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Resumo

A otite externa € um dos problemas mais frequentes dentro da dermatologia veterinaria. Os produtos
comerciais comumente utilizados apresentam antimicrobianos nas formulacdes, que podem induzir
resisténcia bacteriana em casos cronicos ou recidivantes. Desta forma, os produtos otolégicos compostos por
extratos vegetais tornam-se uma alternativa viavel e com menos efeitos deletérios. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial terapéutico de duas formas farmacéuticas a base de extratos vegetais das plantas
urucum (Bixa orellana) e trigo (Triticum aestivum) no tratamento da otite externa canina. Extratos oleosos de
urucum e trigo foram usados na formulagdo do composto LCFO 1001 e extratos etandlicos das mesmas
plantas foram usados para o composto LCFO 1002. Foram utilizados 44 cdes com sinais clinicos de otite
externa, 0s quais foram avaliados por otoscopia e citologia. Os cdes foram divididos aleatoriamente em 3
grupos LCFO 1001 (n=16), LCFO 1002 (n=14) e grupo controle (n=14) sendo tratados uma vez ao dia
durante 10 dias e reavaliados nos dias 3, 5, 7 e 10. Foi estabelecido um score de 0 a 3 de acordo com cada
sinal clinico. Ap6s 10 dias de tratamento houve reducdo dos sinais clinicos em todos os grupos, observou-se
a equivaléncia dos compostos LCF0 1001 e LCFO 1002 com um produto ceruminolitico comercial. Também
foi possivel observar a redugdo no nimero de animais infectados por Malassezia pachydermatis e
Staphylococcus pseudointermedius. Estes resultados comprovam que 0s compostos possuem acéo na redugédo
dos sinais clinicos da otite externa canina, assim como possuem agao antimicrobiana.

Palavras-chave: conduto auditivo; plantas medicinais; trigo; urucum.

Abstract

Otitis externa is one of the most frequent problems within veterinary dermatology. The commercial products
commonly used have antimicrobials in the formulations, which can induce bacterial resistance in chronic or
recurrent cases. In this way, otological products made up of plant extracts become a viable alternative with
less harmful effects. The objective of this work was to evaluate the therapeutic potential of two
pharmaceutical forms based on plant extracts from annatto (Bixa orellana) and wheat (Triticum aestivum)
plants in the treatment of canine otitis externa. Oily extracts of annatto and wheat were used in the
formulation of the compound LCFO 1001 and ethanolic extracts from the same plants were used for the
compound LCFO 1002. 44 dogs with clinical signs of otitis externa were used, which were evaluated by
otoscopy and cytology. The dogs were randomly divided into 3 groups LCFO 1001 (n = 16), LCFO 1002
(n=14) and control group (n=14) and treated once a day for 10 days, being reassessed on days 3, 5, 7 and 10.
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A score of 0 to 3 was established according to each clinical sign. After 10 days of treatment, there was a
reduction in clinical signs in all groups, the equivalence of the compounds LCF0 1001 and LCFO 1002 with
a commercial ceruminolytic product was observed. It was also possible to observe a reduction in the number
of animals infected by Malassezia pachydermatis and Staphylococcus pseudointermedius. These results
prove that the compounds have an action in reducing the clinical signs of canine otitis externa, as well as

having antimicrobial action.

Keywords: ear canal; medicinal plants; wheat; urucum.

Introducéo

A otite externa canina é caracterizada como
uma inflamacdo do conduto auditivo externo. E
considerada multifatorial, sendo causada por
fatores predisponentes primarios e perpetuantes.
Os fatores predisponentes sdo conhecidos por
facilitar a otite externa e dentre eles estdo raca e
morfologia do conduto. Os fatores primarios
responsaveis por causar a infeccdo podem ser
doencas alérgicas, parasitas, hipersensibilidade,
corpos estranhos e doencas enddcrinas. Os fatores
perpetuantes sdo responsdveis por manter a
infeccdo e piorar o quadro clinico do paciente com
destaque para a levedura  Malassezia
pachydermatis e bactérias com morfologia cocos
(Saridomichelakis et al., 2007; Cardoso et al.,
2011).

