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Resumo

Avaliagao in vitro de estratégicas antimicrobianas inovadoras para

controlo de otites externas por Pseudomonas aeruginosa no cao

O desenvolvimento e disseminagido de microrganismos resistentes a antimicrobianos
causados pelo uso inadequado desses compostos € uma grande preocupagado de saude
publica, pressionando para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A otite externa (OE) € uma das doengas dermatoldégicas mais comumente
diagnosticadas em caes, tendo uma etiologia multifatorial. Entre os agentes bacterianos mais
frequentemente associados a OE canina, Pseudomonas aeruginosa é de especial
preocupacao, devido ao seu frequente perfil de multirresisténcias e notavel capacidade de
formar biofilmes, estruturas que tornam os tratamentos desafiadores e propiciam para a
cronicidade e recorréncia das infegdes. O aumento da prevaléncia de resisténcia
antimicrobiana entre bactérias em caes com OE leva a necessidade de se encontrar novos
agentes terapéuticos, incluindo o uso de Oleos essenciais ou geéis contendo péptidos
antimicrobianos, como o Peptivet®.

O objetivo principal deste estudo foi comparar a eficacia de diferentes antimicrobianos
no controlo da OE canina de P. aeruginosa, incluindo Gentamicina, um antibiético
convencional, e Peptivet®d e Oleo Essencial de Lavanda (OEL), duas estratégias
antimicrobianas inovadoras. O outro objetivo foi avaliar o impacto do cerumen canino na
atividade inibitéria do Peptivet® com o objetivo de avaliar se esta € mantida em condicoes
que melhor mimetizem as OE in vivo, dado que o cerimen e o conteudo lipidico, que estao
alterados na OE, podem influenciar a penetracao e agdo de compostos antimicrobianos.

Dos antimicrobianos avaliados, o OEL apresentou a maior eficacia apés 30 minutos
de incubagéo, demonstrando capacidade de inibir e erradicar os biofilmes formados por 61,5%
dos isolados em estudo, e a Gentamicina apresentou a maior eficacia apés 24 horas de
incubacao, demonstrando capacidade para inibir e erradicar biofilmes formados por 100% dos
isolados em estudo. O Peptivet® apresentou a menor eficacia, tendo sido aproximadamente
metade da eficacia do OEL apds 30 minutos de incubacao.

Os resultados deste estudo indicam que o Oleo Essencial de Lavanda avaliado pode
ser considerado uma alternativa inovadora com grande potencial para o tratamento e
prevencgao da OE causada por P. aeruginosa em caes, sugerindo a necessidade de continuar

esta linha de investigagdo com o objetivo da sua utilizagao futura em contexto clinico.

Palavras-chave: Otite Externa; Pseudomonas aeruginosa; Gentamicina; Oleo

Essencial de Lavanda; Peptivet®



Abstract

In vitro evaluation of innovative antimicrobial approaches aiming at

controlling otitis by Pseudomonas aeruginosa in dogs

The development and spread of antimicrobial resistant microorganisms caused by the
inappropriate use of these compounds is a major public health concern, pressing for the
development of new therapeutic strategies.

Otitis externa (OE) is one of the most commonly diagnosed dermatological diseases in
dogs, having a multifactorial etiology. Among the most frequent bacterial agents associated
with canine OE, Pseudomonas aeruginosa is of special concern, due to its frequent multidrug
resistance profile and its remarkable ability to form biofilms, structures that make treatments
challenging and predispose to the chronicity and recurrence of infections. The increasing
prevalence of antimicrobial resistance among bacteria in dogs with OE leads to the need to
find new therapeutic agents including the use of Essential Oils or gels containing antimicrobial
peptides, such as Peptivet®.

The main objective of this study was to compare the antimicrobial potential of different
antimicrobials to control P. aeruginosa canine OE, including Gentamicin, a conventional
antibiotic, and Peptivet® and Lavanda Essential Oil (OEL), two innovative antimicrobial
strategies. The other objective was to assess the impact of canine cerumen on the inhibitory
activity of Peptivet®, aiming at evaluating if its inhibitory potential is maintained in conditions
which better mimic the ears in vivo environment, since the skin cerumen and lipid content,
which are altered in ears with otitis, may influence the penetration and action of antimicrobial
compounds.

Of the antimicrobials evaluated, the ones that showed the best effectiveness were
Lavender Essential Oil after 30 minutes incubation, which demonstrated the ability to inhibit
and eradicate the biofilms formed by 61.5% of the isolates under study, and Gentamicin after
24 hours incubation, which demonstrated the ability to inhibit and eradicate biofilms formed by
100% of the isolates under study. Peptivet® had the lowest effectiveness, having approximately
half the effectiveness of the oil after 30 minutes of incubation.

The results of this study indicate that the evaluated Lavender Essential Oil can be
considered an innovative alternative with great potential for the treatment and prevention of
external otitis caused by P. aeruginosa in dogs, suggesting the need to continue this line of

research in terms of its future use in a clinical context.

Keywords: Otitis Externa; Pseudomonas aeruginosa; Gentamicin; Essential Oils;

Peptivet®
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PARTE 1 - RELATORIO DE ESTAGIO

O meu estagio curricular foi realizado no periodo de 15 de Setembro 2019 a 15 de
Margo de 2020 no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Sanidade Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-ULisboa). Durante este
periodo desenvolvi trabalho laboratorial que me permitiu construir a minha dissertacao de
mestrado, sendo que parte deste estudo foi financiada através de um Projeto CIISA MSc 2020
com o titulo “In vitro evaluation of innovative antimicrobial approaches aiming at controlling
otitis by Pseudomonas aeruginosa in dogs”.

No primeiro dia de trabalho laboratorial foram-me apresentadas todas as regras de
desinfecao, assepsia e protegdo pessoal necessarias a pratica de técnicas laboratoriais de
forma segura e responsavel para mim e para os restantes colegas.

Nas primeiras semanas de estagio foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre os
isolados que iriam ser incluidos no estudo e foram executadas técnicas basicas de laboratorio,
incluindo a propagagao em meio de cultura dos isolados selecionados para o estudo seguida
de coloragdo por método Gram, respetiva caracterizacdo morfoldégica das estirpes e
posteriormente caracterizagdo quanto a capacidade de formacao de biofiimes. Ao mesmo
tempo foram realizadas diversas tarefas relacionadas com as atividades de rotina de quem
trabalha num laboratério, como preparagdao de meios de cultura e solugées necessarias ao
estudo e preparacao do material para esterilizagao.

Antes de cada etapa do estudo era elaborada uma pesquisa bibliografica que permitia
o estabelecimento dos protocolos experimentais a realizar nos passos seguintes.

Durante estes meses foram adquiridos conhecimentos relativamente a técnicas
laboratoriais, tais como propagacao de estirpes em meios de cultura, obtengdo de uma
suspensao bacteriana com determinado grau de turvagao na escala de MacFarland, técnicas
de pipetagem e estabelecimento de um modelo in vitro de biofilme de Pseudomonas
aeruginosa.

Foi também adquirida experiéncia no manuseamento de varios instrumentos e
equipamentos de laboratério, como a pipeta multicanal, a pipeta graduada, o bico de Bunsen,
€ 0 microscoépio optico e o banho de ultrassons.

Apesar de, para este estudo, terem sido utilizados isolados clinicos pertencentes a
colegéo do Laboratério de Bacteriologia previamente caracterizados, foram praticados todos
0S passos necessarios a caracterizacao de isolados obtidos a partir de amostras clinicas de
conduto auditivo de cao, incluindo a realizacdo de testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos, que complementaram os meus conhecimentos clinicos sobre otites externas

no cao.



Por fim, fiz parte de uma equipa que teve sempre a maior disponibilidade em partilhar
e ensinar toda a experiéncia e conhecimentos que tém nesta area da microbiologia e
bacteriologia e que me prepararam e motivaram para realizar o meu trabalho laboratorial de

forma auténoma, organizada e responsavel.



PARTE 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Pseudomonas aeruginosa

1.1. Carateristicas gerais

A bactéria atualmente conhecida como Pseudomonas aeruginosa (antigo Bacillus
pyocyaneus) ja apresentou diferentes nomenclaturas ao longo do tempo, sempre atribuidas
com base na distinta coloragéo azul-esverdeada das suas colonias (Villavicencio 1998; Lister
et al. 2009).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria em forma de bastonete, de Gram-negativo,
oxidase positiva, ndo fermentadora de lactose, pertencente a familia Pseudomonadaceae (Lin
etal. 2012; Murray et al. 2010; Alhazmi 2015). Tem uma ampla distribuicdo na natureza, sendo
um microrganismo ubiquitario frequentemente encontrado no solo e na agua (Gellatly and
Hancock 2013; Serrano et al. 2017). Dado que € um agente patogénico oportunista, tanto para
0 Homem como para os animais, € uma causa frequente de infecbes nosocomiais,
principalmente em pacientes imunodeprimidos (Cabassi et al. 2017). Em medicina veterinaria,
encontra-se frequentemente associada a casos crénicos de otite externa e média, piodermites
profundas e infegbes do trato urinario no cao, mastite em bovinos e dermatite no coelho
(Serrano et al. 2017).

As culturas de P. aeruginosa em meios sélidos apresentam dois tipos principais de
morfologia: coldnias grandes com margens lisas e centro elevado (tipo “ovo estrelado”) e
colénias pequenas, rugosas e convexas. E frequente possuirem um brilho metélico e
apresentarem um odor frutado carateristico, resultante da produgéo de trimetilamina. Este
microrganismo ndo se consegue multiplicar em ambientes acidos com pH inferior a 4,5, e,
apesar de apresentar uma taxa de multiplicagdo 6tima a 37°C, tem a capacidade de se
multiplicar a 42°C, o que distingue P. aeruginosa das outras espécies pertencentes ao mesmo
género (Murray et al. 2010).

Um estudo realizado por Serrano et al. (2017) mostrou a semelhanga entre o genoma
de isolados de P. aeruginosa presentes no meio ambiente e isolados clinicos de animais e
pessoas, nao tendo sido possivel identificar nenhum clone especifico associado a uma
determinada doenca, habitat ou espécie animal. E uma bactéria notavelmente adaptavel a
diferentes ambientes, gragas a flexibilidade dos seus requisitos nutricionais, a possibilidade
de se multiplicar tanto em condi¢bes aerdbias como anaerdbicas (Arai 2011) e também devido
ao seu genoma extenso comparativamente a outras bactérias, proporcionando-lhe uma maior
versatilidade metabdlica (Serrano et al. 2017; Pang et al. 2019).

Para ser possivel compreender o grande desafio terapéutico que as infegdes por P.
aeruginosa representam, € necessario conhecer os seus fatores de viruléncia e mecanismos

de resisténcia aos antimicrobianos. E um microrganismo que consegue expressar Varios



mecanismos de resisténcia, incluindo resisténcia intrinseca, adquirida e adaptativa que, por
vezes, podem estar presentes simultaneamente no mesmo isolado. Os isolados de P.
aeruginosa apresentam capacidade de facilmente adquirirem novos determinantes de
resisténcia e, em consequéncia, a interagdo especifica e delicada entre estes diferentes
fatores pode culminar em falha terapéutica (Gellatly and Hancock 2013; Cabassi et al. 2017;
Pang et al. 2019).

1.2. Fatores de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa

As infegcbes provocadas por P. aeruginosa sao um processo multifatorial influenciado
em grande parte pela sua capacidade de expressao de uma ampla variedade de fatores de
viruléncia. A alteragdo ou neutralizagdo das defesas naturais do hospedeiro permitem uma
eficiente aderéncia e colonizagdo dos tecidos e, consequentemente, a invasao local ou
disseminacao sistémica pelo sistema vascular (Alhazmi 2015).

Cada célula de P. aeruginosa possui um unico flagelo localizado num dos seus polos
e varias fimbrias. O flagelo é responsavel pela mobilidade da célula bacteriana e as fimbrias
permitem a aderéncia desta as células epiteliais do hospedeiro. Estes apéndices proteicos
funcionam como meio de locomogao e ambos conseguem iniciar uma resposta inflamatdria
tendo também um papel importante na ligacao, invasao e formacao de biofilme (Gellatly and
Hancock 2013; Alhazmi 2015).

O lipopolissacarido (LPS) é um constituinte da membrana externa presente em todas
as bactérias de Gram-negativo, contribuindo para a sua integridade estrutural. E composto
por dois dominios principais importantes: o lipido A (regiao hidrofébica) e o polissacarido O
(regido hidrofilica). O LPS parece estar envolvido na disseminagido sistémica de P.
aeruginosa e também na aderéncia aos tecidos do hospedeiro (Gellatly and Hancock 2013).

O lipido A é uma exotoxina que inibe a sintese proteica, levando a morte celular.
Apresenta um potencial antigénico importante, desencadeando no hospedeiro processos
inflamatérios locais e sistémicos graves, incluindo necrose de tecidos moles e choque
séptico, interrupcao da atividade celular e da resposta dos macrofagos (Alhazmi 2015;
Sampath 2018).

A piocianina € um pigmento azulado produzido exclusivamente por P. aeruginosa,
conferindo-lhe a sua cor carateristica. A piocianina consegue interferir no transporte
mitocondrial de eletrdes causando stress oxidativo ao hospedeiro, e inativa a agdo da catalase
nas ceélulas epiteliais (Gellatly and Hancock 2013). A pioverdina, outro pigmento produzido por
P. aeruginosa, ¢ um sideroforo capaz de sequestrar o ferro armazenado nas células
hospedeiras. A quelacao do ferro é uma parte vital no estabelecimento de infegdes e na
progressao para infegdes cronicas. O meio do hospedeiro tem pouco ferro livre disponivel

devido a presenca de moléculas sequestradoras, tais como a lactoferrina e a transferrina,



sendo que, ao capturar o ferro, a pioverdina permite uma vantagem competitiva as bactérias
(Gellatly and Hancock 2013).

O “Quorum sensing” (QS) € um mecanismo de reconhecimento e comunicacéao celular
que permite a adaptagdo coordenada de uma populagdo bacteriana face as mudancgas
ambientais, através da regulacdo da expresséo de varios genes. Em P. aeruginosa, esta
adaptacao é mediada por pequenas moléculas com capacidade de difusao livre através das
membranas das bactérias sendo as acetil-homoserina-lactonas (AHLs) as mais comuns,
(Alhazmi 2015). A expressao de muitos dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa, incluindo
a formacdo de biofilmes, é regulada por QS. E um importante mecanismo envolvido na
formagdo e manutengdo de biofilmes, pois permite reconhecer a densidade populacional
bacteriana e as condigdes do meio em que as células se encontram, participando na
ocorréncia de alteragbes feno e genotipicas essenciais para garantir a sua sobrevivéncia
(Song et al. 2019). Este mecanismo ndo causa danos ao hospedeiro diretamente, contudo
oferece a bactéria uma vantagem seletiva sobre as defesas do hospedeiro e contribui para a

sua patogenicidade, sobrevivéncia e disseminacao (Gellatly and Hancock 2013).

1.3. Mecanismos de Resisténcia

O sucesso das infegcdes bacterianas é determinado por varios fatores inter-
relacionados, incluindo a capacidade adaptativa da bactéria, a sua patogenicidade,
transmissibilidade e mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (Pang et al. 2019).

A resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade das bactérias de resistir
aos efeitos dos compostos antimicrobianos in vitro. Uma bactéria multiresistente (MDR) nao
€ suscetivel a pelo menos trés compostos com mecanismos de ac¢ao diferentes. Para esta
definicdo de multirresisténcia apenas é considerada a resisténcia adquirida, e a nao-
suscetibilidade é definida com base nos resultados de teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos (TSA) in vitro que sejam resistentes, intermédios ou nao-suscetiveis
(Magiorakos et al. 2012).

Segundo Pang et al. (2019) os mecanismos de resisténcia mais relevantes de P.

aeruginosa podem ser classificados em mecanismos intrinsecos, adquiridos e adaptativos.

1.3.1. Resisténcia Intrinseca

P. aeruginosa tem mecanismos de resisténcia intrinseca a muitos dos antimicrobianos
disponiveis (Alhazmi 2015). Estes mecanismos referem-se a capacidade inata da bactéria
para diminuir a eficacia de um antimicrobiano através de caracteristicas funcionais ou
estruturais a ela inerentes, ocorrendo sem a necessidade de uma exposi¢cao prévia ao
antimicrobiano. O conhecimento da resisténcia intrinseca das diferentes espécies de

bactérias pode ajudar a escolher as estratégias para o tratamento empirico (Pang et al. 2019).



1.3.1.1. Permeabilidade da membrana externa

A maioria dos antimicrobianos utilizados para tratar infe¢des por P. aeruginosa tém de
ser capazes de penetrar a membrana externa para alcangar alvos intracelulares.

