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RESUMO

A inovacdo tecnologica de produtos farmacéuticos na area veterinéria contendo ativos
naturais é extremamente importante. Com o desenvolvimento tecnolégico dos produtos
farmacéuticos alcancado nos ultimos anos, se faz necessaria a busca por novos compostos que
tenha seguranca, facilidade de aquisicdo, estabilidade nas formulagbes e com atividades
antimicrobianas diversas (amplo espectro) incluindo principalmente a atividade antifingica, onde
se da a maior caréncia de produtos mais eficientes na &rea de dermatologia de pequenos animais.
Além dessa abordagem do uso de moléculas naturais, é bastante oportuno o uso de uma
tecnologia com liberacdo controlada dos ativos, prolongando a meia vida das moléculas, o que
tornaria o produto mais eficiente e seguro. Dentre as infecgdes micdticas mais importantes estao
as dermatofitoses que sdo infec¢des fungicas superficiais dos tecidos queratinizados, causadas
por fungos queratofilicos denominados dermatdéfitos, dos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton. Estes fungos infectam o epitélio cutaneo e folicular, a haste pilosa e unhas de
caninos, felinos, equinos, bovinos, suinos e mamiferos selvagens, além dos seres humanos. O
felino, seguido pelos seres humanos, apresenta-se como a espécie mais frequentemente
envolvida nos surtos de dermatofitose. Outras micoses mais graves podem afetar os felinos
levando a lesbes profundas e sistémicas, entre estas estdo a esporotricose, a cryptococose e a
histoplasmose. Em geral as micoses sdo tratadas com formulacBes antimicrobianas sintéticas e
toxicas. A canela é uma planta medicinal, nativa do Sri Lanka, conhecida pelo nome cientifico
Cinnamomum zeylanicum Blume e possui uma diversidade de compostos quimicos, como o
acetato de eugenol, acido cinamico, aldeido benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico,
goma, linalol, mucilagem, oxalato de célcio, resina, sacarose, tanino e vanilina. Dentre estes
compostos, os derivados do acido cinamico, cinamaldeido e eugenol, merecem destaque por
apresentarem atividade contra fungos filamentosos. Outra fonte natural é o isotiocianato de alila
(AITC), um componente antimicrobiano potente encontrado na mostarda marrom. Diante do
exposto, esse estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifingica in vitro do cinamaldeido,
do isotiocianato de alila (AITC) e destes combinados frente a isolados dos géneros
dermatofiticos, Sporothrix, Cryptococcus, Candida albicans, Candida parapsilosis e
Histoplasma capsulatum, e desenvolver uma formulagéo inovadora a partir do composto isolado

ou associacao sinérgica destes ativos, para uso topico no tratamento das referidas infecgdes. Os



resultados dos compostos ativos isolados (AITC e CIN) e combinados mostraram que as
moléculas naturais foram eficazes em baixas CIMs (ppm) para o eliminar isolados de
dermatdfitos, Sporothrix, Cryptococcus sp, Candida sp e Histoplasma capsulatum. O produto
formulado apresentou atividade antifingica satisfatoria contra Candida albicans, Candida
parapsilosis e Sporothrix schenckii. Desta forma o produto piloto mostrou-se promissor para o

tratamento das dermatites fungicas em gatos.

Palavras-chave: Inovagdo, Fungos, AITC, Cinamaldeido, Gel transdérmico. Gatos.



ABSTRACT

The technological innovation of veterinary pharmaceutical products containing natural actives is
extremely important. With the technological development of pharmaceutical products achieved
in recent years, it is necessary to search for new compounds that have safety, easy to acquire,
stable formulas and broad spectrum including mainly antifungal activity, where there is a greater
need of effective products in the small animal dermatology. In addition to this approach to the
use of natural molecules, it is quite appropriate to use a technology with controlled release of the
active, prolonging the half life of the molecules, which would make the product more efficient
and safer. Among the most important mycotic infections is dermatophytosis, which is superficial
fungal infections of keratinized tissues, caused by the dermatophytes of the Microsporum,
Trichophyton and Epidermophyton genus. These fungi infect cutaneous and follicular
epithelium, hair shaft and nails of canines, felines, horses, cattle, pigs and wild mammals, as well
as humans. The feline, followed by humans, presents itself as the species most often involved in
dermatophytosis outbreaks. Other more severe mycoses can affect felines leading to deep and
systemic lesions including Sporotrichosis, Cryptococcosis and Histoplasmosis. In general
mycoses are treated with synthetic and toxic antimicrobial formulations. Cinnamon is a
medicinal plant, native to Sri Lanka, known by the scientific name Cinnamomum zeylanicum
Blume and has a diversity of chemical compounds, including eugenol acetate, cinnamic acid,
benzene aldehyde, cinnamic aldehyde, cuminic aldehyde, gum, linalol, mucilage, calcium
oxalate, resin, sucrose, tannin and vanillin. Among these compounds, cinnamic acid,
cinnamaldehyde and eugenol derivatives are noteworthy for their activity against filamentous
fungi. Another natural source like brown mustard also contains a potent component against
different microorganisms called allyl isothiocyanate (AITC). This study aimed to evaluate in
vitro antifungal activity of cinnamaldehyde, allyl isothiocyanate (AITC) and these combined
against isolates of the dermatophytes, Sporothrix, Cryptococcus, Candida albicans, Candida
parapsilosis and Histoplasma capsulatum genus, and to develop an innovative formulation from
the compound or synergistic combination of these actives for topical use in the treatment of such
infections. The results on isolated active compounds (AITC and CIN) and combined showed that
both natural molecules were effective in low MICs (ppm) to eliminate isolates from
dermatophytes, Sporothrix, Cryptococcus, Candida sp and Histoplasma capsulatum.The