Os principais sinais clinicos sdo a otalgia,
prurido, eritema e aumento na quantidade de
cerimen. O tratamento para a otite externa inclui
a limpeza auditiva e 0 uso de produtos tépicos
com base em antibidticos, antifungicos e anti-
inflamatorios (Hnilica, 2011).

Tendo em vista a abundancia da flora
brasileira e a eficadcia de principios ativos
oriundos de plantas, a cada dia sdo utilizados mais
produtos com extratos vegetais, buscando utilizar
um tratamento com menos efeitos nocivos e
prevenir a resisténcia microbiana em substituto
aos antimicrobianos (Carvalho et al., 2007).

As plantas utilizadas neste estudo séo
popularmente utilizadas como laxativas, anti-
hemorrégicas, cicatrizantes, possuindo potencial
anti-inflamatdrio e antimicrobiano relatado (Régo,
1995; Galera et al., 2008). Em um estudo
avaliando a cicatrizacdo em modelo murinho, com
Triticum vulgare, em diferentes concentragdes foi
possivel observar a eficiéncia da mesma,
acelerando o processo cicatricial (Tillmann et al.,
2018). Ja os estudos com o extrato oleoso de
urucum em feridas abertas de animais
experimentais (rato Wistar) demonstrou o

aumento do processo cicatricial nos primeiros sete
dias da cicatrizacdo (Capella et al., 2016).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia de duas fdérmulas
farmacéuticas otoldgicas com extratos vegetais no
tratamento da otite externa canina ceruminosa.

Material e Métodos

Obtencao dos Extratos Vegetais e Fitoterapicos

As amostras vegetais utilizadas para
confeccdo dos extratos foram adquiridas
comercialmente de uma empresa distribuidora de
produtos naturais, com certificacdo de origem das
sementes e ficha técnica. Para compor o produto
foram produzidos extratos oleosos e etandlicos
das plantas Bixa orellana e Triticum aestivum.
Para obtencdo dos extratos oleosos as sementes
das plantas foram pulverizadas em moinho de
facas, sendo utilizado o método de Soxhet com
solvente extrator Hexano durante 6 horas. ApGs a
extracdo, o solvente foi eliminado em
rotaevaporador obtendo apenas o o6leo fixo de
cada planta. Para os extratos etandlicos, as
sementes foram também pulverizadas em moinho
de facas sendo pesadas e acondicionadas em um
baldo de Erlenmeyer e, adicionado Etanol PA ao
baldo e este levado ao ultrassom, sendo sonificado
por 30 minutos. Ao final da extragdo os extratos
de ambas as plantas foram filtrados em
rotaevaparodor para retirar o solvente. Apés a
extracdo o0s extratos foram armazenados em
frascos a&mbar hermeticamente fechados e
conservados a -4°C até sua utilizacao.

Anélise dos Compostos

Para identificacdo dos compostos presentes
na fracdo apolar dos extratos etandlico e oleoso de
urucum e extrato oleoso de trigo, utilizou-se
equipamento Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra
com autoinjetor AOC-20i e biblioteca de espectro
de massas NIST 2011. Parametros de injecg&o,
cromatografia e espectrometria de massas

Medicina Veterindria (UFRPE), Recife, v.15, n.4 (out-dez), p.332-339, 2021




Brito et al. (2021) Avaliacdo de extratos vegetais em formulacdes farmacéuticas ho tratamento da

seguiram o método proposto por Lisec et al.
(2006). O perfil de acidos graxos nos extratos
oleosos de trigo e urucum foi determinado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas, seguindo o método descrito pelo
Conselho Oleicola Internacional (COI, 2015). Os
ésteres metilicos de acidos graxos obtidos foram
identificados por compara¢do com o0s tempos de
retencdo dos padrdes de referéncia, e 0s resultados
foram expressos como percentagem relativa de
acidos graxos. Para a analise do extrato etandlico
de trigo utilizou-se cromatografo liquido de ultra-
alta eficiéncia (Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrébmetro de massas de alta resolucédo do tipo
guadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker
Daltonics, Alemanha), e para as condigdes
analiticas baseou-se em método proposto por De
Vos et al. (2007).