A membrana externa de P. aeruginosa atua como uma barreira seletiva que previne a
penetracdo dos antimicrobianos (Pang et al. 2019) As porinas sao canais de difusdo
hidrofilicos localizados na membrana externa que permitem o influxo de pequenas moléculas.
Em P. aeruginosa, a principal porina expressa € a OprF, a qual permite a entrada de diversos
substratos e, por isso, é considerada inespecifica (Lister et al. 2009; Pang et al. 2019).

Em consequéncia de alteragdes estruturais, do numero, da seletividade ou do tamanho
das porinas, a permeabilidade da membrana diminui, contribuindo para a resisténcia da
bactéria a entrada de um determinado conjunto de antimicrobianos. A permeabilidade da
membrana celular é essencial para determinar a taxa de absor¢ao dos antimicrobianos. Ao

dificultar a sua penetragao, esta-se a limitar o efeito destas substancias (Dzidi¢ et al. 2008).

1.3.1.2. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo existem naturalmente nas bactérias como uma forma de excretar
substancias derivadas do seu metabolismo. Sao sistemas localizados na membrana celular
que constituem um conduto eficiente no transporte ativo de substancias toxicas para o meio
extracelular (Dzidi¢ et al. 2008; Pang et al. 2019)

A capacidade de bombear compostos antimicrobianos para fora das células é a forma
mais comum de resisténcia a maioria das classes de antimicrobianos. Em P. aeruginosa, o
efluxo ativo € um importante mecanismo nao enzimatico de resisténcia aos B-lactamicos (dos
Santos et al. 2015). Algumas bombas podem ser induzidas por determinados substratos e a
hiperexpressao destes sistemas numa estirpe aparentemente suscetivel pode desencadear a
diminui¢do da suscetibilidade aos antimicrobianos ou mesmo torna-la resistente. Diferentes
transportadores reconhecem diferentes classes de antimicrobianos e quando expressos
simultaneamente podem originar resisténcia cruzada (Ferreira 2010).

Em P. aeruginosa os sistemas de bombas de efluxo tém contribuido para o
desenvolvimento de fendtipos de multirresisténcia as classes de antimicrobianos clinicamente

mais relevantes: fluoroquinolonas, R-lactamicos e aminoglicosideos (Sun et al. 2014).

1.3.1.3. Mecanismos enzimaticos que alteram os compostos antimicrobianos

A produgdo de enzimas que apresentam a capacidade a degradar ou modificar
ligagbes quimicas nos compostos antimicrobianos s&do também um dos mecanismos mais
importantes de resisténcia intrinseca em P. aeruginosa. A inativagdo enzimatica € o principal

mecanismo de resisténcia das bactérias de Gram-negativo aos antibidticos R-lactdmicos. As



B-lactamases sdo enzimas que degradam o anel B-lactamico, presente nestes compostos,
rompendo a ligacao amida, de forma que os produtos obtidos deixam de possuir atividade
antibacteriana. Estas enzimas localizam-se no espacgo periplasmatico e inativam os [3-
lactdmicos assim que estes atravessam a membrana externa e antes de atingirem o seu local
de acao (Lister et al. 2009; Pang et al. 2019)

As diferentes B-lactamases apresentam diferentes alvos, e atualmente encontram-se
descritos varios grupos e classes de B-lactamases. P. aeruginosa apresenta um numero
significativo de B-lactamases pertencentes a diferentes classes, incluindo penicilinases,
cefalosporinases, cefamicinases e carbapenemases (Pang et al. 2019).

A transferéncia de grupos quimicos € outro mecanismo de inativagéo dos antibiéticos
no qual participam as enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME). As AME alteram a
estrutura quimica dos aminoglicosideos através de reacdes de fosforilagdo, acetilacéo e
adenilagao, interferindo tanto no transporte do farmaco como na sua afinidade de ligacéo ao
local alvo na célula bacteriana (subunidade ribossomal 30S) (Dzidi¢ et al. 2008; Blair et al.
2015).

1.3.2. Resisténcia Adquirida

A resisténcia adquirida envolve uma mudanga da composi¢ao genética do organismo
através da ocorréncia mutagdes ou da aquisi¢cao de acido desoxirribonucleico (ADN) exdégeno
por transferéncia horizontal de genes (Gellatly and Hancock 2013; Pang et al. 2019)

As bactérias podem adquirir ADN exdgeno através de bacteriéfagos (transdugdo), da
incorporagao de fragmentos livres de ADN presentes no meio envolvente (transformagao) ou
da mobilizagéo de plasmideos apds contacto direto célula-a-célula (conjugagao), que constitui
0 mecanismo mais comum de transferéncia de genes de resisténcia (Dzidi¢ et al. 2008; Blair
et al. 2015).

As mutacgdes, induzidas ou espontaneas, sao alteragdes permanentes na estrutura dos
genes que podem ocorrer durante a replicagdo, podendo resultar em caracteristicas
vantajosas para a bactéria. As mutagdes podem ser responsaveis pela diminui¢do da entrada
do antimicrobiano na célula através de alteragdes nas porinas, pela modificagdo dos seus
alvos na célula ou por promover a hiperexpressdo das bombas de efluxo e das enzimas
inativadoras dos antimicrobianos, tais como as B-lactamases (Dzidi¢ et al. 2008; Gellatly and
Hancock 2013). Se a mutagéo resultar num beneficio para a bactéria, como no caso da
resisténcia aos antimicrobianos, entdao tendera a predominar naquela espécie apos
transmissao as geragdes seguintes (Pang et al. 2019).

P. aeruginosa é capaz de expressar uma ampla variedade de mecanismos de
resisténcia adquiridos, incluindo a producédo de [-lactamases, principalmente devido a

mutagcdes em genes de resisténcia localizados no cromossoma ou pela aquisicao de genes



de resisténcia de outra bactéria através de plasmideos e integroes (Arais et al. 2016; Pang et
al. 2019). Juntamente com a elevada resisténcia intrinseca a antimicrobianos apresentados
pela espécie P. aeruginosa, a resisténcia adquirida contribui para o desenvolvimento de
estirpes multirresistentes, o que aumenta a dificuldade em erradicar esta bactéria e leva a

mais casos de infe¢des persistentes (Alhazmi 2015; Pang et al. 2019).

1.3.3. Resisténcia Adaptativa

A resisténcia adaptativa possibilita um aumento da capacidade de sobrevivéncia da
bactéria apds contato com um antimicrobiano devido a alteragdes transitorias na expressao
de um gene ou de uma proteina em resposta a estimulos ambientais, e pode ser reversivel
quando o estimulo é removido. Em P. aeruginosa, o mecanismo de resisténcia adaptativa

melhor descrito é a formagao de biofilmes (Pang et al. 2019).

1.3.3.1. Biofilme

Um biofilme é uma comunidade séssil de bactérias altamente organizada. Num
biofilme, as diferentes bactérias que o constituem ligam-se umas as outras e aderem a uma
superficie, estando envoltas numa matriz de substancias extracelulares poliméricas (EPSs)
por elas produzida. A matriz EPS perfaz a maioria do volume do biofilme e é composta por
polissacaridos, proteinas, metabolitos e ADN extracelular (Pye et al. 2013).

A regulacdo da formacao de biofilme por P. aeruginosa é multifatorial e depende
maioritariamente da comunicagao célula-célula promovida pelo sistema “Quorum sensing”, e
também por variagdes e sinais do meio ambiente, tais como, o aumento de densidade celular
e alteragbes mecanicas, nutricionais e metabdlicas (Donlan 2002). A transicdo de P.
aeruginosa do estado plancténico para biofilme envolve inUmeras alteragdes fisiolégicas,
sendo que a primeira fase consiste na adesao inicial reversivel das células a uma superficie
bidtica ou abiotica. A capacidade de adesdo de um microrganismo a uma superficie depende
da presencga de estruturas celulares como o pili, os flagelos e as fimbrias. Seguidamente a
adesdo da bactéria a superficie torna-se irreversivel, formando-se microcoldnias.
Posteriormente, ocorre a diferenciacdo das microcolénias em macrocolénias envolvidas numa
matriz de exopolissacaridos, formando biofiimes maduros. Por fim, pode ocorrer a
descamacgao de algumas bactérias em estado plancténico ou microcolénias das camadas
mais externas do biofilme maduro, que irdo iniciar um novo processo de colonizagdo numa
nova superficie, funcionando como um foco de disseminagdo de microrganismos que
contribuem para perpetuar infe¢des existentes (Donlan 2002; Pye et al. 2013; Alhazmi 2015).

Durante a formacgao do biofilme, ocorre a criagao de canais internos que asseguram a

propagacao de nutrientes e oxigénio a células localizadas mais profundamente no biofilme



(Drenkard 2003). Quando completamente maduro, o biofilme funciona como uma associac¢ao
funcional de células heterogéneas, com padroes de multiplicagdo distintos, cooperagao
fisiologica e eficiéncia metabdlica. Nesta fase, as células localizadas em regides diferentes do
biofilme exibem diferentes padrdes de expressao genética (Donlan 2002; Alhazmi 2015).

e celias

biofilme
maduro

células
plancténicas

formagéao de
microcolonias

Adesao Reversivel Adesao Irreversivel

Figura 1 - Esquema da formacgao do biofilme (original do autor)

Os biofilmes sdo um problema importante em medicina humana e veterinaria devido a
suaresisténcia a penetracao de antimicrobianos e desinfetantes. Dentro do biofilme as células
bacterianas recebem protecao fisica adicional contra fatores externos, sendo menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos e a resposta imunitaria do hospedeiro do que as que
se multiplicam em modo plancténico (Nuttall 2016).

As células persistentes (CPs) compreendem uma pequena subpopulacao de células
dentro de um biofilme que espontaneamente conseguem entrar num estado metabdlico
quiescente, ndo apresentando divisdo celular. Estas células exibem alta tolerancia a
antimicrobianos, o que significa que ndo se multiplicam na presenca destes, mas também nao
morrem (Keren et al. 2004; Lewis 2010). Quando a antibioterapia é suspensa, as CPs
retomam a sua capacidade de multiplicacao e participam na recolonizac¢ao do local da infecao,
impedindo a sua erradicagao (Grassi et al. 2017). De facto, Keren et al. (2004) sugeriu que a
sobrevivéncia de um biofilme apds antibioterapia também podera estar baseada na presenca
de CPs, para além da expressao de possiveis mecanismos de resisténcia especificos dos
biofilmes. As CPs representam um grande desafio para o tratamento de muitos tipos de
infecdes e poderdo contribuir para a recalcitrancia ao tratamento com antimicrobianos e

cronicidade de infe¢cbes associadas a biofilmes (Lewis 2008).

2. Abordagem clinica da otite externa por Pseudomonas aeruginosa em caes

21. Consideragdes sobre a anatomia do ouvido externo do cao
O ouvido esta dividido anatomicamente em trés partes: o ouvido interno, o ouvido

médio e o ouvido externo (Harvey and Paterson 2014; Konig and Hans-Georg Liebich 2016).



O ouvido externo recebe e concentra as vibragdes do ar, representando um aparelho coletor
e condutor do som que através da membrana timpanica, transmite as ondas sonoras para o
ouvido médio (Cole 2009; Njaa et al. 2012; Kénig and Hans-Georg Liebich 2016).

Face a necessidade de realizar um diagndstico em qualquer situagao que envolva o
ouvido externo, um clinico tem de estar consciente das estruturas e caracteristicas
anatémicas do mesmo, tornando assim mais rapido e acessivel o reconhecimento de afe¢oes
que serao a base para o desenvolvimento de um plano de diagndstico e posteriormente para
o estabelecimento de um tratamento adequado (Njaa et al. 2012).

A constituicdo do ouvido externo inclui o pavilhao auricular e o meato acustico externo,
ou conduto auditivo, o qual se estende até a membrana timpanica (Harvey and Paterson
2014). O pavilhdo auricular é uma estrutura mével composta por uma lamina de cartilagem
elastica, a cartilagem auricular, revestida por pele em ambos os lados e tornando-se mais
espessa e menos flexivel mais proximo da sua extremidade proximal (Cole 2009). E a
cartilagem auricular que determina o formato do pavilhdo auricular, que varia de tamanho e
forma consoante a raga do animal, podendo apresentar uma conformagéao ereta ou pendular
(Angus 2004a; Njaa et al. 2012).

O meato acustico externo (MAE) é relativamente longo nos carnivoros e encontra-se
dividido em porcao vertical, formada pela por¢ao proximal da cartilagem auricular, e em
porcao horizontal, formado ndo s6 pela cartilagem auricular como também pela cartilagem
anular (Heine 2004; Cole 2009). O conduto auditivo dos canideos apresenta-se em forma de
“L” onde se nota uma mudanca de dire¢do, de aproximadamente 75 graus, entre o final do
conduto vertical e o inicio do conduto horizontal (Njaa et al. 2012). Uma das dificuldades
encontradas na avaliagido otoscépica do conduto auditivo externo (CAE) é a observacao da
parte distal da porcao horizontal e da membrana timpénica, devido a presencga desta curvatura
no interior do conduto auditivo (Cole 2009; Njaa et al. 2012). A incisura intertragica é a regiao
anatémica que serve de guia para a introdugao do otoscépio aquando do exame do conduto
auditivo (Cole 2009; Njaa et al. 2012).

2.2. Microambiente do conduto auditivo externo

A humidade relativa, temperatura e o pH sao os fatores responsaveis pelo equilibrio
do microclima do conduto auditivo externo. Qualquer alteracdo nos mesmos pode interferir na
composi¢ao da microbiota residente (Harvey and Paterson 2014).

Segundo diversos estudos, a temperatura do CAE do cao encontra-se entre 38,2°C e
38,4°C, cerca de 0,6°C abaixo da sua temperatural rectal (Grono 1970; Harvey and Paterson
2014). O espaco dentro do CAE é um local protegido do meio ambiente e a sua temperatura
mantém-se praticamente inalterada face a alteragdes de temperatura no exterior (Grono 1970;

Harvey and Paterson 2014).
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A humidade relativa (HR) do conduto auditivo externo é de 80,4%, sendo considerada
uma caracteristica bastante estavel em relacao a alteracées da HR do meio ambiente (Grono
1970b). Um dos fatores predisponentes a otite externa séo as alteragbes de humidade no
CAE, que podem ocorrer em situagdes nas quais nao haja protecao do conduto auricular
contra a entrada de agua, como nos banhos ou na praia, ou excesso de aplicagdo de produtos
de limpeza auricular (August 1988; Harvey and Paterson 2014). Em casos de otite externa, a
temperatura do CAE sobe em média para os 38,9°C (Grono 1970) e a humidade relativa atinge
valores mais elevados que o normal, em média de 89% (Grono 1970b).

A faixa dos valores de pH do conduto auditivo externo varia entre os 4,6 e 0s 7,2 e, tal
como os outros parametros, o pH médio do CAE também aumenta em casos de otite externa
(Cole 2009; Grono 1970c).

A microbiota comensal do CAE de um cao saudavel é frequentemente composta por
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp., Micrococcus
spp. e ocasionalmente coliformes. Em raras ocasides foram também isolados Proteus spp. e
Pseudomonas spp., sendo que esta ultima aparece em apenas 1% dos caes saudaveis e em
20% dos caes com otite externa (Cole 2009; Petrov et al. 2013; Harvey and Paterson 2014).
Para além de bactérias, a microbiota comensal do conduto auditivo também inclui leveduras,
entre as quais Malassezia pachydermatis é a mais frequentemente identificada (Kowalski
1988; Angus 2004b).

Qualquer doenga primaria ou situagdo que resulte na alteracdo do equilibrio da
microbiota comensal do CAE ira favorecer o sobrecrescimento das bactérias ou leveduras
presentes e, possivelmente, a colonizacdo por agentes oportunistas. E de notar que as
leveduras e bactérias comensais do CAE sé podem ser consideradas potencialmente
patogénicas se associadas a sintomatologia de otite (Angus 2004b).

A superficie epitelial do conduto auditivo externo é revestida por uma fina camada de
cerumen de coloragdo amarelada e detritos aderentes (Kowalski 1988). O cerumen é
produzido continuamente, sendo composto pelo conjunto de secregbes lipidicas das
glandulas sebaceas, pelas secre¢des das glandulas ceruminosas e por células epiteliais de
descamacéao (Tabacca et al. 2011; Harvey and Paterson 2014). As glandulas apdcrinas ou
ceruminosas estdo localizadas na derme mais profunda e contém &acidos
mucopolissacarideos e fosfolipidios. Apesar da distribuicdo e densidade das glandulas ser
claramente diferente consoante a raca e o animal, existe um padrao de distribuicdo onde a
proporc¢ao das glandulas sebaceas tem um aumento gradual da extremidade proximal do CAE
para a distal, enquanto o numero de glandulas ceruminosas diminui (Angus 2004a; Cole
2009).