formulated product showed satisfactory antifungal activity against Candida albicans, Candida

parapsilosis and Sporothrix schenckii. Thus, the pilot product has shown promise for the
treatment of fungal dermatitis in cats.

Keywords: Innovation. Fungi. AITC. Cinnamaldehyde. Transdermal gel. Cats.
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1. INTRODUCAO

O mercado pet no Brasil € um dos maiores do mundo e tem se consolidado como um
setor da economia com grande potencial de crescimento para 0s proximos anos. Por isso, investir
no universo dos produtos e servicos para animais de estimacdo tem se mostrado, de fato, uma
escolha de investimento promissora.

O Brasil possui o terceiro mercado pet do mundo em faturamento, ficando atras apenas
de Estados Unidos e Reino Unido, e é 0 4° do mundo em populacdo total de animais de
estimacdo, de acordo com dados da Associacao Brasileira da Industria de Produtos para Animais
de Estimag&o (Abinpet).

A literatura aponta que grande parte dos casos atendidos no dia a dia das clinicas de
pequenos animais sdo de dermatopatias, sendo que as dermatofitoses sdo bastante comuns em
gatos. Elas sdo causadas por fungos queratinofilicos, que podem ser leveduras ou dermatéfitos,
promovendo uma infeccdo na pele, pelo e unhas dos animais e seres humanos. Na medicina
humana, a maioria dos relatos de micose estd associada a fungos leveduriformes, enquanto na
medicina veterinaria esté ligada a fungos dermatéfitos (CABANES, 2000; CHAVES, 2007).

Os géneros fangicos mais identificados nos gatos com dermatofitose sdo 0 Microsporum
e Tricophyton. Devido ao meio de transmissdo, seu potencial zoonético, e o fato do felino
doméstico ser considerado um membro da familia, a dermatofitose se tornou uma doenga
relevante na clinica de pequenos animais (MATTEI et al., 2014).

Dentre os fungos mais importantes presentes em gatos e que podem afetar os seres
humanos, encontra-se o Sporothrix schenckii. A esporotricose ¢ uma micose cutanea ou sub-
cutanea, de evolucao subaguda ou crénica na maior parte dos casos, que costuma afetar a pele e
os vasos linfaticos proximos ao local da lesaol. Todas as formas de esporotricose em homens sao
causadas por uma unica espécie, o fungo Sporothrix schenckii (DONADEL et al., 2008).

O wuso indiscriminado dos antimicrobianos disseminou cepas resistentes entre as
populacdes microbianas, impedindo a acdo de diversos farmacos (TAVARES, 2000). Medidas e

programas de prevencao e educacéo a clinicos, farmacéuticos, veterinarios, empresas do ramo de
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antimicrobianos e o publico em geral, devem incluir a conscientizacdo do impacto da resisténcia
aos farmacos e a consequéncia desse fendmeno na salude publica (BERGERON; OUELLETTE,
1998). A resisténcia das diversas espécies de organismos é extremamente varidvel entre os
paises, regides e pode estar relacionada a origem hospitalar ou comunitéria das cepas.

O tratamento destas infeccdes é baseado em derivados azolicos e outros antifingicos
especificos, porém varios relatos e observacfes de campo indicam alta toxicidade hepatica e
renal para os animais (MORIELLO, et al., 2017). O tratamento tdpico ideal é o que abrange todo
0 corpo do animal, como a realizacdo de banhos terapéuticos (FRYMUS et al., 2013). S&o
recomendados banhos com formulacdes tdpicas (shampoos) a base de Miconazol 2%
Clorexidina 2% ou a utilizacdo de locdes de enilconazol 0,2%. De forma geral estas opcGes sao
toxicas e pouco eficazes e nada seguras ao meio ambiente.

Nesse sentido, estd havendo um incremento no uso e estudos com moléculas naturais que
sdo eficazes e ndo apresentam toxicidade para 0s animais, além de reduzir riscos de resisténcia

microbiana aos principios ativos.

2. OBJETIVOS

O presente projeto tem como objetivo desenvolver um gel formulado com principios
ativos naturais para tratamento de dermatopatias causadas por fungos em gatos.

Desenvolver um produto eficaz para o tratamento da Esporotricose.