Confeccao dos Produtos

As formulag6es otoldgicas resultam de uma
combinagdo dos mesmos tipos de extratos. A
primeira com os extratos oleosos de Bixa orellana
e Triticum aestivum com  os aditivos 0leo de
amendoas doce, metilparabeno, butil hidroxi
tolueno e vaselina liquida qsp (quantidade
suficiente para) em férmula base na forma liquida,
sendo denominada LCFO 1001. Na segunda
formulacéo foram utilizados os extratos etan6licos
de Bixa orellana e Triticum aestivum como
aditivos e metilparabeno, metabissulfito de sédio
e propilenoglicol gsp em formula base sendo
denominada LCFO 1002.

Animais

Foram incluidos neste estudo 44 caes
jovens e adultos com orelhas pendulares e semi-
pendulares, sem raca definida, de ambos 0s sexos
com sinais clinicos de otite externa ceruminosa
apresentando na citologia a presenca de bactérias
ou leveduras. Foram excluidos do estudo cées
com histérico de otite externa recorrente, otite
purulenta, otite alérgica, presenca de doencas
concomitantes, fémeas prenhes, otite externa de
origem parasitéria, cdes com estenose de conduto
e com presenca de massas nodulares no conduto
auditivo externo.

Os cdes foram divididos em trés grupos de
forma aleatéria conforme o tratamento, sendo
considerados dois grupos teste e um grupo
controle positivo. Neste estudo, todos os animais
diagnosticados receberam tratamento. O grupo
LCFO-1001 (n=16) foi tratado com o composto

LCFO-1001(extratos oleosos de urucum e trigo e
aditivos), grupo LCFO-1002 (n=14) recebeu
tratamento com LCFO-1002 (extratos etandlicos
de urucum e trigo e aditivos) e o grupo controle
positivo (n=14) recebeu o tratamento com um
ceruminolitico comercial composto por acido
salicilico 0,11g, é&cido latico 2,98g, esséncia
herbal 0,01g e veiculo, optou-se a utilizacdo de
um ceruminolitico comercial devido ao padrdo de
otite ceruminosa escolhido para o estudo. Os
animais foram tratados uma vez a cada 24 horas
durante 10 dias consecutivos. Para o tratamento, o
conduto auditivo foi previamente limpo com o
préprio produto com auxilio de gaze, apds foram
aplicadas quatro gotas para cdes com menos de
15kg e oito gotas para cdes com mais de 15kg.

Avaliagdes Clinicas

Os animais foram avaliados antes do
tratamento (DO0), no terceiro (D3), quinto (D5),
sétimo (D7) e décimo (D10) dia de tratamento.
Foi realizada a inspegdo e palpagdo do conduto
auditivo e os sinais clinicos de otalgia e prurido os
quais foram classificados como ausente (0) leve
(1) moderado (2) intenso (3) e o reflexo otopodal
foi classificado como ausente (0) presente (1). Foi
realizada a otoscopia, sendo analisados os sinais
clinicos de eritema classificado em ausente (0),
leve (1), moderado (2) e intenso (3). A quantidade
de cermen foi avaliada como leve (0), moderado
(1) e grave (2). Pela avaliacéo foi possivel realizar
um somatorio por animal e por grupo durante cada
dia de avaliagcdo. Apds a otoscopia foi aferida a
temperatura auditiva com termdmetro Geratherm
Rapid® e coletadas amostras para micologia e
bacteriologia.

Avaliacéo da A¢do Antimicrobiana

As amostras dos 44 cdes foram coletadas,
antes do inicio do tratamento (DO0) e ao final do
tratamento (D10), as coletas foram realizadas com
auxilio de swab estéril introduzido no conduto
auditivo externo. Para cultura bacteriana foram
semeadas em placas de Petri contendo Aagar
sangue ovino 5% e agar MacConkey e incubadas
em estufa bacteriolégica a uma temperatura de
37°C durante 48 horas. O crescimento bacteriano
foi submetido a provas de catalase e coloracédo de
Gram, conforme a observagdo procederam testes
de oxidase, coagulase e caracterizacdo bioquimica
com provas de fermentacdo de carboidratos. Para
0 isolamento flngico, as amostras foram
cultivadas em agar Saboraud acrescidas de
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cloranfenicol, e mantidas em estufa
microbioldégica a uma temperatura de 37°C
durante 48 horas e, posteriormente, foi realizada a
citologia das colonias que apresentaram
crescimento.
Analise Estatistica