A componente lipidica do cerumen dos cdes pode variar muito, inclusive entre os

ouvidos do mesmo animal, e é constituida principalmente por triglicéridos, esqualeno, esteres
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de esterol e acidos gordos. Dentro destes ultimos, o acido oleico e linoleico tém propriedades
antibacterianas (Stahl et al. 2013). O alto teor lipidico do cerumen ajuda a manter a normal
queratinizagio da epiderme, auxilia na captura e excregao de detritos produzidos tanto dentro
do CAE como na entrada do mesmo, resultando num nivel relativamente baixo de humidade
dentro do lumen do conduto auditivo (Tabacca et al. 2011).

Em casos de otite externa, ocorre a hipertrofia das glandulas apdcrinas e o contetdo
lipidico do cerumen diminui significativamente em comparagcdo com os ouvidos saudaveis. A
diminui¢ao da fragao de lipidos do cerumen pode ser responsavel pelo aumento da humidade
relatada nos CAE de caes com otite externa. A acumulacédo de humidade no CAE, juntamente
com a diminuicdo da atividade antibacteriana consequente a alteragido da composi¢cao do
cerumen, resulta na maceragédo do revestimento epitelial, aumentando a probabilidade de
infecdo e multiplicagcao bacteriana (Kowalski 1988).

A migracao epitelial das células epiteliais descamadas € um mecanismo auto-protetor
de transporte que assegura que o cerumen, 0s microrganismos € o0s detritos sejam
mecanicamente removidos do interior do conduto auricular (Angus 2004b; Tabacca et al.
2011). Este processo é vital para a manutencdo da homeostasia do conduto auricular e
qualquer ocorréncia que retarde ou influencie este mecanismo pode levar ao surgimento de

otopatias (Tabacca et al. 2011).

2.3. A Otite Externa

A otite externa (OE) é definida como uma inflamag¢do do MAE de localizac&o anterior
a membrana timpanica com etiologia multifatorial, sendo uma das doengas mais comuns no
cao diagnosticada na pratica clinica (August 1988; Glaze 2013; MSD 2020).

A classificacdo da OE pode ser dividida em causas e fatores (Glaze 2013; MSD 2020).
As causas primarias, tais como ectoparasitas, corpos estranhos, alergias ou hipotiroidismo,
podem iniciar o processo de inflamagdo do conduto auditivo, posteriormente intensificado
devido a causas secundarias, ou seja, infe¢des bacterianas e fungicas. Infe¢des secundarias
por P. aeruginosa s&o comuns em casos cronicos de otite externa (Nuttall 1998; Barnard and
Foster 2017). O aumento da humidade no conduto auditivo, a obstrugdo por pdlipos ou
neoplasias e a conformacéo do pavilhdo auricular estao incluidos nos fatores predisponentes.
Estes fatores estao presentes antes do desenvolvimento da OE e acabam por aumentar o
risco da doenga, mas normalmente ndo sdo a sua causa direta. Os fatores perpetuantes
correspondem as alteragdes progressivas do conduto auditivo resultantes da inflamagéao
presente nas OE e incluem o edema, estenose e alteragdes do epitélio do conduto auditivo,
bem como a fibrose ou calcificagdo das cartilagens envolventes e a presenga de otite média.
Estes fatores podem contribuir para que as alteragbes se tornem permanentes e para o

agravamento do processo inflamatério do conduto auditivo, dificultando a resolugéo da OE,
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mesmo apos a eliminagédo das causas primarias que lhe deram origem (Coatesworth 2011;
Njaa et al. 2012).

Na presenca de sinais clinicos nao é dificil diagnosticar uma OE no cao. O sinal mais
comum € o prurido, que leva o animal a sacudir frequentemente a cabeca e cogar a regiao
periauricular. Outros sinais clinicos também associados a otites incluem eritema, edema,
descamacéo, otorreia, odor desagradavel e dor a palpagao da cartilagem auricular. Por vezes,
em casos mais graves, o desconforto do animal é tdo acentuado que pode levar a ocorréncia
de otohematomas, alopécia do pavilhdao auricular e escoriagdes. No entanto, alguns animais
mostram muito poucos sinais clinicos até a otite se tornar bem grave (August 1988; Jacobson
2002; Coatesworth 2011).

P. aeruginosa é a bactéria de Gram-negativo mais comumente isolada em casos de
otite no cdo (Nuttall 1998; Barnard and Foster 2017). Sendo uma bactéria invasora
oportunista, pode surgir em ouvidos expostos a maior humidade devido a banhos em excesso,
ou quando a populagdo comensal esta ausente apds o uso repetido e prolongado de
antimicrobianos (Morris et al. 2017) A presencga de grandes quantidades de exsudado fluido
de coloragdo amarelada € caracteristica de infegdes bacterianas, especialmente por bactérias
de Gram-negativo, tais como P. aeruginosa (Kowalski 1988). Outra caracteristica comum das
infecdes por esta bactéria € o aparecimento de Ulceras no conduto auditivo como
consequéncia da producao e libertacao de proteases (Saridomichelakis et al. 2007; von Silva-
Tarouca et al. 2019).

Para estabelecer um diagndstico é essencial fazer uma boa anamnese seguida de um
exame fisico completo. Dado que a dermatite atdpica é a causa mais comum de OE,
representando mais de 60% das causas primarias, € também indispensavel um exame
dermatoldgico rigoroso para identificar sinais de doenca de pele generalizada (Ngo et al.
2018). Seguidamente, deve-se realizar o exame otoscépico para avaliar a condi¢do do CAE
e aferir a integridade da membrana timpéanica, citologia do exsudado auricular e respetiva
cultura e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (Jacobson 2002; Glaze 2013).

O diagnostico e o tratamento da OE sdo muitas vezes dificeis, porque existem
numerosos fatores e doengas que predispdéem para otite e numerosos agentes secundarios
que agravam o processo (Jacobson 2002). Geralmente, as otites tornam-se crénicas ou
recorrentes devido a causas primarias ou a fatores perpetuantes que nao foram corretamente
tratados (Saridomichelakis et al. 2007). A abordagem terapéutica na OE deve passar pela
identificacdo do agente patogénico responsavel e do controle e/ou eliminacdo de todos os

fatores e causas associados (Angus 2004b; Cole 2004).
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Figura 2 - Otite supurativa associada a infecdo por P. aeruginosa (gentilmente cedida
pela Professora Doutora Ana Mafalda Louren¢o)

24. A relevancia da citologia auricular no diagnéstico de Otite Externa

A colheita de amostras deve ser feita sempre a partir de ambos os ouvidos em caso
da sintomatologia ser bilateral, antes da utilizacdo de qualquer agente de limpeza ou do inicio
do tratamento com a ajuda de um cotonete ou zaragatoa (Angus 2004b). O material
depositado na lamina é corado com corante de Wright-Giemsa ou Diff-Quik e observado ao
microscopio. Os esfregacos devem ser examinados principalmente quanto a trés pontos
importantes: presenga, quantidade e morfologia das bactérias, presengca e quantidade de
leveduras, e presencga de leucécitos, com ou sem fagocitose de bactérias (Kowalski 1988).
Qualquer bactéria detetada na citologia com formato de bastonete deve ser considerada com
potencial de produzir infe¢do. No entanto, a decisdo de iniciar um tratamento deve ser sempre
feita baseada na combinagio dos achados citolégicos e na presenga e gravidade dos sinais
clinicos. A existéncia de neutrdéfilos degenerados ou a visualizagdo de bactérias intracelulares
confirmam a presenca de infegdo (Angus 2004b; Glaze 2013).

O principal valor da citologia auricular é a identificacdo da morfologia bacteriana,
presencga de leveduras e quantificagdo bacteriana, que permite concluir quanto a presencga de
infecdo. A avaliagdo citolégica do exsudato auricular € um teste de diagnédstico simples,
pratico e econdmico, originando informacdes imediatamente disponiveis para o veterinario,
permitindo a orientagdo de um tratamento terapéutico empirico racional e a tomada de
decisbes no momento da consulta inicial. Para além da consulta inicial, 0 exame citoldgico
deve ser realizado a cada reavaliagdo sendo uma excelente forma de monitorizar a resposta
ao tratamento (Angus 2004b).

Os veterinarios sao incentivados a ver a citologia como um teste obrigatério para todos
0s pacientes que apresentam sinais clinicos de otite externa. A nao realizagao deste teste de
diagnostico pode resultar no uso inadequado de agentes antimicrobianos, levando ao
prolongamento ou a falha do tratamento e consequente progressdo da doenga com

disseminacao de estirpes resistentes (Angus 2004b; Nuttall 2016; Barnard and Foster 2017).

14



2.5. O papel da cultura e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA)

A cultura bacteriana e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) sao
recomendados em casos de otites crénicas recorrentes, quando o paciente ndo responde ao
tratamento empirico, sempre que sao identificadas bactérias em formato de bastonete na
citologia, e quando se pondera o uso de antibioterapia sistémica (Jacobson 2002; MSD 2020).

Os resultados da cultura permitem identificar quais as espécies de bactérias
responsaveis pela infecao e o TSA serve de guia na escolha do antimicrobiano apropriado a
aplicar. No entanto, a utilidade do TSA é limitada nos casos de OE, pois os resultados séo
avaliados tendo em conta a concentragao do farmaco no plasma. Nem sempre estes dados
sdo relevantes na escolha do antimicrobiano a aplicar, dado que as concentragdes atingidas
no conduto auditivo apds aplicagdo topica destes compostos sdo muito superiores as
concentracoes testadas no TSA (Angus 2004b; Nuttall 2016).

2.6. Tratamento

A decisao quanto ao tratamento deve ser baseada nos sinais clinicos, bem como nos
resultados de citologia, bacteriologia e TSA. Nos casos crénicos ou recorrentes deve fazer-se
uma avaliagdo completa na tentativa de identificar e tratar causas primarias e identificar a
existéncia de fatores predisponentes e perpetuantes. O tratamento tem como principais
objetivos a limpeza do conduto auditivo, a redugao da inflamagao, prurido e dor, e a eliminagéo
das bactérias presentes (Glaze 2013; Barnard and Foster 2017).

Quando a membrana timpéanica se encontra integra, o tratamento tépico é a forma
mais comum e eficaz de resolugcao de uma OE pois, devido ao fraco suprimento sanguineo
do conduto auditivo, qualquer composto utilizado no tratamento sistémico ira chegar ao MAE
em concentragdes baixas e, por outro lado, quando aplicados topicamente os antimicrobianos
podem atingir concentragdes no local de infecdo até 1000 vezes superiores
comparativamente a administracao via sistémica (Buckley et al. 2013; Pye et al. 2013; Barnard
and Foster 2017).

A limpeza do conduto auditivo € uma parte essencial no maneio da OE pois, para além
de ter um efeito calmante, permite a remog¢ao de detritos e do exsudado mucopurulento,
aumentando a eficacia das formulagdes tépicas (Barnard and Foster 2017). Encontram-se
comercializados varios produtos que podem ser utilizados para este fim, apresentando
diferentes combinag¢des de compostos, muitos deles com propriedades antissépticas. Os
compostos ceruminoliticos atuam como surfactantes e detergentes, sendo normalmente
utilizados pelo veterinario para uma primeira limpeza em consultério. A maioria dos produtos
contém acidos, tais como acido acético, acido citrico, e acido lactico que apresentam eficacia
comprovada contra P. aeruginosa. Alguns destes compostos podem ser associados a alcool,

com o objetivo de ajudar a secar o CAE (Harvey and Paterson 2014; Paterson 2016).
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O trometamina com acido etilenodiaminotetracético (Tris-EDTA) e a clorhexidina sao
dois compostos antissépticos presentes em algumas preparagdes de limpeza otica com
excelente atividade antimicrobiana. O Tris-EDTA é um agente quelante do calcio e magnésio,
que afeta a permeabilidade e integridade da membrana externa das bactérias de Gram-
negativo e que interfere no funcionamento das bombas de efluxo de P. aeruginosa. Contribui
também para a destruigéo fisica e remogao dos biofilmes, aumentando a penetragao e eficacia
dos antimicrobianos. Por estas razdes, o Tris-EDTA é um composto que potencia a agao dos
antimicrobianos e, portanto, mesmo quando o TSA possa indicar que a bactéria associada a
OE apresenta resisténcia a um determinado antibiético in vitro, um pré-tratamento com Tris-
EDTA pode tornar a bactéria suscetivel in vivo (Buckley et al. 2013; Nuttall 2016; Paterson
2016).

A maior parte das preparagoes tépicas para o tratamento de OE sao formulagdes que
contém a combinagao de um glucocorticoide, um antibidtico e um antifungico (Paterson 2016;
Barnard and Foster 2018). Os glucocorticéides reduzem o prurido, o edema, a exsudacgao, a
estenose do conduto auditivo e a dor associados a otite, o que facilita a realizagao da limpeza
e aplicacao do tratamento (Nuttall 2016; MSD 2020). Para além do seu uso tépico, a maioria
dos casos de OE por P. aeruginosa, sobretudo os casos com ulceragdo do conduto auditivo,
beneficiam do uso sistémico de glucocorticoides, tais como a prednisolona (Barnard and
Foster 2017).

Dentro das opg¢bdes de antimicrobianos disponiveis para tratamento da OE, as
fluoroquinolonas (FQ), tais como a enrofloxacina e a marbofloxacina, devem ser reservadas
para infe¢des por estirpes resistentes (Nuttall 2016; Paterson 2016; Barnard and Foster 2018).
A atividade bactericida das FQ é concentracao-dependente, o que as torna uma boa escolha
para o tratamento tépico da OE por P. aeruginosa (Barnard and Foster 2018).

A Polimixina B é outro antimicrobiano disponivel, apresentando efeito bactericida
contra bactérias de Gram-negativo (Nuttall 2016; Paterson 2016). No entanto, segundo
Barnard and Foster (2018), a sua eficacia é bastante limitada e muitos isolados de P.
aeruginosa parecem ser resistentes a este composto. Os aminoglicosideos, como a
gentamicina e a tobramicina, apresentam uma agao bactericida contra P. aeruginosa através
da inibicdo da sintese proteica. A sua eficacia é 6tima na presenga de um meio alcalino e,
pelo contrario, o seu efeito pode ser inativado por exsudado purulento, sendo por isto muito
importante proceder a limpeza do conduto auditivo antes da aplicacdo destes compostos
(Paterson 2016; Barnard and Foster 2018).

A Sulfadiazina de Prata é um antibacteriano tépico usado em medicina humana para
tratar feridas por queimadura que apresenta bons resultados no tratamento da OE contra P.
aeruginosa (Paterson 2016; Barnard and Foster 2018; von Silva-Tarouca et al. 2019). Este

composto pode ser diluido em soro ou em Tris-EDTA que, segundo um estudo por Buckley et
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al. (2012) potencia a atividade da Sulfadiazina de Prata contra estirpes resistentes de P.
aeruginosa.

A OE por P. aeruginosa é talvez a infegao do conduto auditivo mais dificil de resolver.
A maioria das estirpes de P. aeruginosa apresentam capacidade de resisténcia aos
antimicrobianos geralmente utilizados, tornando o tratamento desafiante. E de extrema
importéncia gerir as expectativas do tutor quanto a duracdo do tratamento, e fazé-lo
compreender que o sucesso do mesmo estd dependente da sua rigorosa cooperagao
(Barnard and Foster 2018). Devido aos varios fatores ja mencionados, principalmente a
presenga de estirpes resistentes a antimicrobianos e a ocorréncia de falhas no tratamento, a

procura por opgdes de tratamento alternativas tem vindo a aumentar (Maruhashi et al. 2016).

3. Estratégias microbianas inovadoras

3.1. Contexto Atual

A descoberta da penicilina, em 1929, marcou o inicio da era dos antibidticos,
revolucionando o tratamento das doencas infeciosas no ultimo século. De 1940 a 1960, foi a
época de ouro dos antibidticos, ja que a maior parte dos farmacos antimicrobianos usados
comercialmente hoje em dia foram descobertos e desenvolvidos durante esse periodo
(Serrano 2015). Apesar desta conquista ter permitido prolongar a esperanga média de vida
da populagéao e reduzir consideravelmente a morbilidade e mortalidade associadas a doencgas
infeciosas, varios fatores contribuiram para o aparecimento de bactérias resistentes (Yap et
al. 2014; Blair et al. 2015).