2.1. Geral

Desenvolver uma formulagdo com acdo sobre os principais fungos causadores de dermatopatias
fangicas em gatos e especialmente que seja eficaz contra a esporotricose causada pelo fungo

Sporothrix schenckii.
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2.2. Especificos

i. Avaliacdo da estabilidade da formulacéo topica

ii. Avaliar a eficacia do produto frente ao Sporothrix schenckii.

3. REVISAO DE LITERATURA

Para o desenvolvimento desse produto foi importante uma pesquisa minuciosa dos
principais agentes que causam problemas dermatoldgicos em pequenos animais, mais
especificamente em gatos, além de determinar qual seria a melhor molécula ou a combinacao
mais sinérgica de moléculas para eliminar os agentes causadores de doencas. Além desses
aspectos, foram formulados diferentes veiculos para carrear 0s ativos e assim obtermos uma
formulacéo estavel.

Para aquisicdo de alguns isolados de fungos e todas as moléculas antimicrobianas
naturais, contamos com a colaboracdo de um dos maiores pesquisadores do mundo em moléculas
naturais hoje diretor de inovagdo da PUC-PR, Dr. Fernando Bittencourt Luciano (Co-orientador
no projeto). Com relacdo a elaboracdo do veiculo e formulacdo do produto, fizemos parceria com

o laboratério de manipulacdo Farmécia Santa Paula localizado na cidade de Araraquara-SP.

3.1. Micro-organimos causadores de doencas

Os dermatofitos, em particular o Microsporum canis, ndo sao reconhecidos como parte da
microbiota normal da pele, e sua presenca indica contaminacdo ou infeccdo (MORIELLO;
DeBOER, 1995; CABANES, 2000; MEINERZ et al., 2002). Os géneros Microsporum e
Trichophyton frequentemente infectam os animais (SCOTT et al., 2001; OLIVARES, 2003). Em
caninos e felinos a maioria das infec¢Ges sdo causadas pelas espécies: M. canis, M. gypseum e T.
mentagrophytes (ZAROR et al., 1986; GAMBALE et al., 1987; LARSSON et al., 1997;
BEALE, 1998; OLIVARES, 2003). Dermatdfitos antropofilicos, como M. audouini (BEALE,
1998), T. rubrum (MORIELLO; DeBOER, 1991a; MORIELLO; DeBOER, 1991b) e
Epidermophyton floccosum (GAMBALE et al., 1987) podem ser adquiridos pelo contato com
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seres humanos infectados, mas raramente sao isolados nos animais de companhia (SCOTT et al.,
2001). Giuffrida et al. (2001) sugerem que a transmissdo antropozoonotica do T. mentagrophytes
também pode ocorrer, devido ao isolamento mais significativo desse dermatéfito em felinos
assintomaticos que mantinham contato com seres humanos portadores de lesGes cutaneas. O
felino, seguido pelos seres humanos, apresenta-se como a espécie mais frequentemente
envolvida nos surtos de dermatofitose.

A literatura aponta que grande parte dos casos atendidos no dia a dia das clinicas de
pequenos animais sdo de dermatopatias, sendo que as dermatofitoses sdo bastante comuns em
gatos. Elas sdo causadas por fungos queratinofilicos, que podem ser leveduras ou dermatdfitos,
promovendo uma infeccdo na pele, pélo e unhas dos animais e seres humanos. Na medicina
humana, a maioria dos relatos de micose estd associada a fungos leveduriformes, enquanto na
medicina veterinaria esta ligada a fungos dermatéfitos (CABANES, 2000; CHAVES, 2007).

Os géneros fangicos mais identificados nos gatos com dermatofitose sdo 0 Microsporum
e Trichophyton. Devido ao meio de transmissdo, seu potencial zoondtico, e o fato do felino
domestico ser considerado um membro da familia, a dermatofitose se tornou uma doenca
relevante na clinica de pequenos animais (MATTEI et al., 2014).

A dermatofitose geralmente ocorre em felinos jovens, que vivem em climas umidos,
possuem uma lesdo de pele prévia, e/ou sdo imunocomprometidos (REES, 2010). Em animais
sadios ela costuma ser auto limitante, mas o tratamento € indicado para acelerar a recuperagdo do
paciente, prevenindo a disseminacdo para outros animais e seres humanos (MORIELLO et al.,
2017).

As doencas infecciosas causam um impacto significante na saude humana e animal, na
agricultura, e na economia mundial. Entre os patdgenos microbianos que causam doencas
infecciosas no mundo, os fungos representam uma classe importante (COHEN, 2000; MORENS
et al., 2004). Entre eles, Cryptococcus neoformans é atualmente o principal patdgeno fungico
invasivo lider, em nivel mundial pelas taxas de incidéncia e mortalidade (TENOR et al., 2015).
A criptococose vem assumindo um papel relevante na histéria do SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida), e vem sendo considerada uma das micoses oportunistas
mais comuns diagnosticadas entre os pacientes infectados pelo HIV (virus da imunodeficiéncia
humana) (FAVALESSA et al., 2009). A criptococose € causada, principalmente, pelas leveduras
capsuladas das espécies C. neoformans e C. gattii (MAK et al., 2010). C. gattii € uma levedura
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basidiomiceta e estima-se que divergiu de C. neoformans ha 37,5 milhdes de anos (BYRNES et
al., 2011).