Foi utilizado o pacote estatistico SPSS ®
20.0, considerando um nivel minimo de
significancia de 95%. Todos os grupos foram
comparados entre si utilizando o teste de Kruskal-
Wallis. Para a analise entre os dias de coleta foi
utilizado o teste de Friedman. J& para a avaliacdo
da temperatura auditiva entre 0s grupos e entre 0s
dias de coleta foi utilizado o calculo de ANOVA
com medidas repetidas ao longo do tempo, para

citologia foi utilizado teste de Tukey e para a
andlise da reducdo dos microrganismos foi
utilizado o teste de McNermar.

Resultados e Discussao

Os resultados demonstraram que os dois
grupos testes LCFO-1001 e LCFO-1002 foram
similares ao grupo Controle Positivo ja que ambos
responderam da mesma forma durante o
tratamento, ndo havendo diferenga estatistica em
relagdo aos sinais clinicos apresentados. Em
todos 0s grupos o somatorio dos sinais clinicos foi
diminuindo ao decorrer do tratamento,
demonstrando diferencas estatisticas (Figura 1).
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Figura 1. Demonstracdo do somatdrio e diferencas estatisticas das analises clinicas realizadas durante o tratamento da
otite externa em cdes tratados com os compostos LCF0-1001, LCFO- 1002 e controle positivo. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica no teste de Friedman (p<0,05) e as letras iguais ndo diferem estatisticamente.

O grupo LCFO-1001 apresentou aumento
no somatorio dos sinais clinicos no momento D3,
gue posteriormente reduziu como o0s demais
grupos. Este aumento foi  determinado
principalmente pela manifestacdo de otalgia nos
cées tratados. Os demais sinais clinicos avaliados
isoladamente, producdo de cerimen, eritema,
prurido e reflexo otopodal ndo demonstraram
diferencas estatisticas entre os tratamentos e todos
diminuiram progressivamente. O desenvolvimento
da otalgia pode ser atribuido a acdo pro-
inflamatdria dos extratos de urucum e trigo, sendo
0s extratos oleosos apresentam uma intensificacio
da resposta. Este efeito estimula a migracdo de
células polimorfonucleares para o local da lesdo e
intensifica a migracdo de fibroblastos e
neovascularizacdo, o que pode inicialmente
aumentar os sinais de inflamagéo e ap6s diminuir

com a resposta do organismo. Este efeito €
importante para a reducdo da taxa bacteriana sem
0 uso de antibacterianos, jA que o organismo
combate a infecgdo por meio de mecanismos da
resposta imune (Santos et al., 2014). Da mesma
forma a acdo pro-inflamatdria foi demonstrada
nos primeiros dias de tratamento de feridas
abertas com Oleo de urucum. O maior
recrutamento de células pode ocorrer devido ao
efeito quimiotatico dos &cidos linoleico e oleico
que presentes no extrato oleoso de urucum, os
quais aceleram a retracdo de feridas nos primeiros
dias de tratamento (Capella et al., 2016).

A temperatura auditiva apresentou uma
média entre os dias de coleta para o grupo LCFO-
1001 de 37,4°C, para o grupo LCFO-1002 de
37,5°C e para o grupo controle positivo de 37,
6°C, ndo apresentando diferenca estatistica entre
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os diferentes grupos (p=0,336). Embora entre as
coletas tenham sido observada diferenca
estatistica (p=0,008) na quarta avaliagdo (D7) com
temperatura mais elevada diferindo dos demais
dias de avaliagdo. N&o foi encontrada interagéo
entre 0s grupos e as coletas (p=0,186), portanto a
temperatura ndo foi modificada de acordo com o
tratamento utilizado. A temperatura auditiva
encontrada neste estudo foi menor do que a
considerada normal do conduto auditivo de cdes
gue varia entre 38,2°C e 38,5°C (Harvey e
Paterson, 2014). A temperatura e a umidade do
conduto fazem parte o microclima auditivo,
alguns estudos relacionam o aumento com o
favorecimento do crescimento  microbiano
(Harvey e Paterson, 2014), outros consideram que
a temperatura e umidade dentro do conduto
auditivo sdo muito estaveis nao sofrendo alteracao
em cées com otite externa (Yoshida et al., 2002).
Dentre os microrganismos foram isolados
em maior quantidade Malassezia pachydermatis
(64,13%), Sthaphylococcus pseudointermedius
(47,91%), Sthaphylococcus coagulase negativa
(5,20%), Sthaphylococcus aureus (3,13%),
Proteus spp e Pseudomonas spp. (1,04%). Destes
microrganismos isolados, apenas apresentaram
reducdo durante o tratamento a levedura M.
pachydermatis e a bactéria S. pseudointermedius.
Malassezia pachydermatis apresentou 68,75% de
crescimento para o grupo LCFO-1001 no dia 0, ja
no dia 10 aumentou para 93,75% (p=0,031), para