Os antimicrobianos tém sido largamente utilizados mundo fora e muitos paises nao
tém legislacao para controlar o seu consumo. Em alguns paises, aproximadamente 80% do
consumo total de antimicrobianos importantes do ponto de vista clinico é utilizado no setor da
producao animal, principalmente para promoc¢ao do crescimento de animais saudaveis (WHO
2017). O fator mais importante que influencia o aparecimento e a disseminagao da resisténcia
aos antimicrobianos é a exposicao excessiva de bactérias aos mesmos. O uso indiscriminado
e excessivo de antimicrobianos causa pressao seletiva, afetando os individuos mais sensiveis
e permitindo que apenas o gendtipo mais apto prospere. Apesar de a aquisi¢cdo de
resisténcias ser um processo de adaptagado natural inevitavel, o uso intensivo de agentes
antimicrobianos na comunidade, em contexto hospitalar e na agricultura é inegavelmente
responsavel por fomentar e acelerar esta crise. Hoje, bactérias multirresistentes (MDR)
encontram-se disseminadas na comunidade e pratica clinica devido ao uso impréprio de
antimicrobianos nas ultimas décadas (Magiorakos et al. 2012; Yap et al. 2014; Sweeney et al.
2018).
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As consequéncias da disseminagao de estirpes multirresistentes sao bastante graves,
contribuindo para o aumento da frequéncia de falhas no tratamento e a gravidade das
infe¢des. Conforme foi evidenciado no relatério da Organizagao Mundial da Saude (WHO CIA
2018) é essencial preservar a eficacia dos medicamentos disponiveis por meio de medidas
que minimizem o desenvolvimento e a disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos,
enquanto se continuam as tentativas para desenvolver novas opgbes de tratamento. Este
apelo é de extrema importancia, uma vez que, embora haja uma necessidade reconhecida do
desenvolvimento de novos antimicrobianos para uso clinico, apenas duas novas classes de
antimicrobianos foram licenciadas nas ultimas trés décadas (Romani et al. 2013).

O lugar de destaque que os animais de companhia apresentam no nucleo familiar
aumentou substancialmente nos ultimos anos e a atencéo é cada vez mais dedicada ao seu
bem-estar resultando no aumento das despesas com cuidados veterinarios. Como
consequéncia, 0s mesmos antimicrobianos licenciados para uso humano sao frequentemente
usados em animais de estimacao (Guardabassi et al. 2004). Tendo isto em consideragéo,
devido ao aumento de resisténcia a antimicrobianos em todo o mundo, a OMS elaborou em
2005 uma lista que é continuamente atualizada de todos os antimicrobianos disponiveis
agrupados em trés categorias, com base na sua importancia para a medicina humana:
antimicrobianos criticamente importantes, antimicrobianos altamente importantes e
antimicrobianos importantes. A lista tenta assegurar que os antimicrobianos criticamente
importantes sejam administrados com prudéncia e pretende também contribuir para a gestao
da evolugdo e disseminacdo de resisténcias aos antimicrobianos, indicando quais os
antimicrobianos usados em animais que apresentam riscos potencialmente mais elevados
para as populagées humanas relativamente ao seu papel de disseminagéo de resisténcias
(WHO CIA 2018).

Resultante desta convivéncia préxima entre animais de companhia e humanos sao
criadas condi¢des favoraveis para a transmissao de bactérias resistentes entre si, por contato
direto, ou através do ambiente. Caes e gatos podem ser reservatorios de bactérias resistentes
de importancia clinica em humanos como, por exemplo, Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (MRSA), Enterococos resistente a Vancomicina (VRE) e Salmonella Typhimurium
DT104 multirresistente (Guardabassi et al. 2004).

Na maioria dos paises ndo ha registos disponiveis sobre a administracdo de
antimicrobianos aos animais de companhia nem dados sobre a prevaléncia de estirpes
resistentes. Como consequéncia, para além de ser dificil estimar a quantidade total de
antimicrobianos usados, é virtualmente impossivel determinar a pressao seletiva imposta pelo
uso de antimicrobianos na pratica clinica de pequenos animais e os seus efeitos no

desenvolvimento de resisténcias (Guardabassi et al. 2004).

18



As causas mais frequentes de tratamento com antimicrobianos em caes e gatos sao
infecdes de pele, infecdes do trato respiratédrio, infe¢des do trato urinario (ITU) e otites
externas (Guardabassi et al. 2004). Os fendtipos de resisténcia de P. aeruginosa sao mais
frequentes na espécie canina e as estirpes multirresistentes parecem surgir principalmente
nos casos de otite (Cabassi et al. 2017). Tais resultados, podem ser atribuidos ao fato de as
otites externas por P. aeruginosa serem, na sua maioria, infegdes crénicas que requerem
longos periodos de tratamento, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos. Existindo falhas na identificacdo do agente patogénico, no controle das
causas primarias e fatores predisponentes, e, simultaneamente falhas no tratamento diario
por parte do tutor, as recidivas sdo comuns, favorecendo a evolugdo da infe¢do para a
cronicidade (Angus 2004a). A data, a qualidade e quantidade dos estudos realizados com o
objetivo de avaliar tratamentos para otites por P. aeruginosa em canideos sado baixas, sendo
poucos os estudos que demonstram qual a melhor combinacdo de farmacos a utilizar.
Portanto, a maioria das decisdes terapéuticas sao baseadas em dados inadequados e na
experiéncia pessoal do clinico, ao invés de resultarem de uma base solida de evidéncias
(Jacobson 2002; Nuttall and Cole 2007; Barnard and Foster 2017).

Num estudo realizado durante cinco anos, com o objetivo de determinar os agentes
etiolégicos da otite externa canina, a sua prevaléncia e o seu comportamento em relagao a
alguns antimicrobianos, Petrov concluiu que P. aeruginosa era 0 agente microbiano envolvido
na etiologia da OE com perfil de resisténcia mais elevado (Petrov et al. 2013). P. aeruginosa
pertence ao grupo de bactérias designado com o acronimo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, e
Enterobacter spp.), para o qual as opgdes terapéuticas sdo cada vez mais limitadas. Estes
seis agentes patogénicos sao a principal causa de infegbes nosocomiais € sdo uma ameaga
em todo o mundo, devido a sua capacidade de se tornarem cada vez mais resistentes a todos
os antimicrobianos disponiveis (Lupo et al. 2018). A acumulagédo de multiplos mecanismos de
resisténcia em isolados clinicos e a existéncia de estirpes que sao resistentes a todos os
antimicrobianos colocou P. aeruginosa em destaque como uma “superbactéria” em ascensao
(Alhazmi 2015).

Devido ao aparecimento crescente de resisténcia a antimicrobianos e face ao vasto e
versatii genoma dos microrganismos, as opc¢bes de tratamento estdo a diminuir
drasticamente. Para gerir esta situagédo e controlar esta ameaca global é essencial aplicar a
abordagem “Uma s6 Saude” (“One Health”), que reconhece que a saude humana esta
conectada a saude animal e ao ambiente (iCF 2016). A fim de diminuir a resisténcia a
antimicrobianos é necessario um melhor maneio do consumo de antimicrobianos na saude
humana e veterinaria e é importante a continuagao da implementagao de campanhas de uso

responsavel para aumentar a consciéncia para esta ameacga. No futuro sera crucial realizar

19



investigacao cientifica com o objetivo de encontrar novas moléculas com atividade
antibacteriana que possam inibir estirpes resistentes e / ou atuar em sinergia com
antimicrobianos e impulsionar a sua implementacao segura e gradual (Serrano et al. 2017;
Ribeiro et al. 2020).

3.2. Algumas propostas inovadoras no combate a infe¢gées por P.

aeruginosa

A investigacao tendo em vista o desenvolvimento e descoberta de novas alternativas
terapéuticas para substituicdo ou complemento de antibioterapia esta a ter uma ascensao
cada vez mais impactante. As possibilidades do uso de inibidores de bombas de efluxo tém
surgido como uma potencial estratégia terapéutica para o tratamento de afec¢des por P.
aeruginosa. O PADbN (fenilalanina arginil b-naftilamida) € um inibidor de bomba de efluxo ja
consideravelmente bem estudado, que promove nao sé a passagem dos antimicrobianos para
o interior da célula através de uma inibicao competitiva das bombas de efluxo, como aumenta
a permeabilidade da membrana externa da bactéria. Desta forma, contribui para a diminuigéao
do potencial de viruléncia da bactéria e, consequentemente, para o aumento da sua
suscetibilidade aos antimicrobianos (Ferreira 2010; Pang et al. 2019).

Outro estudo, realizado por de Sousa et al. (2011), observou que o xilitol apresenta
um mecanismo de ag¢ao que dificulta a adesdo de Pseudomonas a diferentes superficies,
propondo a utilizagdo do xilitol como uma biomolécula promissora no combate a formagao de
biofilmes por esta bactéria.

A utilizagao de produtos naturais esta a tornar-se uma alternativa cada vez mais viavel
como substituto da antibioterapia, encontrando-se disponiveis varios artigos cientificos que
descrevem a sua eficacia. Recentemente, um estudo por Maruhashi et al. (2016) demonstrou
que o uso de L-Mesitran®, um gel a base de mel ja com aprovacgao para utilizagdo em
medicina humana, foi eficaz no maneio de casos de otite externa em caes, incluindo os
associados a bactérias que apresentavam resisténcia a varios antimicrobianos, revelando
assim que este produto constitui uma alternativa possivel para o tratamento de OE nestes
animais.

Vérios outros estudos recentes tém referido diversas terapéuticas inovadoras
alternativas ao uso de antimicrobianos como bastante eficazes em eliminar estirpes de P.
aeruginosa resistentes a antimicrobianos. Estas estratégias podem ser usadas como
alternativa ou em combinagado com os antimicrobianos convencionais, e incluem a aplicagao
de compostos inibidores dos sistemas de “Quorum Sensing”, compostos quelantes do ferro,
fagos, vacinas, nanoparticulas e péptidos antimicrobianos (Chatterjee et al. 2016; Pang et al.
2019; Song et al. 2019).
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Os péptidos antimicrobianos e os 6leos essenciais, que tém recebido um grande
destaque devido as suas propriedades antimicrobianas, constituiram o foco desde trabalho e

serao abordados em seguida.

3.2.1. Oleos essenciais

A humanidade recorre as propriedades terapéuticas dos produtos naturais (PN) desde
os tempos primordiais (Sim et al. 2019). A procura do alivio da dor e da cura de doencas pela
ingestao de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagéo destes
produtos (Viegas et al. 2006). O uso de produtos naturais como medicamentos tem sido
descrito ao longo da histéria, sendo utilizados na forma de medicamentos tradicionais,
remédios, pocdes e 6leos, os quais podem incluir compostos bioativos ainda nao identificados
(Dias et al. 2012). Ao longo dos ultimos anos, os PN e os 6leos essenciais tém sido
considerados compostos com grande potencial como nova abordagem no combate aos
microrganismos resistentes a antimicrobianos. Neste contexto, os PN tém recuperado espago
e importancia na industria farmacéutica como fonte de novas moléculas bioativas (Viegas et
al. 2006).

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis produzidas pelas
plantas como metabolitos secundarios, usados principalmente em aromaterapia, cosméticos
e compostos medicinais (Dias et al. 2012; Yap et al. 2014). Os 6leos sao chamados de
“‘essenciais” porque representam a propria esséncia e a parte mais importante da planta.
Existem diferengas distintas entre 6leos essenciais e extratos vegetais brutos em termos de
pureza, composi¢cao e processo de aquisi¢do. Geralmente, o extrato dos dleos essenciais é
obtido a partir das flores, botdes, caules, folhas, sementes, galhos, raizes, frutos e cascas
através de destilagdo a vapor ou extragdo mecanica, enquanto os extratos simples de plantas
sao frequentemente obtidos através do uso de solventes como acetona, etanol ou hexano
(Yap et al. 2014). Durante a destilagdo, o condensado de agua € separado por gravidade,
deixando uma pequena quantidade de liquido volatil que é o éleo essencial. Portanto, os 6leos
essenciais sdo extremamente concentrados devido a natureza do seu processo de extragao
e, tecnicamente, ndo séo 6leos verdadeiros, pois nao apresentam conteudo lipidico,
constituindo compostos volateis altamente complexos (Yap et al. 2014). As propriedades
biolégicas e aromaticas especiais dos Oleos essenciais devem-se aos terpenos e
fenilpropandides, que sdo os seus principais componentes (Tariq et al. 2019). A sua atividade
contra bactérias e fungos deve-se a presencga de fito-componentes, cuja concentragao pode
variar dependendo de uma série de fatores, como o estadio de crescimento da planta,
condigbes climaticas, métodos de cultivo e colheita e técnicas de preparagdo do dleo

essencial (Nogueira et al. 2008).
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Vérios 6leos de diferentes plantas, como tomilho, orégaos, menta, canela, cominhos,
sdlvia, cravo, eucalipto e lavanda, foram analisados por possuirem diferentes propriedades
bioldgicas, incluindo atividades anti-inflamatérias, sedativas, digestivas, antimicrobianas,
antivirais, antioxidantes e citotdxicas (Tariq et al. 2019; Ribeiro et al. 2020). O dleo essencial
de lavanda (OEL) é conhecido como um dos 6leos essenciais mais populares, podendo ser
extraido de varias espécies de plantas de lavanda. Existem quatro espécies principais de
lavanda: Lavandula latifolia, Lavandula angustifolia, Lavandula stoechas e Lavandula x
infermedia (um cruzamento estéril entre L. latifolia e L. angustifolia). Entre elas, Lavandula
angustifolia é a espécie mais amplamente cultivada, sendo comumente reconhecida como
lavanda comercial (Cavanagh and Wilkinson 2005). O OEL é composto principalmente por
monoterpendides e sesquiterpendides, destacando-se o linalol e o acetato de linalil
(Sienkiewicz et al. 2014). O OEL possui ndo so atividade antibacteriana e antifungica, mas
também é conhecido por ter propriedades adstringentes e anti-inflamatdrias, além de acelerar
a cicatrizacao de feridas e reduzir as cicatrizes (Sienkiewicz et al. 2014).

Estes produtos naturais apresentam varias vantagens, incluindo menos efeitos
adversos do que os antibidticos, ndo promoverem o desenvolvimento de resisténcias, serem
faceis de obter, apresentarem baixa toxicidade para mamiferos e degradarem-se rapidamente
na agua e no solo, podendo ser considerados produtos relativamente ecolégicos (Kavanaugh
and Ribbeck 2012; Quendera et al. 2019; Sim et al. 2019).

Para além da capacidade de inibir a multiplicagcao bacteriana, os 6éleos essenciais tém
também a capacidade de reduzir a concentragao necessdria de antibidticos devido a sua
atividade sinergética (Sienkiewicz et al. 2014). A combinagao entre agentes antimicrobianos
convencionais e 6leos essenciais € um novo conceito. Embora possam nao produzir efeitos
inibitérios  significativos quando aplicados sozinhos, os Oleos essenciais tém efeito
potenciador quando usados em combinag¢ao com antibiéticos. De facto, a atividade sinérgica
com Oleos essenciais permite reduzir a dose minima eficaz de antibioticos necessaria para o
tratamento de infe¢des (Ribeiro et al. 2020).

Tém sido realizados varios estudos relativos a aplicagao dos 6leos essenciais nas mais
diversas areas da medicina veterinaria, tais como, no tratamento de infe¢cdes do trato urinario
por Escherichia coli e Enterococcus spp em animais de companhia (Ebani et al. 2018), ou na
desinfe¢cao de aviarios, € na administracdo em conjunto com Saccharomyces cerevisiae, um
probidtico comumente utilizado, como estratégia para evitar a colonizagao intestinal por
Salmonella em frangos (Ebani et al. 2019).

Num estudo realizado por Kavanaugh et al. em 2012, os éleos essenciais de cassia,
balsamo do Peru e 6leo essencial de tomilho vermelho, apresentaram maior eficacia do que
a colistina para erradicar biofilmes de P. aeruginosa, indicando-os como possiveis escolhas

eficazes no tratamento de infegbes por biofilmes. Estudos com estirpes de P. aeruginosa

22



mostraram que os 6leos de orégao (carvacrol) e tomilho (timol) interferem nas fases iniciais
de aderéncia e também na formagdo de biofilmes por P. aeruginosa (El et al. 2011). O
cinamaldeido (CAD), um dos constituintes principais do 6leo de canela, tem sido estudado
pelas suas propriedades antimicrobianas contra um conjunto de bactérias de Gram-positivo e
de Gram-negativo, incluindo P. aeruginosa. Um estudo feito na Australia por Topa et al. (2018)
observou que o CAD destruiu 75,6% dos biofilmes formados por P. aeruginosa e, além disso,
concluiu que este dleo tinha a capacidade de prejudicar a formacao dos biofilmes e a
capacidade de multiplicacédo de P. aeruginosa (Topa et al. 2018).

