdo aos microrganismos citados na tabela.

Fonte: Autoria propria (2026).

5.1.3 Teste in vivo

A andlise descritiva das contagens bacterianas in vivo esta descrito na figura 3,
demonstrou que tanto o extrato pirolenhoso quanto a ciprofloxacina (2%) promoveram
reducdo significativa das colénias microbianas ao longo do tratamento.

Observa-se a evolugéo da carga bacteriana nos condutos auditivos direito e esquerdo
dos animais tratados com ambas as terapias. O extrato pirolenhoso apresentou reducao
progressiva, observando a média de 140 para 40 unidades formadoras de colénias (UFC) no

ouvido direito e de 130 para 35 UFC no esquerdo entre os dias 0 e 21.
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Figura 3: Média da contagem de UFC (transformada em log10) dos ouvidos dos
animais avaliados
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*Médias seguidas de mesma letra nas colunas do grafico, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria (2026).

Na figura 4, a andlise foi expressa em percentual de evolucdo clinica positiva,
considerando a remissdo dos sintomas clinicos, permitindo comparacdo direta da eficacia
entre os tratamentos. O extrato pirolenhoso, por sua vez, apresentou evolucdo gradual e
consistente, atingindo indices proximos a 70% no ouvido direito e 73% no ouvido esquerdo

no periodo de 21 dias, evidenciando potencial terapéutico relevante.
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Figura 4: Percentual de remissdo da otite quanto aos tratamentos nos ouvidos direito e
esquerdo.
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*Médias seguidas de mesma letra nas linhas do gréafico, ndo diferem entre si, pelo teste T de Student ao nivel
de 5% de probabilidade (p<0,05).

Fonte: Autoria propria (2026).

A analise estatistica por meio da ANOVA ndo indicou diferenca significativa entre 0s
grupos tratados (F = 0,66; p = 0,447). Esse achado sugere que, embora a ciprofloxacina (2%)
tenha promovido uma eficacia clinica mais réapida, o extrato pirolenhoso apresentou
desempenho semelhante em termos de eficacia global ao longo do periodo avaliado,

configurando-se como alternativa viavel no manejo da otite externa.

5.1.4 Perfil de Resisténcia das Bactérias Isoladas

A anélise do perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados demonstrou variagdo
consideravel na resposta aos farmacos testados. Conforme apresentado na Tabela 6, 0s
antimicrobianos que se destacaram com maior taxa de resisténcias foram eritromicina e
sulfa-trimetropim (60%), seguido por amicacina e cefovecina (33,3%) enorfloxacino e
ampicilina (26,66%) dos isolados. Esses achados reforcam a necessidade de monitoramento
continuo da resisténcia bacteriana, uma vez que a variabilidade no perfil de resposta

antimicrobiana pode comprometer a eficacia terapéutica em casos clinicos de otite externa.
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Tabela 6: Perfil de resisténcia dos isolados quanto ao antimicrobianos

Antibidticos Resisténcias
Eritromicina 60,0%
Sulfa-trimetropim 60,0%
Cefovecina 33,33%
Amicacina 33,33%
Norfloxacino 26,67%
Ampicilina 26,67%

Fonte: Autoria propria (2026).

5.1.5 Avaliacéo Clinica

A figura 5 apresenta e demonstra a evolugdo dos sinais clinicos de otite externa em
caes submetidos aos tratamentos com ciprofloxacina 2% e extrato pirolenhoso de Eucalyptus

urograndis, avaliados nos dias 0, 7, 14 e 21.
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Figura 5: evolucdao dos sinais clinicos prurido, dor a palpacéo, balancar de cabeca, odor,

eritema e exsudato ao longo dos dias 0, 7, 14, 21 de tratamento com ciproflaxacina a 2%

e extrato pirolenhoso 1144 a 12,5.
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No inicio do tratamento (Dia 0), todos o0s animais apresentavam prurido intenso,
eritema, dor a palpacéo, balancar a cabeca. J& no 7° dia, ambos os grupos exibiram reducéao
significativa do nimero de cdes com prurido, sendo o declinio mais acentuado no grupo
tratado com o extrato pirolenhoso. A partir do 14° dia, 0 numero de animais sintomaticos
com prurido, eritema, dor a palpacgdo, balancar a cabeca apresentou declinio, e no 21° dia,
ndo havia sintomas em ambos 0s grupos, sugerindo eficcia equivalente na redugdo da
irritacdo auricular.