0 grupo LCFO-1002 apresentou crescimento em
61,11% reduzindo para 19,44% no dia 10
(p=0,001), no grupo Controle Positivo apresentou
62,50% de crescimento reduzindo para 4,16% no
dia. 10 (p=0,00). Para a bactéria S.
pseudointermedius, o grupo LCFO-1001
apresentou 62,5% de crescimento reduzindo para
46,82% no dia 10 (p=0,08), no grupo LCFO-1002
foi encontrado 50% de crescimento reduzindo
para 13,88% na ultima avaliacdo (p=0,031), o
grupo Controle Positivo apresentou 25% de
crescimento no dia 0 mantendo em 25% no dia 10,
ndo houve diferenca estatistica (p=0,125) (Tabela
1). Estudo com otite externa canina, também
avaliando a eficiéncia do Triticum aestivum frente
a otite externa, demonstrou que apés 14 dias de
tratamento o0s cées apresentaram reducdo dos
microrganismos isolados e melhora nos sinais
clinicos, demonstrando o poder antimicrobiano e
antiinflamatério do extrato (Fernandes et al.,
2017). A quantidade de leveduras M.
pachydermatis aumentou apenas no grupo LCFO-
1001, o qual apresenta em sua constituicdo
extratos oleosos, este aumento no crescimento,
possivelmente, ocorreu devido a M.
pachydermatis ser uma levedura lipofilica,
embora ndo seja lipodependente, a presenga do
6leo serve como fator nutricional, potencializando
0 seu crescimento (Carfachia et al., 2011).

Tabela 1. Avaliacdo do crescimento da Malassezia pachydermatis e Staphylococcus pseudointermedius em cultura
microbioldgica de 44 amostras obtidas de cdes com otite externa antes e ap6s os tratamentos.

Microorganismo Dia 0 Dia 10

LCFO 1001 LCFO 1002  Controle LCFO 1001 LCFO 1002  Controle
Malasssezia 68,75% 61,11% 62,50% 93,75% 19,44% 4,16%
pachydermatis
Staphylococcus 62,5% 50% 46,82% 13,88% 25%

pseudointermedius

O potencial antimicrobiano de extratos
compostos pelas plantas que compde os produtos
utilizados ja foi referenciado por alguns autores
frente a Staphylococcus aureus, Vibrio cholarae,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Lactobacillus
plantarum, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis e Proteus vulgaris (Abayomi et al.,
2014, Ciro et al., 2014; Natividad e Rafael, 2014;
Rajoria, et al., 2015; Alim et al., 2016). A
reducdo bacteriana pode também ter relacdo com a
limpeza do conduto auditivo, a qual reduz os

debris celulares e auxilia no reestabelecimento do
microclima auditivo reduzindo o substrato para
crescimento microbiano (Mueller et al., 2013),
desta maneira a atividade microbiana dos extratos
pode ter tido uma acdo conjunta com a atividade
ceruminolitica dos mesmos a qual diminui a
disposicdo de nutrientes para o crescimento
microbiano.