Atualmente, a exploragao de produtos naturais para usos medicinais € uma tendéncia
em crescimento. Uma vez que menos de 10% da biodiversidade mundial foi avaliada
relativamente a sua potencial atividade bioldgica, muitos compostos naturais podem ainda ser
descobertos (Dias et al. 2012). Além disso, também se tem desenvolvido investigacdo no
sentido de otimizar a0 maximo o potencial dos 6leos essenciais. Devido ao seu amplo
espectro de atividade, os 6leos essenciais constituem uma possivel arma valiosa contra
infecdes por microrganismos multirresistentes, representando um grupo relevante de

possiveis novos compostos antimicrobianos (Kavanaugh and Ribbeck 2012; Yap et al. 2014).

3.2.2. Péptidos Antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos (AMPs do inglés “antimicrobial peptides”) sdo um
conjunto unico e variado de moléculas produzidas pela maioria dos organismos vivos, tanto
eucariotas como procariotas, incluindo bactérias, fungos, animais e plantas, fazendo parte da
sua estratégia de defesa imunitaria inata e fornecendo uma primeira barreira contra potenciais
agentes patogénicos (Wang et al. 2016; Lei et al. 2019; Cardoso et al. 2020).

Os AMPs sao polipéptidos com geralmente 10-50 residuos de aminoacidos, podendo
alguns chegar a ter mais de 100 aminoacidos (Serrano 2015; Haney et al. 2017), e possuindo
uma eficacia antimicrobiana potente e de amplo espectro contra bactérias, fungos e virus
(Serrano 2015; Lei et al. 2019).

Nos mamiferos os AMPs encontram-se em locais como a pele, mucosas e fluidos e
sdo produzidos por células epiteliais e células do sistema imunitario, tais como, linfécitos,
neutréfilos, eosindfilos e plaquetas (Bahar and Ren 2013; Serrano 2015). Os AMPs em
mamiferos tém um papel central na protecdo contra infe¢cdes por meio da ativacao,
amplificacao e regulagao das respostas imunes inatas e adquiridas do hospedeiro. Os AMPs
sdo capazes de aumentar a fagocitose, estimular a libertagao de prostaglandina, promover o
recrutamento e a acumulagao de varias células imunitarias em locais inflamatdrios. Estas
moléculas desempenham um papel importante na indugdo de quimiocinas, na inibicao de

respostas inflamatdrias induzidas por LPS, na quimiotaxia, na cicatrizacao de feridas e na
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modulagao das respostas das células dendriticas ou células T (Bahar and Ren 2013; Serrano
2015; Lei et al. 2019).

O primeiro AMP foi descoberto em 1939, quando uma substancia com propriedades
antimicrobianas, chamada gramicidina, foi isolada a partir de Bacillus brevis, exibindo
atividade in vitro e in vivo contra varias bactérias de Gram-positivo (Bahar and Ren 2013;
Phoenix et al. 2013).

Atualmente, a base de dados LAMP (“Linking AMPs”) contém mais de 5500
sequéncias de AMPs, das quais aproximadamente 4000 s&o naturais e cerca de 1500
correspondem a péptidos sintéticos. A LAMP fornece informagdes sobre as caracteristicas de
cada péptido e estes dados estao interligados com outras plataformas existentes, constituindo
um recurso util para estudos e sintese de novos AMPs (Zhao et al. 2013).

Um importante grupo de AMPs é formado por péptidos catidnicos, ricos em
aminoacidos hidrofébicos e cargas positivas devido a presenga de grandes quantidades de
lisina e arginina. Estas duas caracteristicas permitem a estes AMPs estabelecer uma estrutura
secundaria anfipatica, com dominios hidrofilicos e hidrofébicos. Estas estruturas dao-lhes a
capacidade de se ligarem a componentes lipidicos (regido hidrofébica) e grupos fosfolipidios
(regido hidrofilica), e possibilitam a sua interagdo com as membranas celulares dos
microrganismos (Bahar and Ren 2013; Bechinger and Gorr 2017; Haney et al. 2017; Lei et al.
2019). Alguns AMPs de maiores dimensdes garantem a sua estabilidade intramolecular
através de ligagdes dissulfeto originando uma conformacgao relativamente restrita e limitando
a sua flexibilidade estrutural (Bahar and Ren 2013)

Apesar de terem varios mecanismos de agao, a principal atividade exercida pelos
AMPs consiste na interagdo com a membrana celular dos microrganismos, provocando
alteragdes na sua estrutura e consequente lise celular e permeabilizagdo da membrana (Toke
2005; Henriques et al. 2006). Para células bacterianas, o contato inicial depende da ocorréncia
de uma atracgao eletrostatica entre os residuos cationicos dos AMPs e as moléculas anidnicas
na superficie da célula bacteriana, mais especificamente, a camada LPS na membrana
externa das bactérias de Gram-negativo e os acidos lipoteicoicos da parede celular das
bactérias de Gram-positivo (Baltzer and Brown 2011; Bahar and Ren 2013; Mahlapuu et al.
2016). Alguns AMPs interagem com alvos intracelulares. Uma vez dentro da célula bacteriana,
os AMPs promovem a inibicao de processos celulares e metabdlicos importantes, como a
inibicdo da sintese da parede celular e inibicdo da sintese do ADN, RNA e proteinas (Toke
2005; Henriques et al. 2006; Guilhelmelli et al. 2013; Mahlapuu et al. 2016).

Os AMPs podem exibir atividades diferentes, ndo existindo um mecanismo ou local de
acdo comum a todos. E provavel que a maioria dos AMPs apresente varios mecanismos de

acao simultdneos, como a permeabilizagdo da membrana e efeitos intracelulares. Isso
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ajudaria a explicar a atividade de amplo espectro dos AMPs e a escassez de resisténcia
bacteriana aos AMPs (Serrano 2015).

As bactérias ndo parecem desenvolver resisténcia aos AMPs tao facilmente como em
relagdo aos antimicrobianos convencionais. Uma vez que estes atuam apds interagao
eletrostatica com as membranas bacterianas aniénicas, para desenvolverem resisténcia aos
AMPs as bactérias teriam que alterar a composi¢cao da sua membrana externa, uma estrutura
quase universal entre estas. Além disso, os AMPs tém uma agdo muito rapida na disrupgao
da membrana celular bacteriana. Esta interagdo de curta duragao, entre o microrganismo e o
AMP, promove a morte rapida das bactérias e diminui a probabilidade de desenvolvimento
resisténcias (Bahar and Ren 2013; Serrano 2015). No entanto, é importante referir que
existem algumas bactérias que conseguem desenvolver resisténcia aos AMPs catidnicos
através de varios mecanismos, tais como, promovendo a degradacao dos AMPs através da
expressao de proteases ou promovendo a sua remogao do interior da célula bacteriana
através da ativacdo de bombas de efluxo (Serrano 2015). As bactérias comensais do
hospedeiro, e algumas bactérias invasoras tém claramente a capacidade de coexistir com ou
resistir aos efeitos dos AMPs do hospedeiro, sendo que é importante considerar a hipotese
de certos agentes patogénicos terem a capacidade de conseguir desenvolver resisténcias
contra os AMPs utilizados como antimicrobianos terapéuticos (Bechinger and Gorr 2017).

Considerando a necessidade de desenvolver novos agentes antimicrobianos, varias
linhas de investigacao tém sido desenvolvidas com o objetivo de encontrar novos compostos
funcionais mais eficazes, mais seletivos e seguros, que possam ser usados como alternativa
aos antibidticos. A opcao mais promissora, até o momento, é o desenvolvimento de péptidos
antimicrobianos sintéticos. Como os AMPs s&o constituidos por aminoacidos, é relativamente
facil modificar a sua estrutura, e criar novos AMPs totalmente sintéticos, com caracteristicas
quimicas, fisicas e estruturais precisas. Essas modificacbes tém potencial para alterar os
alvos dos AMPs, melhorar a sua estabilidade contra a agcao de proteases e promover uma
acao direcionada contra espécies bacterianas bem definidas, por exemplo, P. aeruginosa
(Bahar and Ren 2013; iCF 2016)

O AMP2041 é um péptido antimicrobiano sintético, pertencente a uma nova familia de
AMPs cationicos, que demonstrou boa atividade antimicrobiana contra um conjunto de
bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo (Romani et al. 2013; Cabassi et al. 2017). A
caracteristica especial do péptido patenteado AMP2041 é sua acao seletiva, que se baseia
no reconhecimento das diferencas na carga e composi¢cao das membranas citoplasmaticas
de células eucaridticas e procaridticas. O péptido AMP2041 também tem um excelente perfil
de seguranca, que foi avaliado por meio de testes in vitro realizados em células epiteliais de

animais, para além de outras vantagens descritas na tabela 1 (iCF 2016).
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Tabela 1 - Caracteristicas do péptido AMP2041 (iCF
2016)

AMP2041

* Agao de amplo espectro contra fungos e

Ponte Dissulfeto

bactérias de Gram-negativo (Escherichia coli, P.
aeruginosa, Salmonella spp.) e de Gram-positivo (S.
aureus, MRSA)

¢ Eficaz contra Candida albicans e Malassezia

pachydermatis

Figura 3 - Esquema do péptido AMP2041
* Alto grau de solubilidade em meio aquoso que (iCF 2016)

garante a sua facil inclusdo em diversas formulagoes

» Estabilidade de alto grau garantida por pontes

dissulfeto

* Especificidade para células procariéticas

* Agao sinérgica com antimicrobianos

convencionais

* Agao sinérgica com clorhexidina

* Sem desenvolvimento de resisténcias

bacterianas observado

* Seguranca na utilizagao (circulos a amarelo) nas membranas
celulares pelo AMP2041 (iCF 2016)

Um estudo por Cabassi et al. (2017) confirmou, através de testes in vitro, a atividade
antimicrobiana do AMP2041 contra estirpes multirresistentes de P. aeruginosa de origem
humana e animal. Os isolados de origem humana foram obtidos a partir de pacientes com
Fibrose Cistica, e os de origem animal provinham de pacientes com otite externa. Este estudo
mostrou também que, apos incubagao com o AMP2041, a superficie das paredes celulares
de P. aeruginosa perdia a morfologia lisa e regular, passando a apresentar multiplas falhas e
crateras. Deste modo, este estudo comprovou que a atividade antimicrobiana do AMP2041
esta associada a alteragées na morfologia da parede celular e do consequente aumento da
sua permeabilidade.

Os AMPs sao candidatos ideais para o desenvolvimento de novas estratégias
antimicrobianas. As terapias baseadas em AMPs tém um alto potencial para se tornarem
armas antimicrobianas valiosas nos proximos anos pois estes compostos sao relativamente
pequenos e, portanto, faceis de sintetizar, tém acgéo rapida, oferecem uma atividade
antimicrobiana de amplo espectro e baixa propensao para o desenvolvimento de resisténcias
(Baltzer and Brown 2011). Os AMPs tém um efeito sinérgico com farmacos antimicrobianos

e, portanto, o uso de tratamentos combinados proporciona maior eficacia e fornece a
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oportunidade de diminuir a dosagem destes compostos (Romani et al. 2013; Pletzer and
Hancock 2016). Além disso, foi demonstrado que os AMPs tém a capacidade de interferir com
a matriz extracelular do biofilme tornando as bactérias mais suscetiveis ao posterior
tratamento com antimicrobianos (Batoni et al. 2016; Pletzer et al. 2016; Bechinger and Gorr
2017).

Apesar das caracteristicas vantajosas dos AMPs, ainda existem alguns desafios na
sua introdugédo no mercado e posterior utilizagéo, tais como potencial toxicidade indesejada
contra células eucaridticas, sensibilidade a condi¢des ambientais adversas (suscetibilidade a
proteases e pH extremo), falta de seletividade contra estirpes especificas, altos custos de
producao, e resisténcia bacteriana contra alguns AMPs (Bahar and Ren 2013; Serrano 2015).
Hoje em dia, os AMPs sao projetados e desenvolvidos para diversas aplicagdes, ndo apenas
para o tratamento de infe¢cdes bacterianas, mas também para aplicacdo como agentes
conservantes de alimentos, revestimentos para implantes, cateteres e pensos para feridas
(Serrano 2015).

Embora os AMPs possam no futuro serem utilizados eficazmente como agentes
terapéuticos, ainda é necessario um trabalho significativo para explorar possiveis efeitos
secundarios in vivo e para determinar as melhores combina¢des com antibiéticos (Baltzer and
Brown 2011).
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PARTE Il - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

1. Objetivos e fases experimentais

Este estudo teve como primeiro objetivo a avaliagdo e comparagéo in vitro do potencial
antimicrobiano de um antibiético (Gentamicina), um gel otolégico suplementado com um
péptido (Peptivet®) e um éleo essencial (Oleo essencial de Lavanda) para controlo da otite
externa por P. aeruginosa em canideos. Teve ainda como segundo objetivo a avaliagdo do
impacto do cerimen canino na atividade antimicrobiana do Peptivet®, com o objetivo de
avaliar se a eficacia inibitoria deste gel se mantém em condigbes que melhor mimetizam as
encontradas in vivo no conduto auditivo com OE.

Para tal, utilizou-se uma colecao de 35 isolados clinicos de P. aeruginosa obtidos a
partir do conduto auditivo de caes com sinais clinicos de otite externa, os quais foram
primeiramente caracterizados relativamente a sua capacidade de producao de biofilme, de
modo que nas etapas seguintes apenas fossem utilizados isolados com a capacidade de
formacao de biofilme.

Posteriormente, avaliou-se o potencial da Gentamicina, do Peptivet® e do Oleo
essencial de Lavanda (OL) em concentragdes iguais as utilizadas na pratica clinica para inibir
e erradicar biofilmes de P. aeruginosa.

Por fim, procedeu-se a avaliacdo do impacto do cerumen canino na atividade
antimicrobiana do Peptivet®, com o objetivo de avaliar o potencial inibitério deste produto em

condigdes que melhor mimetizam as observadas in vivo.

2. Materiais e métodos

21. Isolados bacterianos

Neste estudo foi utilizada uma colegcao de 35 isolados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa obtidos a partir do conduto auditivo de caes com suspeita de otite externa,
pertencente ao Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa. Os isolados foram provenientes de casos clinicos
seguidos no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria e € possivel conferir o
ano de recolha e o perfil de resisténcias dos selecionados para o estudo no anexo 1. Todos
os isolados clinicos da colegéo foram propagados em Columbia Blood Agar (COS) (Columbia
blood agar, VWR® Chemicals, ref. 100253ZF), um meio de enriquecimento, de forma a
garantir a pureza das culturas a utilizar neste trabalho, confirmada apds avaliacado morfoldgica
das coldnias obtidas em meio sdlido e observagao microscopica dos isolados apés coloragéo

de Gram.
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Todos os isolados clinicos em estudo foram previamente caracterizados em relagao
ao seu perfil de resisténcia a antimicrobianos.

Como controlo foi utilizada a estirpe de referéncia Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853° e, para a avaliagdo da producgdo de biofilmes, foi também utilizada como controlo a
estirpe de referéncia Escherichia coli ATCC® 25922 ™.

Durante o periodo de realizacdo deste projeto os isolados foram mantidos numa
solugao de agua peptonada tamponada (Buffered Peptone Water, BPW) com 20% de glicerol,
em criotubos armazenados a -20°C, e quando necessario os isolados eram propagados em
meio Brain Heart Infusion (BHI) com adicdo de agar (Brain heart infusion broth, VWR®
Chemicals, ref. 84626.0500; Agar, VWR® Chemicals, ref. 84609.0500, BHI-agar), um meio

de enriquecimento inespecifico, e posteriormente incubados a 37°C, durante 24 horas.

Figura 5 - Avaliagao microscépica de um dos isolados de P. aeruginosa em estudo
apos coloragado de Gram (original do autor)

2.2. Avaliagao da capacidade de formacao de biofilme pelos isolados em estudo

A capacidade de produgao de biofilme pelos isolados selecionados para este estudo
foi avaliada in vitro através do método de propagacao em meio BHI-agar suplementado com
sacarose a 5% (Sigma, S-9378) e com corante Vermelho de Congo (Sigma-Aldrich, C6767) a
0,0008% (Freeman et al. 1989; Oliveira et al. 2006).

Apos sementeira, as culturas foram incubadas a 37°C durante 72 horas, periodo
durante o qual a morfologia das coldnias foi observada e registada apos 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Os isolados produtores de biofiime (n=12) originaram coldnias pretas ou
escurecidas e apresentaram consisténcia seca e de aspeto cristalino. As coldnias
correspondentes a isolados nao produtores de biofilme (n=23) mantiveram-se avermelhadas
(Freeman et al. 1989; Oliveira et al. 2006).
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Neste ensaio foram utilizados como controlos positivo e negativo as estirpes referéncia
P. aeruginosa ATCC® 27853™ e Escherichia coli ATCC® 25922 ™ respetivamente (Figura
6).