O padrdo semelhante das curvas indica resposta clinica equivalente, com resolucéo
total do desconforto auricular até o 21 dia. O comportamento das curvas sugere que o extrato
pirolenhoso possui efeito antimicrobiano o comparavel ao da ciprofloxacina, sem causar

reacOes adversas locais (p<0,05).

6. DISCUSSAO

6.1 CITOTOXIDADE

A andlise comparativa entre os tratamentos avaliados demonstrou que, embora ndo
tenham sido observadas alteracbes morfoldgicas evidentes nas células, o ciprofloxacino
apresentou um impacto citotoxico significativo, reduzindo a viabilidade celular ja nos
primeiros 10 minutos de exposicdo. Esse achado é compativel com estudos anteriores que
descrevem os efeitos colaterais do ciprofloxacino sobre células eucaridticas, atribuidos a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), inibi¢do da topoisomerase Il mitocondrial
e consequente dano ao DNA celular (Zhang et al., 2021).

Em contrapartida, o extrato pirolenhoso de eucalipto demonstrou um perfil de
seguranca celular mais favoravel, com manutencdo da viabilidade acima de 80%, indicando
baixa citotoxicidade aguda. Essa diferenca € particularmente relevante do ponto de vista
terapéutico, pois sugere que o0 extrato possui potencial antimicrobiano com menor risco de
lesdo celular, especialmente em tecidos sensiveis como o epitélio do conduto auditivo
externo, onde é desejavel uma acéo seletiva contra patogenos.

A auséncia de diferenca morfologica entre os grupos pode ser explicada pela limitagdo
temporal da analise e pela sensibilidade do método utilizado para deteccdo de alteracbes
estruturais. Sabe-se que algumas formas de morte celular, como a apoptose, podem ocorrer

sem alteracBes morfologicas perceptiveis nos estagios iniciais (Elmore, 2007). Por isso,
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como proposto, ensaios adicionais que discriminem apoptose de necrose, COmo marcagao
com anexina V, iodeto de propidio ou avaliacdo de caspases, seriam indicados para
esclarecer o mecanismo de acao do ciprofloxacino sobre as células expostas.

Além disso, a avaliacdo da viabilidade em tempos prolongados de cultivo in vitro,
associada a capacidade de regeneracdo celular, poderia contribuir para compreender se 0s
efeitos deletérios observados sdo reversiveis ou permanentes, fator crucial para aplicacdo
clinica. Como sugerem Kim et al. (2020), a citotoxicidade observada em ensaios agudos
nem sempre se traduz em efeitos cronicos, sendo necessaria uma abordagem integrativa
entre ensaios in vitro e modelos tridimensionais ou in vivo.

Estudos com fitoterapicos realizado por Feijo et al. (2022), observaram a eficiéncia do
extrato pirolenhoso de Jurema Preta (Mimosa tenuiflora), como antisséptico em gatos (Felis
Catus) submetida a ovariosalpingohisterectomia, e foi determinada a auséncia de

citotoxicidade, com reducdo do numero de bactéria ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

6.1.1 Identificacdo bacteriana

A analise microbioldgica das amostras coletadas revelou predominancia de bactérias
do género Staphylococcus spp. seguidas por Enterobacter spp. Klebsiella spp. e outras
espécies isoladas em menor frequéncia, como Stomatococcus spp., Planococcus spp.,
Acinetobacter spp., Citrobacter freundii, Rothia mucilaginosa, Pantoea agglomerans e
Aerococcus spp. Esses resultados corroboram com os resultados descritos na literatura, que
apontam o género Staphylococcus como o principal agente envolvido em casos de otite
externa canina, tanto em infecgdes primarias quanto secundarias (Oliveira et al., 2022; Kang
et al., 2020; Rusch et al., 2021).