Na avaliacdo cromatografica o extrato
oleoso de trigo apresentou a seguinte composicao
majoritaria: cido palmitico, acido linoleico, acido
oleico, 2-3-dihidroxipropil, adipostatina A,
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estigmastanol, clionasterol e resorcina. Os &cidos
graxos mais abundantemente encontrados foram:
acido pedroselinico, acido pentadecandico, acido
palmitoleico, &cido linoleico, &cido alfa-
linolénico, &cido oleico, acido estearico, &cido
gondoico, acido ecosanoico, &cido heneicosilico.
Ja no extrato oleoso de urucum foram encontrados
0S compostos majoritarios Tetrapenol,
espatulenol, alfa-guaiene, beta-Cubebene e Selina-
6-en-4-ol. Sendo encontrado o perfil de &cidos
graxos com  maior  abundéncia:  4cido
hexadecandico, &cido 9-hexadecandico, &cido
petroselinico, 4cido pentadecanoico, 4&cido
palmitoleico, &cido palmitico, acido linoleico,
acido oleico, acido elaidico, acido estearico.

Para o0 extrato etandlico de urucum os
compostos majoritarios foram cicloexeno, alfa-
copaene, alfa-guaiene, naphtalene, selina-6-em-4-
ol, espatulenol, decahydro-1,1,7-tr, 1-H-
Cycloprop[e]azulen-7-ol,  thunbergol,  &cido
palmitico, acido hexadecanoico, éacido linoleico,
hexadeca-2,6,10,14,18,22- tetracosahexae,
esqualeno, 2,6,10,14-Hexadecatetraen-1-
ol,37,11,15-tetr, trilinolein. Ja os acidos graxos
prevalentes encontrados foram &cido céprico,
acido cis-2-decendico, &cido 2-Hexadecanoico,
acido petroselinico, &cido pentadecandico, acido
palmitoleico, éacido palmitico, &cido linoleico,
acido alfa-linolénico, &cido oleico, &cido elaidico,
acido estedrico, acido gondoico, acido eicosandico
e acido heneicosandico. Ja para o extrato etanolico
de trigo foram encontrados os compostos 9,12,13-
trihidroxi-10,15-octadecadienodico, acido maléico,
4cido pinélico, 5-5'- Acido desidrodiferdlico e os
compostos fendlicos &cido 4-Hidroxibenzeico,
acido caféico, catequina, &cido ferrdlico , acido p-
cumarico, &cido sinapico, acido sirinico, acido
vanilico e &cido salicilico.

Enquanto o extrato de urucum provoca a
migracdo celular para a defesa local, os extratos
de trigo estimulam a multiplicagdo dos
fibroblastos e a producdo de tecido cicatricial.
Triticum aestivum também apresenta potencial no
processo cicatricial, principalmente devido a
presenca de fitoestimulinas que agem sobre
fibroblastos, os quais estimulam a capacidade de
sintetizar fibras coldgenas e glicosaminoglicana.
Um estudo utilizando a evolugdo da cicatrizagéo
de feridas em animais experimentais contendo
diferentes concentragbes de Triticum spp.
demonstrou eficiéncia na cicatrizagao de feridas in
vivo (Tillmann et al., 2018) outro estudo no
tratamento de feridas em coelhos também

demonstrou a eficiéncia na cicatrizagdo
principalmente devido & estimulacdo da forca
tensiométrica (Tillmann et al., 2014).

Os resultados sugeriram que o0s produtos
possuem potencial no tratamento da otite externa
canina, porém precisam de adaptacBes na sua
composicdo para aumentar a  eficacia ndo
exacerbando a resposta inflamatéria nos dias
iniciais de modo que estimule a migracdo de
células inicialmente, mas permita a redugdo da
resposta inflamatoria dos dias seguintes, além
disso, busca-se  aumentar a  atividade
antimicrobiana, visto que reduziu
significativamente somente para isolados de M.
pachydermatis e S. pseudointermedius.

Conclusao

As formulas otolégicas LCFO 1001
composta pelos extratos oleosos (urucum e trigo)
e LCFO 1002 extratos etanolicos (urucum e trigo)
foram capazes de reduzir os sinais clinicos de otite
externa com eficiéncia similar a um produto
ceruminolitico comercial amplamente utilizado,
porém o LCFO0 1002 foi considerado melhor, pois
obteve acdo mais potente frente a leveduras M.
pachydermatis e ndo provocou otalgia.
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