C. neoformans é comumente encontrado na natureza e, essa espécie é frequentemente
associada a fezes de pombos urbanos e outras aves, assim como vegetais e madeira
(MITCHELL; PERFECT, 1995; SORRELL; ELLIS, 1997; REOLON, 2004; KOBAYASHI et
al., 2005). Em individuos imunocomprometidos, a espécie mais prevalente é C. neoformans
(FERNANDES, 2000; RUIZ et al., 1981; CHANDENIER et al., 2004; KOBAYASHI et al.,
2005). Ja o C. gattii acomete individuos imunocompetentes (RUIZ et al., 1981; CHANDENIER
et al., 2004; LINDENBERG et al., 2008). Ambos, C. neoformans e C. gattii sdo abundantes em
materiais em decomposicdo dentro de cavidades de varias espécies de arvores (CHOWDHARY
et al., 2012; SPRINGER et al., 2014). O primeiro isolamento no meio ambiente de C. gattii foi
descrito em 1990 na arvore Eucalyptus camadulensis (ELLIS; PFEIFFER, 1990b;a; SORRELL;
ELLIS, 1997).

Além disso, C. neoformans é distribuido globalmente, enquanto C. gattii classicamente
tem sido visto como um fungo tropical ou subtropical (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984). No
entanto, agora com o aumento dos estudos epidemiolégicos tem identificado reservatorios
ambientais de C. gattii na Asia, Africa, Australia, América do Sul e alguns lugares da América
do Norte (STEENBERGEN et al.,, 2001; STEPHEN et al.,, 2002; MEYER et al., 2003;
CHATURVEDI et al., 2005; LITVINTSEVA et al., 2005; MORGAN et al., 2006; CHEN et al.,
2008; SANTOS et al., 2008; BYRNES et al., 2010). Também, ambos C. neoformans e C. gattii
podem sobreviver e se replicar em amebas de vida livre, solo e nematodos, e € possivel que esses
hospedeiros alternativos possam ter um papel importante na determinacdo da distribuicdo e
viruléncia das diferentes linhagens criptococicas ao redor do mundo (STEENBERGEN et al.,
2001).

De acordo com Littman e Zimmerman apud (CLARK; ROUBIN, 1970), Cryptococcus
neoformans pode penetrar no corpo do animal via pulmd@es ou através de lesbes na pele ou

membranas mucosas.

Entre os pequenos animais, 0s gatos sao mais frequentemente afetados com a infecc¢do
criptococica (HOWLETT et al.,, 1973), apesar que os dados precisos da ocorréncia da
enfermidade em animais domésticos sdo desconhecidos, devido provavelmente, aos casos que

ndo sdo diagnosticados ou relatados (WEIR et al., 1979). Apesar de Cryptococcus
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neoformans ser encontrado comumente na natureza, a incidéncia da doenca parece ser baixa,
sugerindo que o organismo é oportunista (MEDLEAU, 1990). Doencas debilitantes, como
ataques periodicos de anemia infecciosa felina, foram sugeridas como fatores predisponentes
para a instalacdo de meningite criptocécica (JOHNSTON; LAVERS, 1963).

A amiloidose generalizada em gatos, que é apontada como tendo alta correlagdo com a
hipervitaminose A, pode ocasionar desordem no Sistema Reticulo Endotelial (CLARK;
SEAWRIGHT, 1968) e esses disturbios metabolicos também se relacionam como predisponentes

para a infeccdo por Cryptococcus neoformans (CLARK; ROUBIN, 1970).

Uma grande percentagem de gatos afetados por criptococose apresentam reacao positiva
para o virus da leucemia felina (SCOTT, 1980), esse virus e o da imunodeficiéncia felina podem
aumentar a suscetibilidade desses animais, porque possuem propriedades imunossupressoras
(EMMS, 1987; MEDLEAU, 1990). Convém registrar ainda, que as infec¢es por Cryptococcus
neoformans podem ocorrer com frequéncia ap6s um estado de imunossupressdo, que surge no
seguimento de antibioticoterapias ou cortico-terapias prolongadas (GONCALVES et al.. 1990,
1991).