O predominio de Staphylococcus spp. e justificado ao género compor a microbiota
comensal da pele e do conduto auditivo dos cées, sendo oportunista em situacGes que
envolvem desequilibrio imunoldgico, umidade, acimulo de cerimen ou lesdes mecanicas.
Quando ocorre alteracdo das condicdes fisioldgicas do epitelio auricular, como aumento da
temperatura, pH e umidade, esses microrganismos encontram ambiente favoravel para
multiplicacéo e colonizacdo patogénica (Nardoni et al., 2020). E a ocorréncia dos sintomas
clinicos como: prurido e crosta observados devido a capacidade de formar biofilmes,
mecanismo que confere maior resisténcia a fagocitose e a acdo de antimicrobianos (Kim et
al., 2021).
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A presenca de bactérias Gram-negativas, como Enterobacter spp. e Klebsiella spp. ,
reforca o carater misto e multifatorial das otites externas, especialmente em casos cronicos.
Esses patdgenos oportunistas geralmente colonizam o conduto auditivo apés o uso
prolongado de antibidticos topicos ou sistémicos, que desequilibram a flora bacteriana
natural e selecionam microrganismos mais resistentes (Ferreira et al., 2021; Ribeiro et al.,
2023). Tais espécies apresentam mecanismos de resisténcia como produgao de B-lactamases,
modificacdo de alvos enzimaticos e efluxo ativo de farmacos, dificultando o controle clinico
e aumentando a necessidade de terapias alternativas (Costa et al., 2022).

O isolamento de bactérias menos frequentes, como Stomatococcus spp.,
Acinetobacter spp.e Citrobacter freundii , evidencia a diversidade microbiana que pode estar
envolvida na infeccdo, especialmente em animais com historico de otite recorrente ou
crénica. O género Acinetobacter, por exemplo, € amplamente reconhecido pela sua
resisténcia intrinseca e capacidade de sobreviver em ambientes hospitalares, podendo ser
associado a casos de infeccdo secundaria em cées sob tratamento prolongado (LEWIS et al.,
2022). Ja Citrobacter freundii e Pantoea agglomerans sdo bacilos entéricos que podem atuar
como contaminantes ambientais ou agentes ocasionais de infeccdo, principalmente em caes
que vivem em ambientes Umidos ou com pouca higiene auricular (Garcia et al., 2021).

A deteccdo de Rothia mucilaginosa e Aerococcus spp., apresenta seu maior fator de
viruléncia a producgéo de biofilme adesinas e hemolisinas, respectivamente (Bens; Dietrich,
2024). Isso reforca a importancia de se considerar a condi¢do clinica e o historico

terapéutico do paciente na interpretacdo dos resultados microbioldgicos (Santos et al., 2024).

6.1.2 Perfil de resisténcia

A resisténcia bacteriana é a sua capacidade de escapar de mecanismos bactericidas e
bacteriostaticos de um antibidtico especifico, 0 que se reflete nas suas caracteristicas
estruturais e funcionais (Blair et al., 2015). Nesse contexto, € justificada a adocdo de
protocolos de identificagdo da sensibilidade microbiana antes da eleicdo de um farmaco na
terapéutica das infec¢des do conduto auditivo (Cunha et al., 2019).

Os antimicrobianos que se destacaram com maior taxa de resisténcias foram
eritromicina e sulfa-trimetropim (60%), seguido por amicacina e cefovecina (33,3%)

enorfloxacino e ampicilina (26,66%) dos isolados.
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Conforme Oliveira et al. (2006) e Penna et al. 2010, a baixa eficicia do tratamento
para otites, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, foi descrita para
eritromicina, penicilina, neomicina e sulfas enquanto os farmacos ciprofloxacina e
tobramicina apresentaram maior capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano (Oliveira
et al. 2005).