Escherichia coli P. aeruginosa
ATCC® 25922 ATCC® 27853

Figura 6 - Controlos utilizados no ensaio (original do autor)

2.3. Preparacao de uma solucgao stock de Gentamicina
Uma solugdo stock de gentamicina em agua estéril foi preparada a partir de
gentamicina em po6 (G3632 Sigma Aldrich, Merck®) tal como descrito pelo fabricante, de modo
a obter uma solugdo com uma concentracao de 1505 Ul/ml, que corresponde a concentragao
de gentamicina presente no produto comercial Easotic (Virbac). A solucao foi esterilizada por
filtracao (Frilabo, 0.22um, ref. FJ25BSCPS002AL01) e armazenada a 4°C durante o periodo

de realizacao do estudo.

2.4. Preparacgao da solugao de lavagem de Tris-EDTA e clorhexidina
Uma solugéo de lavagem com a concentragéo de 0,25g/100mL de Tris-EDTA (Tris,
nzytech, MB01601; EDTA, Sigma, ED2SS) e 0,15mg/100mL de digluconato de clorhexidina
(AGA, Portugal) foi preparada em agua estéril, sendo estas concentragdes correspondentes

as encontradas no produto comercial de lavagem auricular Otodine® (iCF).

2.5. Peptivet®
Este gel otoldgico, da marca ICF, tem como principios ativos 0,5ug/mL do péptido
AMP2041 (0,0001%), 0,07% de digluconato de clorhexidina, 0,4% de Tris € 0,1% de EDTA
(Ghibaudo). Tem também na sua constituicao vitamina PP, zinco PCA, glicerofosfoinositol, sal

de lisina, celulose, polivinilpirrolidona e agua purificada (Peptivet, 2021).
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2.6. Oleo essencial de Lavanda (OEL)

Neste estudo foi utilizado um Oleo essencial de Lavanda (OEL) biolégico 100% puro,
derivado da planta Lavandula angustifolia. O produto utilizado foi produzido pela marca Biover,
a qual faz a extracao do 6leo através de destilagdo por vapor de agua a partir da flor da planta
(Biover...c2021).

2.7. Comparagao do potencial antimicrobiano da Gentamicina, Peptivet® e Oleo
de Lavanda utilizando um modelo in vitro de biofilme de P. aeruginosa

Para determinagao da capacidade inibitéria (CIB) e de erradicagao de biofilme (CEB),
foram realizadas suspensodes bacterianas em NaCl 0,9% (Sodium chloride, Merck KGaA, ref.
1.06404.1000) estérii com um grau de turvagdo de 0,5 na escala de MacFarland
(correspondendo aproximadamente a uma concentragéo bacteriana de 102 UFC/mL). Estas
suspensoes foram realizadas para cada um dos isolados a partir de culturas em BHI-agar com
24 horas de incubacdo. Por fim, as suspensdes foram sujeitas a uma diluicdo de 1:10, em
meio Tryptic Soy broth (TSB) (Tryptic soy broth, VWR® Chemicals, ref. 84675.0500)
suplementado com glucose a 25% (D(+)-Glucose monohydrate, Merk KGaA, ref.
1.04074.0500) de forma a obter suspensdes finais com concentragéo bacteriana de 10’
UFC/mL.

O biofilme foi estabelecido numa tampa com pinos de poliestireno (Nunc-TSP, Thermo
Scientific, ref. 445497) utilizada como superficie abidtica para adesao bacteriana e
desenvolvimento do biofilme, inserida numa microplaca de 96 pogos (Nunc™ MicroWell™ 96-
Well Microplates, Thermo Scientific™, ref. 152038).

Para tal, as suspensdes bacterianas foram distribuidas em duas microplacas de 96
pogos, tal como indicado nas figuras 7 e 8. Nos pogos correspondentes aos controlos positivos
foram adicionados 200uL das suspensbes bacterianas de cada isolado; nos pogos
correspondentes aos controlos negativos foram colocados 200uL do meio de cultura utilizado;
€ nos pocgos teste foram adicionados, em duplicado, 200uL de cada uma das 13 suspensoes

bacterianas diluidas.
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Figura 7 - Esquema representativo da distribuicao das suspensées bacterianas numa
microplaca de 96 pocgos (original do autor)
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Figura 8 - Esquema representativo da distribuicao das suspensées bacterianas numa
microplaca de 96 pogos (original do autor)

Apods 72 horas de incubagao a 37°C (figura 10), as tampas com pinos foram retiradas
e colocadas em microplacas previamente preenchidas com 200uL de solugéo de lavagem
Tris-EDTA+clorhexidina em todos os pogos, exceto nos pogos correspondentes ao controlo
negativo e a uma linha dos controlos positivos, que foram preenchidos com 200uL de NaCl
0,9%. Assim, a solugédo de lavagem foi avaliada quanto a sua capacidade de erradicacao
isoladamente. Apds um periodo de agitagao manual de 30 segundos a temperatura ambiente,
as placas foram incubadas a 37°C, durante 20 minutos, de forma a mimetizar a temperatura
do conduto auditivo do cdo e o tempo correspondente ao protocolo de lavagem auricular

utilizado na pratica clinica (Barnard and Foster 2018).
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Figura 9 - Biofilme formado na microplaca apés 72 horas de incubagao a 37°C (original
do autor)

Apoés incubacao, as tampas com pinos foram transferidas para novas microplacas
previamente preenchidas com 100uL dos compostos antimicrobianos em estudo
(Gentamicina, Peptivet® e Oleo de Lavanda) e 100uL de meio TSB, tal como representado
nas imagens 10 e 11. Os pocgos correspondentes ao controlo negativo e controlo positivo
foram preenchidos com 200uL de meio TSB suplementado com glucose a 25%. As
microplacas foram incubadas a 37°C, sendo que uma das réplicas foi sujeita a um periodo de

incubacao de 30 minutos e a outra a um periodo de 24 horas de incubacgao.
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Figura 10 - Esquema representativo de uma microplaca para determinag¢ao da CIB e CEB
da Gentamicina (original do autor)
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Figura 11 - Esquema representativo de uma microplaca para determinagéo da CIB e CEB
do Peptivet® e Oleo de Lavanda (original do autor)

No final de cada um dos periodos de incubacgao foi realizada a avaliagdo visual da
capacidade de inibicao da formagao de biofilme pelos compostos antimicrobianos em estudo
através da observacgao de turvagao (resultado negativo), ou de auséncia da mesma (resultado
positivo), nas suspensdes presentes nos pogos da microplaca.

Em seguida, procedeu-se a 3 lavagens da tampa com pinos, durante 10 segundos
cada, utilizando uma solugdo de NaCl 0,9%, de forma a remover 0s compostos
antimicrobianos aplicados no passo anterior e eventuais células planctdonicas que se
encontrassem aderentes aos biofilmes. Apds as lavagens, a tampa com pinos foi colocada
numa nova microplaca previamente preenchida com 200uL de meio TSB suplementado com
glucose a 25%. Esta nova placa foi isolada e incubada num banho de ultrassons (Gramt,
Ultrasonic Bath, MXB14), numa frequéncia alta (50-60 Hz) durante 15 minutos a 37°C, de
forma a promover a libertagdo dos biofilmes formados nos pinos. Apés sonificagao, a tampa
com pinos foi descartada e substituida por uma tampa lisa, a microplaca foi incubada durante
24 horas a 37°C. No final deste periodo, foram retirados 5 uL da suspenséao presente em cada
poc¢o da microplaca e inoculados em meio BHI-agar. Apds a incubagéo durante 24 horas a
37°C, a CEB foi determinada visualmente através da observacdo do desenvolvimento
(resultado negativo) ou auséncia (resultado positivo) de coldnias nas placas.

Este ensaio foi realizado em duplicado e foi repetido independentemente em trés dias

diferentes.
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2.8. Estabelecimento de um modelo in vitro de cerimen de cao e avaliagao seu
do impacto na atividade antimicrobiana do Peptivet® relativamente a
biofilmes de P. aeruginosa

Para este ensaio foi estabelecido um modelo in vitro de cerimen de cao, constituido
por 9,16% de esqualeno (Merck, 8.21068.0100), 16,62% de acido octandico (Merck,
8.00192.0100), 19,98% de triolato de glicerina (Acros organics, 368120050) e 54,24% de
triglicéridos (Sigma, T2449), tal como descrito por Stahl et al. 2013.

Em primeiro lugar, foram estabelecidos biofilmes formados pelos isolados em estudo
recorrendo a tampas de pinos inseridas em microplacas de 96 pogos incubadas durante 72
horas a 37°C, posteriormente lavadas numa solug¢ao de Tris-EDTA+clorhexidina. De seguida,
as tampas de pinos foram transferidas para uma nova microplaca cujos pogos foram
previamente preenchidos com 100uL de Peptivet® e 100uL de cerimen, como representado

na figura 12.
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Figura 12 - Esquema representativo de uma microplaca para determinagéao da CIB e CEB
do cerumen+Peptivet® (original do autor)

Os pogos correspondentes ao controlo negativo e ao controlo positivo foram
preenchidos, respetivamente, com 200uL de meio TSB suplementado com glucose a 25% e
com meio diluido em cerumen numa proporcao de 1:1. Foram realizadas duas réplicas de
cada placa, uma das quais foi incubada a 37°C durante 30 minutos e a outra a 37°C durante
24 horas, posteriormente submetidas ao protocolo descrito anteriormente para avaliacao da
atividade antimicrobiana do péptido antimicrobiano na auséncia do cerumen.

Este ensaio foi realizado em duplicado, e repetido em trés dias independentes. No
entanto, devido aos resultados obtidos nos dois primeiros ensaios, na terceira repeticao os
pocos foram preenchidos com 100uL de Peptivet®, 50uL de cerimen e 50uL de meio

TSB+glucose.
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Para avaliar se algum dos componentes do cerumen tinha um efeito inibitério
relativamente a P. aeruginosa, realizou-se um ensaio “spot-on-lawn” com cada um dos
constituintes do ceriumen. Para tal, apés preparacdo de uma suspensao bacteriana com um
grau de turvacao de 0,5 na escala de MacFarland, esta foi inoculada numa placa de BHI agar
através de uma sementeira em tapete, no topo da qual foram aplicadas gotas de 10uL de
cada um dos componentes do cerumen. Apés 24 horas de incubagio a 37°C, procedeu-se a

observagao das placas com vista a avaliar a presenca de halos de inibigéo.

3. Resultados e Discussao

O desenvolvimento e disseminagao de microrganismos resistentes a antimicrobianos,
causado por um uso impréprio destes compostos € uma grande preocupagdo de saude
publica, pressionando para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, que podem
contrabalangar ou substituir o uso de antibiéticos como agentes antimicrobianos (Duarte and
Tavares 2015).

Caes e gatos representam fontes potenciais de disseminagao de bactérias resistentes
devido a administracdo extensiva de antimicrobianos a estes animais e ao seu contato
préximo com pessoas (Guardabassi et al. 2004). A otite externa é uma das doencgas
dermatoldgicas mais comumente diagnosticadas em céaes, frequentemente associada a
estirpes de P. aeruginosa multirresistentes (Chan, Hickey, et al. 2019). P. aeruginosa, que
apresenta a capacidade de produzir varios fatores de viruléncia, € um agente patogénico
importante, responsavel por varias infe¢cdes e, além disso, com a notavel capacidade de
formar biofilmes em muitos ambientes, estruturas que tornam os tratamentos das infegbes
associadas desafiantes e ineficientes. Ha evidéncias de que as infegcbes mediadas por
biofilmes faciltam o desenvolvimento de doengas cronicas e infecbes recorrentes
(Rasamiravaka et al. 2015). O aumento da prevaléncia de resisténcia antimicrobiana entre
bactérias em caes com otite externa leva a necessidade de se encontrar novos agentes
terapéuticos (Song et al. 2020).

Deste modo, uma das agdes preconizadas pelo Plano de A¢ao da Comissao Europeia
€ o desenvolvimento de alternativas antimicrobianas eficazes para infegcbes em pessoas e
animais, e o reforco da investigacao para o desenvolvimento de meios inovadores de
combater a resisténcia antimicrobiana (Cabassi et al. 2017; European Comission, 2017).

Os AMP representam uma alternativa promissora aos antimicrobianos convencionais.
Para além da sua eficacia inibitoria relativamente a um grande espetro de microrganismos, os
péptidos antimicrobianos atuam também como modeladores do sistema imunitario e
demonstram niveis muito baixos de resisténcia natural, gragas ao seu duplo modo de agéo,

atuando através da inibicdo da biossintese da parede celular e da promogao da formagéao de
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poros na membrana celular (Bechinger and Gorr 2017). A utilizagdo de péptidos
antimicrobianos tem sido investigada nos ultimos anos enquanto método alternativo ao uso
de antimicrobianos, para aplicacdo no controlo da formacgédo de biofilmes e destruicdo de

biofilmes previamente formados (Gorr and Abdolhosseini 2011).

3.1 Avaliacao da capacidade de formacgao de biofilme pelos isolados de P.

aeruginosa em estudo

A formacgéo de biofilme por espécies bacterianas € um fendmeno comum, responsavel
pelo encerramento das comunidades bacterianas numa matriz por elas produzida,
essencialmente constituida por exopolissacaridos (Oliveira et al. 2006; Nuttall 2016). Esta
matriz fornece protecéo para as células bacterianas sésseis localizadas no interior do biofilme
relativamente a fatores externos, como da dessecacdo e da resposta imunitaria do
hospedeiro. No caso especifico de biofilmes bacterianos associados a otites, estes inibem a
limpeza do conduto auditivo e impedem a penetragdo dos compostos antimicrobianos. Nestes
casos, os biofilmes sdo responsaveis pela produgdo de uma secregcado aderente, espessa,
viscosa, geralmente de cor castanha escura ou preta. No exame citolégico o biofiime é
visualizado como um véu de espessura variada que pode dificultar a observagao de bactérias
e células (Nuttall 2016).

Uma vez que a organizagao das comunidades bacterianas sob a forma de biofilmes
tem impacto no sucesso da terapia antimicrobiana, a detegcdo de estirpes produtoras de
biofilme € um procedimento relevante para a avaliagao dos fatores de viruléncia expressos
por agentes patogénicos responsaveis por otites e pode ser importante no estabelecimento
de um protocolo de tratamento adequado (Pye et al. 2013; Pericolini et al. 2018). De facto, a
formagao de biofilme € um importante fator de viruléncia em P. aeruginosa, facilitando o
estabelecimento de infegdes resistentes no conduto auditivo e dificultando a sua eliminacao
(Pye et al. 2013; Nuttall 2016; Pericolini et al. 2018).

Na primeira etapa deste estudo foi avaliada a capacidade de formacao de biofilme por
35 isolados de P. aeruginosa obtidos de zaragatoas auriculares de caes com suspeita otite
externa, de forma a selecionar isolados com capacidade de produc¢ao de biofilme a utilizar nas

etapas posteriores do estudo.
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Figura 13 - Placa de Agar Vermelho de Congo inoculada com isolados de P. aeruginosa
positivos para a formagao de biofilme (original do autor)

Para este estudo, a avaliagdo da capacidade de formagao de biofilmes foi realizada
com recurso a técnica da analise visual da expressao fenotipica de biofilmes pelos isolados
em Agar Vermelho de Congo, constituido por meio BHI-agar suplementado com corante
Vermelho de Congo (Figura 13). Esta técnica permite avaliar a produgdo aumentada de
exopolissacaridos, tendo sido desenvolvida e realizada pela primeira vez por Freeman et al.
(1989), que no seu estudo descreveu que as colonias produtoras de biofilme (resultado
positivo) apresentavam cor preta e consisténcia cristalina seca, e as estirpes nao produtoras
(resultado negativo) permaneciam avermelhadas. Este método de avaliagao da producéao de
biofilme é rapido, sensivel e com boa reprodutibilidade, tendo ainda a vantagem de as colénias
permanecerem viaveis no meio (Freeman et al. 1989; Oliveira et al. 2006; Pericolini et al.
2018).

Neste ensaio, apds inoculagao, as placas foram incubadas a 37°C durante 72 horas,
e os resultados registados as 24, 48 e 72 horas de incubagao. Como € possivel observar no
grafico 1, dos 35 isolados previamente selecionados, 12 (34%) demonstraram capacidade de
formar biofilme (Gréfico 1).