A transmissdo dessa doenca entre animais da mesma espécie, ou de espécies diferentes,
ndo tem sido relatada, porém, tal fato ndo exclui a possibilidade de um animal infectado, vir a
constituir um perigo para Saude Publica (BARRET; SCOTT, 1975; LEVI, 1978; GONCALVES
et al., 1990,1991). A transmiss@o natural humano—humano ndo tem sido observada. A infecgéo
por Cryptococcus spp ocorre através da inalacdo das formas infectantes da levedura, os
basididsporos, 0s quais sdo encontrados no meio ambiente (MARTINEZ; CASADEVALL,
2006; CHATURVEDI, 2011; HARRIS et al., 2012; NEGRONI, 2012; STIE; FOX, 2012; ZHU
et al.,, 2012). Em decorréncia da infeccdo, as manifestacdes geralmente ocorrem na forma
pulmonar onde as leveduras colonizam o tecido alveolar, caracterizando a infec¢gdo como aguda
subaguda ou crénica (STIE; FOX, 2012; ZHAI et al., 2013). Nos tecidos pulmonares, a levedura
pode causar pneumonia em pacientes imunocomprometidos, mas em hospedeiros
imunocompetentes, as celulas fungicas sdo eliminadas pelo sistema imune ou se estabelecem
como uma infeccdo latente assintomética. Com a depressdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro, a levedura pode desenvolver pneumonia grave e insuficiéncia respiratoria, podendo

acometer o sistema nervoso central, causando sérios quadros de meningite e meningoencefalite,
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0s quais caracterizam a fase mais importante e grave da infeccdo (BRIZENDINE et al., 2011).

Além disso, causa lesdes disseminadas na pele (DORA et al., 2006).

O farmaco usado para o tratamento inicial da criptococose é a anfotericina B (AmB). A
AmB ¢é um derivado poliénico produzido pelo actinomiceto Streptomyces nodosus. Apesar da
sua elevada toxicidade e do surgimento de outros farmacos antifingicos de amplo espectro, a
AmB e suas formulagdes lipidicas continuam sendo consideradas o “padrdo ouro” dos farmacos
antimicéticos disponiveis para uso clinico (LARRU; ZAOUTIS, 2013). O fluconazol é um
composto azolico e tem acdo inibitdria sobre a lanosterol-14o desmetilase, a qual é responsavel
pela conversdo do lanosterol em ergosterol; desta forma, interrompe a biossintese do ergosterol,
componente fungico essencial para a formacdo da membrana plasmatica celular. E utilizado no
tratamento de micoses superficiais e invasivas, no tratamento profilatico e € bem tolerado pelo
paciente, quando administrado em altas doses. Porém, o grande problema do uso deste fa&rmaco,
assim como, o uso dos demais azoéis, é o desenvolvimento de resisténcia das leveduras a essa
classe de farmacos. A terapia da criptococose € iniciada com uma dose intravenosa de 0,7-1
mg/Kg/dia durante 14 dias (ANDES, 2006) e posteriormente fluconazol numa dose de 400-800
mg por dia no minimo durante 8 semanas na fase de manutencédo, o que pode gerar problemas de
resisténcia pelo longo tempo de uso (SCHAARS et al., 2006). Devido a dificuldade na
erradicacdo da criptococose e 0s problemas como a toxicidade, resisténcia e arsenal limitado dos
antifangicos usados hoje em dia na terapia, existe uma necessidade emergencial de se descobrir

novas terapias uma vez que estas infeccdes séo letais.

Recentemente, estudos que envolvem a prospec¢cdo de novas moléculas antifingicas,
tém-se focado nos biofilmes (GULLO et al., 2013). As chalconas e seus derivados tém atraido
cada vez mais a atencdo devido a inUmeras aplicacbes farmacoldgicas. Propriedades
anticancerigenas foram observadas em estudos como os de Echeverria e colaboradores (2009)
com chalconas sintéticas. Um estudo executado por Lunardi e colaboradores (2003) relatou a
atividade antiprotozoaria in vitro contra o crescimento de Leishmania braziliensis e
Trypanosoma cruzi. Yadav (2009) sintetizou uma série de derivados de chalconas com as quais
observaram atividades anti-inflamatdrias usando camundongos com um modelo de edema.
Outros estudos demonstram propriedades antioxidantes, antimicrobiana e atividade larvicida
contra mosquito (NURETTIN, 2006; HAMDI, 2010; BEGUM, 2011). Por dltimo, as chalconas
apresentam atividades antifungicas contra espécies de Candida, Saccharomyces cerevisiae, C.
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gattii e Paracoccidoides brasiliensis (DE CARVALHO TAVARES et al., 2011). Recentemente
também foi descrita atividade contra C. neoformans e Mycobacterium tuberculosis (ALWAN et
al., 2015). Assim, se faz necessario ensaios para verificacdo da atividade antifingica e
antibiofilmes frente a espécie C. gattii.

O C. neoformans var. neoformans é mais comum em cées e mais raro em gatos, de
acordo com estudos realizados na California, ja o C. neoformans var. gattii ocorre em regides de
clima tropical e subtropical, sendo que o solo contaminado € o principal risco de contaminacgao
para os cées e gatos (SYKES; MALIK, 2012).

A principal porta de entrada € através da inalacdo de aerossois de esporos de fungos ou
basideomicetos, que podem se instalar nas vias aéreas superiores, ou atingir os pulmdes e
formarem granulomas e em casos de individuos imunossuprimidos ou criangas evoluir para um
quadro de pneumonia difusa e meningite fungica.