Para as quinolonas, embora Pseudomonas. aeruginosa tenha sido resistente a
enrofloxacina, conforme descrito por Lyskova et al. (2007); Bourély et al. (2019) e Mekic et
al. (2011), porém ndo foi verificado o mesmo fenémeno para ciprofloxacina neste estudo. O
uso excessivo das quinolonas em procedimentos de antibioticoterapia dos cées pode explicar
a resisténcia a enrofloxacina e, talvez no futuro, a ciprofloxacina (Bourély et al., 2019 e
Mekic et al., 2011).

Esses achados reforcam a necessidade de monitoramento continuo da resisténcia
bacteriana, uma vez que a variabilidade no perfil de resposta antimicrobiana pode

comprometer a eficicia terapéutica em casos clinicos de otite externa.

6.1.3. Determinacdo da CIM e CBM

O extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis apresentou atividade antimicrobiana
expressiva frente a todos 0s microrganismos avaliados, indicando agdo tanto bacteriostati a
quanto bactericida. Esses achados sugerem que os compostos bioativos presentes no extrato
possuem amplo espectro de acdo, atuando sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
0 que corrobora estudos prévios que destacam a eficicia antimicrobiana dos subprodutos da
pirdlise da madeira (Huang et al., 2021; Kim et al., 2021; Li et al., 2024).

A capacidade inibitdria uniforme entre os diferentes géneros bacterianos indica que a
composigdo quimica do extrato com indice elevados em &cido acético, fendis, guaiacol,
cresois e aldeidos que possui efeito bacteriostatico e bactericida consistente, atuando na
desorganizacdo da membrana citoplasmatica, desnaturacdo proteica e alteracdo da
permeabilidade celular (Wu et al., 2022; Yang et al., 2023).

O valor de CIM de encontrado é compativel com resultados de outros estudos
envolvendo extratos pirolenhosos vegetais. Chukeatirote e Jenjai (2018), ao avaliarem o
extrato pirolenhoso de Dimocarpus longan, relataram CIMs variando entre 0,125 e 0,250
mg/mL para Staphylococcus aureus, E. coli e Salmonella spp. Em ambos os resultados
apontam para uma forte acdo antimicrobiana dependente da composicéo quimica e do pH do
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extrato. De forma semelhante, Gao et al. (2023) observaram que o extrato pirolenhoso de
Bambusa vulgaris apresentou CIMs de 0,062 a 0,125 mg/mL para E. coli e Pseudomonas
aeruginosa, e valores mais elevados (0,250 mg/mL) para Staphylococcus aureus, destacando
a maior sensibilidade das Gram-negativas frente aos compostos fendlicos.

A atividade uniforme frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sugere
que o extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis apresenta composicdo quimica
equilibrada e alta concentracdo de principios ativos, independentemente da espessura da
parede celular bacteriana.

No entanto, conforme relatado por Abas et al. (2018) e Desvaux et al. (2018),
diferengas estruturais entre os tipos de bactérias podem influenciar 0 modo de acdo: as
Gram-negativas, por apresentarem parede celular mais delgada e camada externa lipidica
menos espessa, tendem a ser mais suscetiveis a penetracdo dos compostos hidrofébicos do
extrato; ja as Gram-positivas, por possuirem uma espessa camada de peptidoglicano e &cido
teicoico, mostram resisténcia maior que bactérias gram-negativas.

Ainda assim, a equivaléncia dos valores de CIM e CBM entre todos os
microrganismos demonstra que o0 extrato pirolenhoso atua de forma ndo seletiva,
apresentando acdo bactericida generalizada. Essa propriedade é particularmente relevante
em infec¢Bes polimicrobianas, como as otites externas caninas, nas quais frequentemente
coexistem Staphylococcus spp., Enterobacter spp. e Klebsiella spp., microrganismos
também isolados no estudo (Silva, 2022).

A concentracdo inibitéria minima foi, portanto, considerada ideal para o uso in vivo
nos animais, por representar um ponto de equilibrio entre eficacia antimicrobiana e
seguranca topica, evitando potenciais efeitos irritantes associados a concentragdes mais
elevadas de fenois e acidos organicos. Estudos prévios em modelos experimentais indicam
que concentracfes entre 10 e 20% de extrato pirolenhoso apresentam boa acdo
antimicrobiana e baixa citotoxicidade, sendo compativeis com tecidos epiteliais (Roy; Dutra,
2021; Santos et al., 2024).