Estes valores s&o concordantes com o estudo feito por Pye et al. (2013), onde 40%
dos isolados de P. aeruginosa em estudo apresentou capacidade de produzir biofilme in vitro,
avaliada através de uma técnica baseada numa microplaca de 96 pocos de fundo plano,
incubada a 37°C durante 24 horas, e posteriormente corada com cristal violeta a 0,1%. Num
estudo por Baniya et al. (2017), onde também foi utilizado o método de avaliagido da
expressao fenotipica de biofilme em Agar Vermelho Congo, apenas 15,29% dos isolados de
P. aeruginosa se revelaram formadores de biofilme, sendo esta percentagem inferior a obtida

neste ensaio.
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Grafico 1 - Percentagem da capacidade de formacao de biofilme pelos isolados

FORMAGAO DE BIOFILME

Positivos
34%

Negativos
66%

Através da analise da tabela 2 podemos observar que, dos 12 isolados positivos para
a formacao de biofilme, 3 isolados demonstraram capacidade de produzir biofilme apds 24
horas de incubacéo, 7 isolados apés 48 horas de incubagéo, e os restantes 2 isolados apenas
apresentaram esta capacidade apés 72 horas de incubagao.

Neste ensaio foi utilizado um periodo de incubagéo de 72 horas de forma a ser possivel
uma maior discriminacdo entre resultados positivos e negativos, reduzindo o numero de
resultados indeterminados. Em concordancia com Freeman et al. (1989), n&o foi possivel
observar alteragao da cor do meio num intervalo de tempo inferior a 24 horas de incubagéo.
Ao contrario do constatado por Mariana et al. (2009), a pigmentacdo preta das coldnias
positivas nao diminuiu com o tempo, ndo tendo havido necessidade de modificar o protocolo
descrito por Freeman et al. (1989).

E importante referir que tanto no estudo realizado por Freeman et al. (1989) como no
de Mariana et al. (2009), as estirpes utilizadas foram, respetivamente, Staphylococcus
coagulase negativos e Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA). Deste modo, o
comportamento in vitro apresentado pelos isolados em estudo relativamente ao tempo de
incubacao necessario para producéao de biofilme e a intensidade de pigmentagéo das coldnias
positivas pode ser discrepante, simplesmente por pertencerem a espécies diferentes das

estudadas por estes autores.
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Tabela 2 - Resultados do ensaio de avaliagdo da capacidade de formagao de biofilme
pelos isolados de P. aeruginosa em estudo

Cédigo dos Tempo de Incubagao

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas
37/16 - +
47/16 - -
56/16 - -
74/16 1 - - -
74/16 2 - - -
235/16 - + *
277116 - - -
281/16 - - -
298/16 - - -
307/16 - - -
312/16 - + *
322/16 - - -
328/16 - - -
54/17 - - -
56/17 - - -
87/17 - - -
242/17 - - -
24717 - - -

47517 1 + + +

47517 2 + + +
516/17 - - -
541/17 - - -
595/17 - - -
39/18 - - -
116/18 - - -
404/18 - - -

413/18 1 - + *

413/18 3 - + *
781/18 - - -
870/18 - - -
13/19 - - -
71/19 - + *
96/19 + + *
140/19 - - -
151/19 - + *

Legenda: (+) resultado positivo para a capacidade de produgéo de biofilme; (-) resultado negativo para a
capacidade de produgao de biofilme

+ + +

Embora muitas espécies bacterianas necessitem de condigdes de pH ou temperatura
especificas para formar biofilme, P. aeruginosa apresenta capacidade de produgao de matriz
de exopolissacaridos sempre que as condigdes ambientais sdo apropriadas para a
colonizacao bacteriana (Pye et al. 2013). Neste estudo apenas 34% dos isolados avaliados
apresentou capacidade de produgdo de biofilmes, sendo que ndo foram identificados os

fatores que possam ter afetado a formagéao de biofilme por estes isolados.
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Ressalta-se ainda que o método aplicado avaliou apenas a expressao fenotipica da
producao de biofilme, sendo que existem outros métodos para identificar estirpes positivas
para este fator de viruléncia, nomeadamente o método de producao de biofilmes em tubo ou
em microplacas de 96 pogos, cultura de tecidos e aplicagdo de sondas especificas marcadas
com fluorocromos posteriormente visualizadas por microscopia de fluorescéncia (Oliveira et
al. 2006; Rewatkar 2013).

3.2 Comparagao do potencial antimicrobiano da Gentamicina, Peptivet® e Oleo de
Lavanda utilizando um modelo in vitro de biofilme de P. aeruginosa - avaliagao
da capacidade inibitéria (CIB) e de erradicagao (CEB) de biofilme
A otite externa é um dos estimulos iatotrépicos mais comuns no dia a dia em clinica

de animais de companhia, afetando cerca de 20% da populacdo canina. E frequente o
envolvimento de P. aeruginosa nesta afeg¢édo, reconhecida como o microrganismo mais
problematico em caes com otite externa crénica ou recorrente (Ghibaudo et al. 2016; von
Silva-Tarouca et al. 2019). Para além do tratamento de otites por P. aeruginosa ser desafiante
devido a sua resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos, nomeadamente aos utilizados de
forma empirica, como os aminoglicosideos, a sua capacidade de formar biofilmes é
considerada um dos principais fatores de viruléncia que interfere no sucesso terapéutico (Pye
et al. 2013; Cabassi et al. 2017; von Silva-Tarouca et al. 2019).

Atualmente ainda existem poucos estudos realizados para avaliar e comparar
diferentes tratamentos de otites por P. aeruginosa e que identifiquem qual a combinac¢ao de
antimicrobianos mais eficaz a aplicar neste tipo de doenga, sendo que a maioria das decisdes
terapéuticas sdo baseadas apenas na preferéncia e experiéncia pessoal do médico
veterinario (Jacobson 2002; Nuttall 2016; Barnard and Foster 2017).

Um dos objetivos deste estudo foi comparar a eficacia de 3 compostos antimicrobianos
diferentes, procurando avaliar in vitro a capacidade destes compostos para inibir e/ou
erradicar biofilmes quando aplicados em concentra¢des correspondentes as utilizadas na
pratica clinica.

Entre os bindmios concentracao/tempo de atuacio testados, consideram-se como
eficazes os que promoveram simultaneamente a inibicdo e erradicagdo dos biofilmes
compostos pelos isolados de P. aeruginosa.

Os resultados obtidos apds incubacgédo dos isolados na presenga dos compostos

antimicrobianos em estudo durante 30 minutos podem ser observados na tabela 3.
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Tabela 3 - Avaliagao da capacidade de inibicdo e de erradicagdo dos compostos
antimicrobianos em estudo apés 30 minutos de incubacgao

30 minutos
Gentamicina Peptivet® Oleo de Lavanda
Numero | Cédigo dos CiB CEB CiB CEB CiB CEB
Isolados
1 37/16 + + + + - -
2 47/16 - - + + + +
3 56/16 + + + - + +
4 235/16 + - - - + +
5 312/16 + + + + + +
6 475/17(1) - - - - - -
7 475/17(2) + + - - + -
8 413/18(1) - - - - + +
9 413/18(3) + + + - + +
10 71/19 + + + - - -
11 96/19 - - + - - -
12 151/19 - - - - + +
13 ATCC + + + +
27853°

Legenda: (+) ndo ocorreu multiplicagao bacteriana; (-) ocorreu multiplicacdo bacteriana; CIB: Concentragéo de
inibicdo de biofilme; CEB: Concentragao de erradicagao de biofilme

Através da tabela 3 é possivel observar que a Gentamicina (1505 Ul/ml) apresentou
capacidade de inibir a formacao de biofilme por 8 dos isolados em estudo e de erradicar os
biofilmes produzidos por 7 dos isolados. O Peptivet® teve igualmente a capacidade de inibir a
formagao de biofilme por 8 isolados, mas apenas apresentou capacidade de erradicar os
biofilmes produzidos por 4 isolados. No caso do Oleo de Lavanda, ocorreu a inibicdo da
producao de biofilme por 9 isolados e a erradicagéo dos biofilmes produzidos por 8 isolados.

Através da tabela podemos ainda constatar que nenhum dos 3 compostos
antimicrobianos em estudo apresentou capacidade de inibir ou erradicar os biofilmes
produzidos pelo isolado 6 e, pelo contrario, os biofilmes produzidos pelos isolados 5 e 13
(estirpe de referéncia) foram inibidos e erradicados por todos os compostos antimicrobianos
testados.
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Figura 14 — Resultados do ensaio para avaliagao da CEB da Gentamicina apo6s
incubacgao durante 30 minutos, onde se observa a multiplicagao dos isolados 2, 4, 6, 8, 11 e 12
apo6s incubagao com este composto antimicrobiano (original do autor)

Figura 15 — Resultados do ensaio para avaliagao da CEB da Gentamicina apo6s
incubacao durante 24 horas, onde se observa que todos os isolados foram erradicados apés a
incubagcao com este composto antimicrobiano (original do autor)

Relativamente a eficacia destes compostos antimicrobianos em inibir e erradicar
biofilmes apdés 30 minutos de atuagéo, a Gentamicina demonstrou uma eficacia de 53,8%. O
Oleo de Lavada teve a maior eficacia entre os 3 compostos, 61,5% e, pelo contrario, o
Peptivet® demonstrou a eficacia mais baixa, apresentando aproximadamente metade da
eficacia do Oleo de Lavanda (30,8%) (tabela 5).

Os resultados obtidos apdés 24 horas de incubagido na presenca dos compostos
antimicrobianos em estudo podem ser observados na tabela 4.

Observando a tabela 4, é possivel constatar que a Gentamicina (1505 Ul/ml)
apresentou a capacidade de inibir a formacdo de biofiime por todos os isolados de P.
aeruginosa em estudo, bem como a capacidade de erradicar todos os biofilmes produzidos
pelos isolados. O Oleo de Lavanda conseguiu inibir a formagdo de biofilme e erradicar os
biofilmes produzidos por 10 isolados. O Peptivet® inibiu a formacéo de biofilme por 11 isolados

e erradicou os biofilmes produzidos por 9 isolados.
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Tabela 4 - Avaliagao da capacidade de inibicdo e de erradicacido dos compostos
antimicrobianos em estudo apés 24 horas de incubagcao

24 horas
Gentamicina Peptivet® Oleo de Lavanda
Numero | Cddigo dos CiB CEB CiB CEB CiB CEB
Isolados
1 37/16 + + + + - -
2 47/16 + + + + + +
3 56/16 + + + + + +
4 235/16 + + + + + +
5 312/16 + + + + + +
6 475/17(1) + + - - - -
7 475/17(2) + + + - + +
8 413/18(1) + + - - + +
9 413/18(3) + + + + + +
10 71/19 + + + + + +
11 96/19 + + + + - -
12 151/19 + + + - + +
13 ATCC + + + + + +
27853°

Legenda: (+) ndo ocorreu multiplicagao bacteriana; (-) ocorreu multiplicacdo bacteriana; CIB: Concentragéo de
inibicdo de biofilme; CEB: Concentragao de erradicagao de biofilme

Com 24 horas de atuacdo a Gentamicina foi 100% eficaz, seguida do Oleo de Lavanda
com uma eficacia de 76,9% e, novamente com a eficacia mais baixa entre os 3 compostos,

do Peptivet®, que teve uma eficacia de apenas 69,2% (tabela 5).

Tabela 5 - Eficacia média apresentada pelos compostos antimicrobianos em estudo
apos 30 minutos e 24 horas de incubacgéao

Eficacia 30 minutos 24 horas

(Média + Desvio Padrao)

Gentamicina 53,8% + 14,1 100% + 0
Peptivet 30,8% + 7,6 69,2% + 15,4
Oleo de Lavanda 61,5% + 16 76,9% + 13,3

Num estudo realizado por Romani et al. (2013), os autores avaliaram a capacidade
inibitéria dos péptidos AMP72, AMP126 e AMP2041 relativamente a bactérias de Gram-
positivo e de Gram-negativo, incluindo P. aeruginosa, tendo observado que o péptido
AMP2041 apresentou a capacidade de erradicar todos os isolados apds apenas 20 minutos

de atuagao. Noutro estudo por Cabassi et al. (2017), onde foi avaliada a eficacia do péptido
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AMP2041 contra estirpes de P. aeruginosa MDR (incluindo estirpes resistentes a
Gentamicina), observou-se que o péptido apresentava a capacidade de erradicar 90% dos
isolados ap6s 20 minutos de incubagdo. Estes resultados ndo sdo concordantes com os
obtidos neste estudo, sendo que em nenhum dos ensaios realizados o Peptivet® apresentou
capacidade de erradicagdo de todos os isolados, sendo que apenas erradicou 30,8% dos
isolados apds 30 minutos de incubagao. No entanto, é importante referir que nos dois estudos
mencionados o péptido AMP2041 foi avaliado isoladamente na concentragdo de 12,5 ug/ml,
enquanto neste estudo foi avaliado o produto Peptivet®, que tem o AMP2041 na sua
constituicdo com uma concentracdo muito menor (0,5 ug/ml), facto que pode explicar a
discrepancia entre os resultados obtidos.

Por outro lado, no estudo de Ghibaudo et al. (2016), onde também foi avaliada a
capacidade inibitéria do Peptivet® relativamente a isolados de P. aeruginosa, foi possivel
concluir que este produto apresentou a capacidade de erradicar todos os isolados apés 30
minutos de exposigao, sendo que este resultado também ndo é concordante com o obtido
neste estudo.

Assim, a baixa eficacia apresentada pelo Peptivet® relativamente aos isolados de P.
aeruginosa testados pode estar relacionada com o facto de estes apresentarem a capacidade
de produzir biofilme, ao contrario dos isolados utilizados nos estudos acima mencionados. De
facto, no estudo de Cabassi et al. (2017) foi incluido um isolado com capacidade de formar
biofilme, tendo os autores constatado que o AMP2041 apresentava uma menor atividade
antimicrobiana relativamente a este isolado, o0 que apoia esta hipétese.

As células bacterianas organizadas sob a forma de biofilmes sdo menos suscetiveis a
acédo de compostos antimicrobianos do que na sua forma planctonica (Pye et al. 2013). A
formagado de biofilme protege fisicamente as bactérias contra altas concentragbes de
antimicrobianos, particularmente contra os que sédo formados por grandes moléculas polares
(por exemplo, aminoglicosideos), bem como contra péptidos antimicrobianos, contribuindo
para a sua sobrevivéncia em ambientes hostis dentro do hospedeiro. A resisténcia
antimicrobiana esta relacionada com dificuldades na difusdo de antibioticos através do
biofilme, com a baixa atividade metabdlica das bactérias presentes nas camadas internas, e
com mudangas fisiolégicas no seu modo de crescimento, incluindo a presenca de células
persistentes, nas quais a morte celular programada se encontra inativada (Oliveira et al. 2006;
Pye et al. 2013; Ghibaudo et al. 2016).

A maioria dos protocolos de tratamento antimicrobiano estabelecidos foram
desenvolvidos com base na farmacocinética e farmacodinamica da atividade antimicrobiana
contra células bacterianas plancténicas, e por isso nao € certo se esses protocolos séo

igualmente eficazes no tratamento de infe¢cdes cronicas associadas a biofilmes bacterianos.

45



Para estes casos, segundo Misken et al. (2018), a eficacia do tratamento antimicrobiano
depende da natureza e concentracdo do antibiético; da aplicagdo como monoterapia ou
terapia combinada; da duracao do tratamento; e especialmente dos intervalos de tempo entre
administragcbes. Neste estudo, a comparacao dos resultados obtidos apds 30 minutos e 24
horas de incubagéo dos isolados na presenca de Peptivet® parece sugerir que, tal como
descrito por Misken et al. (2018), a diminuigcdo dos intervalos de tempo entre duas
administracoes de Peptivet® na pratica clinica pode permitir a eliminagdo completa da infegao
através da supressao da multiplicagdo das bactérias do biofilme.

Uma forma de ampliar o espectro de atividade dos agentes antimicrobianos é combinar
a sua aplicagdo com um adjuvante (Chan, Khazandi, et al. 2019). Neste estudo procurou-se
mimetizar o protocolo de tratamento utilizado na pratica clinica para o tratamento de otites em
caes, tendo-se avaliado o efeito de uma aplicagdo de uma solugao de limpeza de constituigao
semelhante a um produto comercial (Otodine®), nomeadamente clorhexidina e Tris-EDTA,
previamente aos compostos antimicrobianos testados. O Peptivet® e a clorhexidina
apresentam um modo de acdo semelhante, podendo ter um efeito sinérgico. Ambos os
compostos sdo de natureza catidénica e ligam-se fortemente as bactérias danificando a
superficie da membrana celular (Guardabassi et al. 2010; Chan, Khazandi, et al. 2019). O
Tris-EDTA, outro composto comummente encontrado em solugdes de limpeza auricular, ajuda
na remocgao de residuos do ouvido, na redugdo da carga microbiana e aumenta a
suscetibilidade dos agentes patogénicos a terapia antimicrobiana tépica em casos de OE
canina. Este composto provoca danos na membrana celular de bactérias de Gram-negativo,
induzindo a libertacao dos lipopolissacaridos e permitindo uma melhor penetragdo do agente
antimicrobiano nas células bacterianas (Chan, Khazandi, et al. 2019). Neste ensaio, a
aplicagao prévia da solugcao de lavagem pode ter contribuido para aumentar a eficacia do
Peptivet®, apesar deste ja ter incluido clorhexidina e Tris-EDTA na sua composicao.
Observou-se que a solugao de lavagem utilizada por si s6 nao teve capacidade de erradicar
nenhum dos isolados.