Nos gatos, geralmente ocorre associado com doengas que causem comprometimento
imunoldgico do organismo como a Imunodeficiéncia Viral Felina (FIV) e Leucemia Felina
(FeLV) (SYKES; MALIK, 2012).

A doenca apresenta diversas formas, dentre elas a respiratoria, tegumentar e nervosa. Os
caes, furbes, psitacideos e os gatos especialmente os de vida livre sdo as espécies mais
acometidas por esta levedura. As lesdes mais frequentes desta doenca nos gatos sdo lesbes
granulomatosas localizadas na cavidade nasal, conhecida popularmente como “nariz de palhago”
(PETRAGLIA, 2008).

Segundo Petraglia (2008), a criptococose ocorre com menor frequéncia nos cdes em
relacdo aos gatos. No Brasil, a criptococose é mais frequente em gatos machos e com idade
superior a quatro anos. O fungo é inalado pelo felino e atinge o trato respiratdrio superior, porém
pode ocorrer a inoculacdo cutanea direta. Apds a entrada do fungo, ele se dissemina por via
hematogena e acomete todo o organismo.

Os sinais clinicos podem ocorrer de diversas formas, dentre elas respiratéria, tegumentar
e nervosa (PETRAGLIA, 2008).

O diagnostico pode ser feito através de uma minuciosa anamnese, achados de exame
fisico, exames complementares como sorologia, citopatologico, histopatologico e isolamento
fangico. Os resultados de hemograma completo sdo normais, exceto neutrofilia ou eosinofilia
ocasional (JHONSON; SHERDING; BIRCHARD, 2008).
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Perfil bioquimico sO apresentara alteracfes quando houver envolvimento sistémico dos
orgédos. Por conta da expansdo dos granulomas, o 0sso nasal pode estar destruido, causando
distorcdo da cavidade nasal demonstrado no exame radiografico (JHONSON; SHERDING;
BIRCHARD, 2008).

O exame citoldgico possui vantagem de o procedimento ser rapido e da facilidade da
execucdo e quando bem realizado permite obtencdo de um diagnoéstico definitivo (PETRAGLIA,
2008).

Podemos identificar facilmente os microrganismos em swabs de exsudato nasal ou
imprints e aspirados de tumefacGes nasais A resposta celular nas lesdes nasais de cdes e gatos é
granulomatosa, demonstrando predominio de macrofagos, linfécitos e células gigantes
multinucleadas. O Cryptococcus neoformans, é encontrado nas amostras citologicas na forma de
levedura oval a arredondada, intensamente basofilicas, e com a capsula apresentam de 8 a 40 um
de didmetro. O microrganismo tem uma capsula mucoéide espessa ndo-corada e uma estrutura
granular interna que se cora de vermelho a purpura.

O exame citoldgico pode revelar graus variaveis de inflamacdo piogranulomatosas, com
macrofagos contendo microrganismos fagocitados (RASKIN; MEYER, 2003).

A cultura microbiolégica limita o diagnostico pois o crescimento pode levar de dias a
semanas (JHONSON; SHERDING; BIRCHARD, 2008).

O tratamento em gatos tem sido feito com anfotericina B, o qual € um medicamento
antifungico de amplo espectro e inicio de acéo rapido. Deve ser aplicado por via parenteral. E um
medicamento nefrotoxico e é efetivo moderadamente contra criptococose, 0 qual nem sempre é
indicado exceto em casos de doenca disseminada com risco de vida (JHONSON; SHERDING;
BICHARD, 2008).

A flucitosina € um medicamento antifungico usado quando ha envolvimento do sistema
nervoso central, induz sinergismo com anfotericina B (JHONSON; SHERDING; BIRCHARD,
2008).

O itraconazol é usado como tratamento inicial de escolha para cées e gatos, quando néao
ha risco de morte (JHONSON; SHERDING; BIRCHARD, 2008). O cetoconazol também pode
ser usado porem menos efetivo quando comparado com itraconazol e também por possuir

maiores efeitos colaterais como vomito, diarreia e perda de peso.
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O fluconazol possui melhor penetracdo no sistema nervoso central do que o itraconazol e
é uma alternativa util quando ha envolvimento do sistema nervoso, a Unica desvantagem € o alto
preco (JHONSON; SHERDING; BICHARD, 2008).

Outro fungo de importancia em gatos é o Sporothrix sp. A esporotricose pode acometer
diversas espécies de animais e ja foi descrita em equinos, cées, felinos, bovinos, suinos, camelos,
primatas e no homem. A transmissdo da doenca € resultante da inoculagéo direta do fungo por
meio de arranhadura e/ou mordedura de animais afetados ou por pequenos traumas durante
atividades de lazer ou ocupacionais que tenham relagdo com floricultura, horticultura e
jardinagem (NOBRE et al. 2002; SCHUBACH et al. 2012; CAUS, 2013).

O Sporothrix spp. € um fungo dimdrfico, que na natureza ou em cultivos a 25° C vive na
forma filamentosa e, apds sua inoculagcdo no hospedeiro ou em cultivos a temperaturas de 37° C
faz transicédo para sua fase leveduriforme (GREENE, 2015; VETTORATO et al., 2018).