6.1.4 Teste in vivo

A anélise da contagem bacteriana média nos dias 0, 7 e 14 demonstrou que tanto o
extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis quanto o ciprofloxacino a 2% promoveram

reducdes expressivas da carga microbiana ao longo do tratamento.
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Embora o ciprofloxacino a 2% tenha exibido resposta que mais rapida,
possivelmente em funcdo do seu mecanismo de acéo direto sobre a DNA girase bacteriana
(Guimardes et al., 2022), o desempenho final do extrato pirolenhoso foi equivalente,
sugerindo que este pode representar uma alternativa viavel ou complementar ao tratamento
convencional. Achados semelhantes foram relatados por Lima et al. (2021) e Oliveira et al.
(2023), que observaram reducéo significativa da carga bacteriana em infeccGes cutaneas e
auriculares de animais tratados com extrato pirolenhoso de Eucalpytus associando esse
efeito a presenca de compostos fendlicos e &cidos organicos com reconhecida acao
antimicrobiana.

Ao considerar a média geral entre os dois tratamentos, observou-se declinio continuo
de, confirmando que ambos o0s protocolos terapéuticos foram efetivos. Esse padrdo de
reducdo, com manutencdo da queda bacteriana ao longo do tempo, é fundamental para evitar
recidivas, especialmente em quadros de otite externa, nos quais a persisténcia do agente
etioldgico contribui para a cronificacdo da doenca (Carvalho et al., 2020).

A equivaléncia final dos tratamentos reforca a hipdtese de que o extrato pirolenhoso
pode ser incorporado como recurso terapéutico na medicina veterinaria, seja como
monoterapia em casos leves e moderados, seja como coadjuvante em protocolos
antimicrobianos convencionais, contribuindo para a reducdo do uso indiscriminado de
antibioticos e, consequentemente, para o controle da resisténcia bacteriana (Ferreira et al.,
2023; Santos et al., 2024).

O extrato pirolenhoso apresentou resposta gradual, porém consistente, atingindo
indices proximos a 70% de eficiéncia clinica ao final de 21 dias. Foi observado uma reducédo
mais lenta quanto a evolucgéo clinica quando utilizado 12/12 horas quanto a ciprofloxacina a
2%, demonstrando ag&o antimicrobiana significativa, corroborando estudos que apontam o
potencial terapéutico do extrato pirolenhoso como alternativa natural frente ao aumento da
resisténcia bacteriana (Silva et al., 2022; Santos et al., 2024). Compostos fenolicos e acidos
organicos presentes no extrato atuam na desnaturacdo de proteinas e na alteracdo da
permeabilidade da membrana bacteriana, justificando a reducdo progressiva das colénias

observada in vivo (Ferreira et al., 2020; Lima et al., 2025).
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6.1.5 Sinais clinicos

A avaliacéo clinica dos cédes acometidos por otite externa revelou elevada frequéncia
de sinais compativeis com processos inflamatorios e infecciosos do conduto auditivo
externo, em consonancia com o descrito na literatura (Santos et al., 2024; Costa et al.,
2022).

Os sinais mais prevalentes foram prurido intenso, eritema, crostas e odor fétido,
manifestacdes classicas que refletem a resposta inflamatéria exacerbada e a possivel
presenca de agentes etioldgicos oportunistas, como Staphylococcus spp. e bactérias Gram-
negativas (Oliveira et al., 2023).

O prurido destacou-se como o sintoma mais recorrente, presente em 100% dos
animais no inicio do estudo. A persisténcia desse sinal, mesmo ap0s tratamentos
convencionais prévios, confirma a dificuldade de manejo clinico em quadros crénicos ou
recidivantes, conforme ja discutido por Rodrigues et al. (2021). Ao décimo quarto dia, 86%
dos cées apresentaram reducéo significativa do prurido e do eritema, evidenciando resposta
positiva ao tratamento com extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis. 1144 a 12,5%. A
auséncia do prurido pode estar relacionada a acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria
atribuida aos compostos fendlicos e &cidos organicos presentes no extrato, que ja
demonstraram eficacia contra microrganismos isolados de infecgdes cutaneas e auriculares
(Lima et al., 2021; Ferreira et al., 2023).