Relativamente a acao adjuvante do Tris-EDTA, esta também ¢é observada na sua
aplicacao conjunta com outros compostos antimicrobianos. Um estudo por Song et al. (2020)
revelou que a combinagdo de Oleo essencial de Manuka com Tris-EDTA tem efeitos
antibacterianos sinérgicos contra espécies de bactérias de Gram-negativo, incluindo isolados
de P. aeruginosa, independentemente dos padrdes de resisténcia aos antibidticos, e que
diminui significativamente a concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo minima
bactericida (CME). De facto, os 6leos essenciais, como lavanda, alecrim e éleo de malaleuca,
tém sido usados para varios fins medicinais devido as suas propriedades antimicrobianas,

inseticidas e antioxidantes (Song et al. 2020). Um estudo por Sim et al. (2019) mostrou que
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os Oleos essenciais de orégados e tomilho e os seus respetivos compostos fendlicos
apresentaram atividade antimicrobiana contra 20 isolados de P. aeruginosa, possibilitando a
erradicagao de todos os isolados apds apenas 1h de incubagao. Pelo contrario, num estudo
por Nogueira et al. (2008), isolados de P. aeruginosa foram resistentes a todos os 6leos
essenciais testados, incluindo 6leo de camomila, hortela, erva-doce e cravo-da-india, sendo
que a acdo inibitéria do Oleo de Lavanda nao foi avaliada. A resisténcia das bactérias de
Gram-negativo a acdo dos 6leos essenciais pode dever-se a complexidade da sua dupla
camada na membrana celular (Quendera et al. 2019).

Neste estudo, o Oleo de Lavanda exibiu a melhor eficacia (61,5%) apés 30 minutos de
incubacado, comparativamente aos outros antimicrobianos testados, tendo apresentado
aproximadamente o dobro da eficacia do Peptivet®. A ndo concordancia destes resultados
com os dos estudos acima referidos pode dever-se a utilizacdo de técnicas laboratoriais
distintas e avaliagcao de concentracdes diferentes de 6leos.

Sobre o Oleo de Lavanda utilizado é importante referir que é um produto cosmético
vendido em ervanarias e parafarmacias e que, apesar de ser 100% puro e de origem natural,
ainda nao é um produto aprovado para uso terapéutico em animais de companhia. Portanto,
seria importante a realizagdo de outros estudos com vista a avaliagdo da estabilidade e
longevidade do efeito antimicrobiano do Oleo de Lavanda, bem como o pH, concentragao
ideal, armazenamento e ototoxicidade, de modo a garantir a sua aplicagao clinica segura.

Segundo Mahlapuu et al. (2016), a atividade dos péptidos antimicrobianos é
influenciada pelo pH, osmolaridade do meio e temperatura e, portanto, pode encontrar-se
diminuida in vivo devido a presenca de fluidos biolégicos, comparativamente a condigdes in
vitro. Embora o ensaio em microplaca de 96 pocos realizado neste estudo seja amplamente
utilizado para a avaliagdo da capacidade inibitéria de compostos antimicrobianos, é
claramente um sistema artificial que nao pode mimetizar adequadamente a complexidade do
microambiente de um ouvido inflamado, podendo constituir uma representacao errénea do
potencial terapéutico dos antimicrobianos in vivo. E muito pouco provavel que a
suscetibilidade demonstrada pelas espécies bacterianas in vitro seja semelhante a in vivo,
devido ao facto de as concentragdes de antimicrobianos aplicadas topicamente chegarem a
ser entre 100 a 1000 vezes superiores as existentes nos discos dos testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (Jacobson 2002; Drenkard 2003). Além disso, previamente a
administragado de antimicrobianos, o conduto auditivo € muitas vezes sujeito a formulagdes de
limpeza e antisséticos e limpeza mecanica, que promovem a alteragao do microambiente do
conduto, o que pode nao ser possivel representar em laboratério.

Neste ensaio foram obtidos alguns resultados n&o expectaveis. Como mostra a tabela
6, o isolado 8, previamente caracterizado como resistente relativamente a Gentamicina, foi

erradicado apds 24 horas de incubagao com este antimicrobiano na concentragdao de 1505
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Ul/ml, igual & aplicada na pratica clinica. O isolado 9, que demonstrou resisténcia intermédia
a Gentamicina foi também erradicado apds 30 minutos e apds 24 horas de incubagao na

presenga deste antimicrobiano na concentragdo de 1505 Ul/ml.

Tabela 6 - Perfil de resisténcia a Gentamicina dos isolados em estudo

NUMERO CODIGO PERFIL DE RESISTENCIA A

DOS GENTAMICINA
ISOLADOS
1 37/16 Sensivel
2 47/16 Sensivel
3 56/16 Sensivel
4 235/16 Sensivel
5 312/16 Sensivel
6 475/117(1) Sensivel
7 475/17(2) Sensivel
8 413/18(1) Resistente
9 413/18(3) Intermédio
10 71/19 Sensivel
1 96/19 Sensivel
12 151/19 Sensivel

Segundo o EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
desde 2019 os isolados com perfil de resisténcia intermédio devem ser classificados como
suscetiveis a exposicdo aumentada (Susceptible, Increased exposure). A exposi¢do € uma
funcdo da influéncia do modo de administracdo, dose, intervalo de dosagem, tempo de
infusdo, distribuicdo e excrecao do agente antimicrobiano relativamente ao organismo
presente no local da infegdo. De acordo com a nova definicao do EUCAST, um microrganismo
€ classificado como suscetivel a exposicdo aumentada por existir uma alta probabilidade de
sucesso terapéutico quando a exposi¢cao do agente patogénico ao antimicrobiano é superior
devido ao aumento da sua concentracao no local da infecdo e/ou através de alteracbes nos
intervalos da administragdo (EUCAST 2019).

Estes resultados mostram que a aplicagdo tépica de um antimicrobiano numa
concentracao adequada para o tratamento de otites externas pode ser eficaz, apesar de os
isolados responsaveis pela infegdo apresentarem um perfil de resisténcia ou um perfil

intermédio no TSA.

3.3 Estabelecimento de um modelo in vitro de cerimen de cao e avaliagao do seu
impacto na atividade antimicrobiana do Peptivet® relativamente a biofilmes de
P. aeruginosa
O cerumen é uma mistura complexa de queratinécitos descamados e detritos com
secrecOes de glandulas ceruminosas e sebaceas do conduto auditivo externo (Stahl et al.

2013; Lecchi et al. 2020). Em ouvidos saudaveis, o cerimen contribui para a protecao do
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revestimento do epitélio cutdneo servindo como lubrificante, repelente de agua e local de
retencao para substancias estranhas como p6 ou pélen. Em otites externas, a quantidade de
cerumen produzida aumenta, enquanto o conteudo lipidico e a hidrofobicidade diminuem, o
que por sua vez leva a falha na sua fungao de barreira natural (Masuda et al. 2000; Stahl et
al. 2013; Ehling et al. 2018; Lecchi et al. 2020).

A capacidade de penetracao de diferentes antimicrobianos tépicos varia consoante as
regides do corpo, como resultado das diferengas na espessura do estrato cérneo, densidade
dos foliculos pilosos, friccdo e outras diferengas locais tais como a presenga de cerumen
(Ehling et al. 2018). O aumento da presenga de cerumen no conduto auditivo infetado pode
resultar na diluicdo do composto antimicrobiano e interferir com a eficacia do mesmo
(Guardabassi et al. 2010). Por isso, o tratamento topico apenas deve ser realizado apds
remog¢ao mecanica e quimica do cerimen com produtos de limpeza adequados. No entanto,
mesmo apods limpeza pelo médico veterinario, o cerimen pode permanecer no conduto
auditivo externo e assim reduzir a efetividade do tratamento (Stahl et al. 2013; Ehling et al.
2018).

Tendo isto em consideragao, o objetivo da ultima etapa deste estudo foi avaliar a
interferéncia da presenga de cerimen na acgdo do Peptivet®, procurando avaliar como é que
este produto antimicrobiano inovador e recente no mercado se comportaria em condi¢oes
mais semelhantes as encontradas in vivo.

Para tal, foi preparado cerumen sintético, tal como descrito por Stahl et al. (2013). Apds
o primeiro ensaio, foi possivel observar que o Peptivet® apresentou uma eficacia de 100% na
inibicdo da producao de biofilme e na erradica¢ao dos biofilmes formados pelos isolados em
estudo, contrariando os resultados obtidos na etapa anterior. Os resultados obtidos no
segundo ensaio foram semelhantes, o que apoiou a hipétese de a falta de nutrientes no meio
estar a inibir a multiplicacdo dos isolados em estudo. Deste modo, no terceiro ensaio
procedeu-se a alteragcdo da composi¢cao da suspensio aplicada nos pogos da placa. Neste
ensaio, em vez dos pogos serem preenchidos com 50% de cerumen sintético e 50% de
Peptivet®, estes foram preenchidos com 25% de cerimen, 25% de meio TSB+glucose e 50%
de Peptivet®. No entanto, os resultados obtidos foram semelhantes aos dos dois ensaios
anteriores, sugerindo que algum componente no cerumen apresenta efeito inibitério
relativamente aos isolados. Para descartar esta hipotese foi realizado um teste “spot-on-lawn”
para avaliagao da atividade inibitéria de todos os componentes do cerumen sintético. Apés 24
horas de incubagao a 37°C, foi possivel observar que os triglicéridos deram origem a um halo
de inibigao no tapete bacteriano (Figura 16), sendo que os triglicéridos eram o0 componente

mais abundante presente no cerimen sintético, perfazendo mais de 50% da sua constituicao.
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Deste modo, foi possivel concluir que € necessario otimizar a composi¢do do modelo
de cerumen utilizado, uma vez que a composig¢ao do cerumen sintético utilizado neste estudo

dissimula a atividade inibitéria dos compostos antimicrobianos em estudo.

Figura 16 - Halo de inibigao prombvido ‘é‘lks trlglcéls num tapete bacteriano
produzido por um dos isolados de P. aeruginosa (original do autor)

O estudo de Stahl et al. (2013) foi o primeiro a fornecer informagdes detalhadas sobre
a composigao lipidica do cerumen canino em ouvidos saudaveis e em ouvidos com otite
externa. Consequentemente, foi também o pioneiro no desenvolvimento de um cerumen
sintético canino, cuja composigdo foi baseada nos resultados obtidos relativamente as
percentagens das classes de lipidos encontradas no cerumen de cao com otite externa, para
avaliagao da atividade de difusao de oito preparagdes otolégicas comerciais.

Uns anos mais tarde, em 2017, Ehling et al. também utilizaram este modelo de
cerumen sintético num estudo para avaliar o impacto deste na absor¢ao de um composto
antimicrobiano através da pele do conduto auditivo.

Nenhum dos dois estudos citados descreveu qualquer problema relacionado com a
composi¢ao do modelo do cerumen. No entanto, é de ressaltar que nestes ensaios o cerumen
sintético foi utilizado apenas para avaliar o seu impacto na difusdo ou absor¢édo de certos
compostos antimicrobianos na pele. Nao foi analisado o efeito antimicrobiano desses
compostos e, portanto, ndo foi percetivel o possivel efeito inibitério dos componentes do

cerumen sintético relativamente a estirpes bacterianas associadas com OE em caes.
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4 Conclusoes

O desenvolvimento de microrganismos resistentes a antimicrobianos, causado pelo
uso improprio destes compostos, € uma grande preocupag¢ao em termos de saude publica,
pressionando para o desenvolvimento de alternativas que possam contrabalangar ou
substituir o uso de antimicrobianos convencionais.

A Medicina Veterinaria oferece um campo atraente para o uso e desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas, devido ao vinculo estreito e ao impacto sanitario dos animais
na saude publica.

Neste estudo avaliou-se o0 potencial antimicrobiano de trés compostos diferentes,
nomeadamente Gentamicina, Peptivet® e Oleo essencial de Lavanda, utilizando um modelo
in vitro de biofilme de P. aeruginosa.

Dos binémios antimicrobiano / tempo de incubagao avaliados, os que apresentaram
maior eficacia foram o Oleo essencial de Lavanda / 30 minutos, que demonstrou capacidade
de inibir e erradicar os biofilmes formados por 61,5% dos isolados em estudo, e a Gentamicina
/ 24 horas, que demonstrou capacidade de inibir e erradicar os biofilmes formados por 100%
dos isolados em estudo.

O Peptivet® apresentou a eficacia mais baixa, apresentando ser aproximadamente
metade da eficacia do 6leo apdés 30 minutos de incubagdo. Foi também o composto que
apresentou maior discrepancia relativamente a capacidade de inibigdo e de erradicagao dos
biofilmes de P. aeruginosa.

Os resultados deste estudo indicam que o Oleo essencial de Lavanda avaliado pode
ser considerado uma alternativa inovadora com grande potencial para o tratamento e
prevengao de otites externas por P. aeruginosa no céo, sugerindo a necessidade de continuar

esta linha de investigagdo com o objetivo da sua utilizagao futura em contexto clinico.

5 Limitagoes do estudo

Este estudo teve algumas limitagdes nomeadamente na composi¢cao in vitro do
cerumen sintético que apresentou um efeito inibitério em relagdo aos isolados de P.
aeruginosa e a inexisténcia de estudos com composigdes alternativas.

Apesar de se terem obtido resultados promissores em relagéo ao Oleo de Lavanda, o
facto de este tema estar em crescente desenvolvimento e de ndo existirem ainda muitos
estudos acerca da sua utilizacao dificultou a comparagao dos resultados obtidos com outros
estudos pré-existentes.

Também ocorreu dificuldade na comparagdo dos resultados obtidos com a
Gentamicina e o Peptivet® com os de outros estudos in vitro, devido ao facto da maioria dos

estudos disponiveis avaliarem bactérias na forma plancténica e ndo sob a forma de biofilme.
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Por fim, o facto de este estudo apenas ter utilizado isolados de P. aeruginosa
formadores de biofilme, provenientes de amostras do conduto auditivo de caes com otite

externa, limitou o numero total de isolados disponiveis para o ensaio.

6 Perspetivas futuras

Estudos futuros poderao investigar os componentes genéticos de isolados caninos de
P. aeruginosa que possam contribuir para a formagéao de biofilmes. A compreensao mais
detalhada dos mecanismos envolvidos na formagido de biofilme pelos isolados e a sua
suscetibilidade aos antimicrobianos é importante a fim de entender a fisiopatologia das
infecdes associadas ao biofilme e para o desenvolvimento de medidas preventivas e de
tratamento adequadas.

Para além destes métodos qualitativos, seria importante a realizagdo de estudos
quantitativos que permitissem determinar valores absolutos para as densidades épticas dos
biofilmes nas microplacas com tampas de pinos, de modo a ser possivel tratar os dados
estatisticamente e determinar se os resultados de cada composto utilizado seriam ou nao
significativos.

Também seria relevante realizar a caracterizacdo do Oleo de Lavanda com vista a sua
aprovagao enquanto férmula terapéutica comercializavel para utilizagdo no conduto auditivo
em caes. Apesar dos amplos efeitos antibacterianos, antivirais e anti-inflamatérios do Oleo de
Lavanda, pouco se sabe sobre os seus efeitos quando aplicado topicamente. Para tal, sugere-
se a realizagdo de outros ensaios in vitro tais como a avaliacdo da citotoxicidade e de
viabilidade do OL apés diferentes periodos e condi¢gdes de armazenamento. Por fim, sera
necessario a realizacdo de ensaios in vivo em individuos da espécie canina de forma a
investigar a seguranca otoldgica na sua administragdo, incluindo danos a membrana
timpanica e efeitos adversos no nervo auditivo, e para garantir que a eficacia demonstrada
neste estudo se mantém nas condigdes ambientais do conduto auditivo do cao.

Por fim, a reformulacdo da composi¢cao de um ceriumen sintético canino, utilizando
compostos que ndo possuam efeitos inibitérios relativamente aos isolados, podera permitir a
realizagao de estudos in vitro que melhor mimetizam o ambiente do conduto auditivo externo

no cao.
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Anexos

Anexo 1 - Perfil de resisténcias dos isolados utilizados no estudo e respetivo ano de

recolha

Cédigo dos Isolados

Farmaco testado
Amox + Ac. Clavulanico
Ampicilina
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Sulfametoxazol + Trimetropim
Tetraciclina
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Carbenicilina
Ceftazidima
Cefoperazona
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