Até a ultima década a esporotricose era atribuida a uma Unica espécie, Sporothrix
schenckii. No entanto, estudos moleculares demonstraram tratar-se de um complexo com seis
espécies cripticas: S. schenckii strictu sensu, S. albicans, S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei e S.
mexicana, em que o S. schenckii é provavelmente o ancestral filogenético. As espécies
apresentam diferentes distribuicGes geograficas e potencial patogénico para os mamiferos. Sendo
0 S. brasiliensis o que possui 0 maior fator de viruléncia, devido a capacidade de invadir tecidos
animais e levar a morte (MARIMON et al., 2007; CRUZ, 2013; RODRIGUES et al.; 2013;
ZHANG et al., 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017).

A esporotricose esta presente em diversos paises do mundo (CARLOS et al., 2009). Na
China encontra-se, predominantemente, S. globosa; na Africa do Sul S. schenckii e no Brasil, S.
brasiliensis. E ocorre com menor frequéncia no Japdo, Austrélia, india e continente europeu,
embora o fungo seja considerado cosmopolita (ZHANG et al., 2015).

No Brasil é considerada endémica no Rio de Janeiro, onde possui cerca de 8 mil casos
entre humanos e animais (PEREIRA et al., 2014), e a regido sul do estado do Rio Grande do Sul,
com cerca de mil casos confirmados pelo laboratério de Micologia da Universidade Federal de
Pelotas. Recentemente, 0 aumento do nimero de casos no estado de S8o Paulo motivou a
publicacdo da Portaria no 064/2016 de 29/07/2016, na cidade de Guarulhos que determina a
notificagdo compulséria dos casos humanos suspeitos e confirmados (Secretaria Municipal de
Guarulhos, 2016).
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Segundo ZHANG et al. (2015), a infecgcdo costuma ser precedida de contato com debris
de plantas ou matéria organica em fermentacdo contaminada pelo S. globosa ou S. schenckii,
sendo considerada sapronética, ou por arranhfes, mordidas ou contato com exsudato
contaminado de lesdes de gatos, quando o agente etioldgico € o S. brasiliensis ou S. schenkii,
condicdo em que € caracterizada como zoondtica. O gato € considerado a chave na
ecoepidemiologia da esporotricose (MACEDO-SALES et al., 2018). Nesses animais, a infeccio
pode se dar tanto de forma direta por meio de arranhdes ou mordidas durante brigas, brincadeiras
ou copula; como de forma indireta, oriunda do ambiente, visto que os felinos tém o hébito de
arranhar arvores para trocar as cuticulas e, também, que o fungo retorna ao solo ap6s a morte do
animal (RODRIGUES et al., 2013; GREEN, 2015; MACEDO-SALES et al., 2018).

O Sporothrix schenckii afeta 0 homem e diversas outras espécies de animais, levando a
diferentes apresentagdes clinicas da doenca. Sendo as mais comuns a forma cuténea localizada,
cutanea linfatica e extra cutanea. Em cées e humanos a apresentacdo clinica se da de forma
limitada a pele e ao tecido subcutaneo, raramente desenvolvendo a forma disseminada
(SCHUBACH et al., 2015). Os gatos, porém, costumam desenvolver a forma disseminada grave
da micose, demostrando suscetibilidade da espécie ao agente (PIRES, 2017), e apresenta como
principais sinais clinicos papulas, noédulos e/ou Ulceras com exsudato serosanguinolento ou
hemorragico (JONES; HUNT; KING, 2000). As lesdes costumam se apresentar na regido da
cabeca, cauda e nos membros posteriores (SCHUBACH, 2015), por serem o0s locais mais
afetados durante as brigas (ROSSER, 2006) e também pelo habito de lambedura que a espécie
apresenta (CRUZ, 2013). As lesbes se caracterizam majoritariamente por areas circulares,
elevadas, com alopecia e crostas, em grande niamero com ulceracdo central, e no caso de doenca
disseminada, podem apresentar anormalidades oculares, neuroldgicas e linfaticas (NUNES;
ESCOSTEGUY, 2005).

Os gatos tém um importante papel epidemiologico na transmissdo e propagagdo da
doenca, principalmente os ndo castrados e de livre acesso a rua (SCHUBACH et al. 2004;
MADRID et al. 2011), uma vez que as lesdes cutaneas nestes animais contém uma grande
quantidade de células fungicas infectantes que os distinguem de outras espécies e 0s
caracterizam como notavel fonte de infeccdo (NOBRE et al. 2001; SOUZA et al. 2006;
BARROS et al. 2010; MADRID et al. 2011).
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O diagnostico clinico da esporotricose deve ser baseado no historico e sinais clinicos do
animal, aliado a epidemiologia da doenca e confirmado por exame micologico (OROFINO-
COSTA et al., 2017). Para isso, faz-se necessaria a coleta de uma amostra de material, secrecao
das lesdes, nasal e saliva, e em alguns casos, também se pode fazer (til a coleta de sangue, urina,
fluido sinovial ou liquido cefalorraquidiano. O exame microscépico direto do fungo pelo
material coletado, se da por esfregacos corados com gram, giemsa, panotico ou azul de metileno
(CRUZ, 2013). Nesse exame o fungo apresenta a forma leveduriforme, ovalada ou arredondada,
com aspecto de charuto, podendo estar livres ou fagocitados. Embora a microscopia direta possa
sugerir a presenca do fungo, o diagndstico definitivo € realizado pelo isolamento fungico.