A presenca de odor fétido e crostas foi igualmente relevante, geralmente associada a
secrecdo espessa e ao desconforto local, fatores que comprometem o bem-estar animal e a
adesdo ao tratamento por parte dos tutores. No sétimo dia, 73,3% dos animais ja
apresentavam reducgéo dessas manifestagOes, sugerindo que o extrato pirolenhoso exerce
efeito progressivo e sustentado sobre os parametros clinicos da otite externa.

A evolugdo desses sinais ocorreu de forma mais gradual, com eficiéncia clinica
evidente até o 21° dia de acompanhamento.

O eritema e a formacao de crostas apresentaram variacao de intensidade, sendo mais
pronunciados na fase aguda da inflamacgdo. Dos animais avaliados, esses manifestaram
reducdo gradual e resolucdo completa no décimo quarto dia para os dois tratamentos. Estes
resultados indicam que, embora a acao terapéutica do extrato seja gradual para alguns sinais

clinicos, ha eficacia consistente na reversdo do processo inflamatério, resultado que se
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alinha a estudos prévios sobre fitoterapicos de agdo antimicrobiana (Carvalho et al., 2020;
Santos et al., 2024).

Dessa forma, o monitoramento clinico semanal permitiu ndo apenas avaliar a
evolucdo individual dos pacientes, mas também registrar, de forma sistematica, a resposta
global da populagéo estudada. Os achados refor¢cam o potencial do extrato pirolenhoso como
alternativa ou adjuvante no tratamento da otite externa canina, contribuindo para a redugéo
do uso de antibidticos convencionais e, consequentemente, para 0 enfrentamento da

resisténcia bacteriana.

7. CONCLUSOES

O extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis 1144 a 12,5% apresentou potencial
no tratamento da otite externa canina, reduzindo a carga bacteriana e promovendo melhora
clinica progressiva, com resultados finais equivalentes aos do ciprofloxacino a 2%. Seu
potencial como alternativa ou adjuvante terapéutico € reforcado pela acdo antimicrobiana e
anti-inflamatoria, baixo custo e boa aceitacdo, podendo contribuir para a reducdo do uso
indiscriminado de antibidticos e da resisténcia bacteriana. Estudos adicionais sdo necessarios
para padronizar concentracfes, tempos, protocolos e ampliar sua aplicabilidade clinica.
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ANEXO A — FICHA DE ANAMINESE
FICHA CLINICA

IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO

Nome:
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Endereco: N°: Bairro:
Cidade: Fone:

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Nome do Animal: Espécie:  Raga:
Idade: Sexo:  Peso:
ANAMNESE GERAL

Queixa Principal:

Historico do animal:

Temperamento do animal: ()docil ( )agressivo ( )inseguro

Doengas anteriores:

Condicoes de vida:

Historico reprodutivo:

Vacinas: () maltipla () Raiva () Leishmaniose() Giardia ( )Gripe canina
Alguma prevencao contra leishmaniose?:

Alimentacao :

Habita mais animais no lar: 0

EXAME CLINICO GERAL

Escore Corporal: ( ) 1 Caquético () 2 magro ()3 ideal ( )4 sobrepeso ( )5 obeso
Nivel de Consciéncia: () diminuida ( )ausente ()normal ( )aumentada

Postura:
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Avaliacéo geral da pele:

T°C: FR: FC: TPC:

Hidratacdo: ()normal ( )leve ()moderada ( )grave

Mucosas Otologica: ( )palida ( )rosea ( )hiperemia ( )ictérica ( )ciandtica
Prurido

( ) 0 -2 Animal normal, o prurido ndo é visto como problema.

() 35 Prurido discreto, episddios casuais, 0 animal ndo se cog¢a quando esta dormindo ,
comendo ou brincando.

( ) 6 - 8 prurido moderado, com episddios prolongados, ocorre a qualquer hora, dormindo,
se alimentando e para ate de brincar para se cocar.

( ) 910 prurido intenso, continuo, ndo cessa, independente do que esteja acontecendo, ate
mesmo no ato da consulta.

Fonte: RYBNICEK et al.2009

Dor a palpagéo:( ) presente ( ) ausente

Pender (1) ou balancar a Cabeca( 2): () presente ( ) ausente
Exsudacdo ceruminosa(1) ou purulenta(2): ( ) presente ( ) ausente
Eritema: () presente ( ) ausente

Edema: ( ) presente () ausente

UlceragOes: ( ) presente () ausente

Odor fétido: () presente ( ) ausente

Escoriacdes (1) e auto-traumas (2): ( ) presente (X ) ausente

Estenose do canal audito: ( ) presente (x ) ausente
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Perda da audicdo ou Surdez: ( ) presente (X ) ausente

Exames Complementares

Citologia

Cocos

Proteinas

Cel.Descamativas

Cel.Leucocitarias

Bacilos

Malasezia

Citologia dia 0 /7/14/21

Contagem dia 0/7/14/21 Ouvido Dir/Esqg.

PCA/ BHI 60/55 |30/22 | 14/10 e2/1
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI ARIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimentos

Este é um convite para que vocé permita a participacdo do seu animal na pesquisa “Uso do
Extrato Pirolenhoso de Eucaliptus urograndis 1144 em Otites bacterianas de Cées (Cannis
lupus)”, coordenada pelo Prof Francisco Marlon Carneiro Feij6 e que segue as
recomendacdes da resolucdo 446/12 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares.
A autorizagdo da 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 tem por objetivo conhecer a a¢do antibacteriana do extrato de Eucalyptus
urograndis | 144 em Otites em Caes. Caso decida aceitar o convite, vocé autoriza a
participacdo do animal no projeto com a finalidade acima descrita. O aceite do animal na
pesquisa ao projeto poderd ocasionar riscos, porém 0s mesmos poderdo optar a ndo
participar da pesquisa ou a desistir a qualquer momento.

Todos os procedimentos serdo sigilosos, o0 nome do guardido e do animal ndo serdo
divulgados em nenhum momento. Vocé ndo tera nenhum tipo de gasto devido a sua
participacdo na pesquisa. Em qualquer momento, se vocé ou animal sofrer algum dano
comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé podera procurar obter indenizacdo e
ressarcimento por danos eventuais através dos seus direitos legais.

\Vocé ficard com uma copia deste Termo e toda duvida que tiver a respeito desta
pesquisa, poderd perguntar a Prof. Dr Francisco Marlon Carneiro Feijé, no endereco da
UFERSA, na Av. Francisco Mota, n° 572, bairro Costa e Silva, ou pelo telefone (84) 3317
8540. R1451
Consentimento Livre e Esclarecido

Estou de acordo com a participacdo no estudo descrito acima. Fui devidamente
esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa, aos procedimentos que 0s animais serdo
submetidos e dos possiveis riscos que possam advir de tal participacdo. Foram-me
garantidos esclarecimentos os quais eu venha a solicitar durante o curso da pesquisa € 0
direito de desistir da participacdo em qualquer momento, sem que minha desisténcia
implique em qualquer prejuizo a minha pessoa ou de minha familia. A participacdo do
animal que sou guardido na pesquisa ndo implicara em custos ou prejuizos adicionais, sejam
esses custos ou prejuizos de carater econémico, social, psicolégico ou moral. Autorizo
assim a publicacdo dos dados da pesquisa a qual me garante o anonimato e o sigilo dos
dados referentes & minha identificagao.
Local:

Data de aplicacéo: / /

Participante da pesquisa ou responsavel legal:
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Nome:

[, WP SR

Impressao

Pesquisador responsavel:

Francisco Marlon Carneiro Feijo

Assinatura

Comité de Etica para uso de animais. Av. Francisco Mota, 572, Costa e Silva— Mossord/RN
CEP:59625 900, telefone (84) 3317 8540.