A demora no diagndstico e no tratamento, bem como o abandono dos animais doentes,
contribui para a disseminacdo da infecg¢do entre os animais e influencia diretamente no nimero
de casos em seres humanos que vivem na mesma area geografica, constituindo-se, assim, um
problema de salde publica. Os corpos de gatos mortos devem ser incinerados. O descarte
inadequado mantém o agente etioldgico no ambiente (CRUZ, 2013; RODRIGUES et al., 2013).

Para o tratamento da esporotricose, utiliza-se principalmente azélicos, inicialmente,
tratada com cetoconazol, passando-se, com o tempo, a utilizar o itraconazol. O tratamento muitas
vezes, longo e oneroso, alguns trabalhos citam até 23 meses de tratamento (MACEDO-SALES et
al., 2018). Desta forma, pode-se utilizar de forma conjunta ou isolada o iodeto de potassio ou de
sodio, a fim de tratar, ou mesmo potencializar o efeito dos medicamentos e reduzir o tempo de
tratamento tomando-se as devidas precaucdes para evitar iodismo (CRUZ, 2013).

O fluconazol e a anfotericina B também podem ser considerados como alternativas
terapéuticas no tratamento da esporotricose (MEINERZ et al., 2007; ROSA et al, 2017). A
anfotericina B via intralesional ou subcutanea geralmente é considerada em casos refratarios ao
itraconazol (PEREIRA et al., 2009). Ainda segundo Pereira (2009) devido aos custos e a
resisténcia crescente a esses medicamentos como ao itraconazol e a Anfotericina B (PEREIRA et
al., 2009), novos farmacos, como fitoterapicos a base de Bauhinia forficata (GIORDANI et al.,
2016), e formas de administracdo, como implante subcutdneo de itraconazol, estdo sendo
testados para a esporotricose, na tentativa de reduzir os efeitos colaterais dos antifungicos
(VETTORATO et al., 2017). As diferentes apresentacfes clinicas da esporotricose podem

influenciar no prognostico e consequentemente no desfecho do quadro (SCHUBACH, 2004).
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Casos de esporotricose em humanos e animais sem resposta clinica satisfatéria tém
aumentado, sinal de alarme para o surgimento de cepas resistentes aos antifungicos
convencionais. A urgente busca por alternativas terapéuticas tem incentivado as pesquisas em
plantas medicinais com atividade anti-Sporothrix spp. Um levantamento bibliografico foi
realizado com base em artigos cientificos sobre a atividade antifungica in vitro e in vivo de 6leos
essenciais e extratos de plantas preparados em diferentes solventes contra 0 complexo Sporothrix
schenckii. (WALLER et al., 2016)

Além dos fungos citados anteriormente, outro possui importancia tanto para os felinos
guanto para os seres humanos. A histoplasmose € uma micose sistémica cosmopolita causada
pelo fungo dimorfico Histoplasma capsulatum que afeta seres humanos e animais (FERREIRA
et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a histoplasmose é a segunda
micose sistémica mais diagnosticada em gatos (REINHART et al., 2012). Os gatos em geral
apresentam anemia, emagrecimento, letargia, febre, lesées na pele, dispnéia e linfadenomegalia
(GIONFRIDDO, 2000). O diagnéstico dessa enfermidade € baseado na associacdo dos sinais
clinicos, anamnese e exames complementares como radiografias, broncoscopia, microbioldgicos
e testes moleculares (SILVA; BOSCO, 2016).

Histoplasmose € uma micose amplamente distribuida nas Américas, com uma particular
endemia nos vales dos rios Ohio e Mississipi nos Estados Unidos, México, Brasil e algumas
regibes das Guianas (Guiana Shield) (PASSOS et al., 2014). Além disso, microfocos sdo
comumente registrados no leste dos Estados Unidos, sul da Europa e sudeste da Asia (CORREIA
et al., 2016), causada por Histoplasma capsulatum variedade capsulatum e espécies relacionadas
como H. suramericanum, H. ohiense e H. mississipiense (GILMORE et al., 2015; SEPULVEDA
et al.,, 2017). Este género é termodimorfico e apresenta forma miceliar quando exposto a
temperatura ambiente (25 °C) e, forma leveduriforme, em temperatura de 37 °C (PITANGUI et
al., 2016). E considerado o agente mais prevalente nas infeccbes respiratorias causadas por
fungos registradas nos ultimos anos (DAMASCENO et al., 2019).

Analises filogenéticas conduzidas por Sepulveda e colaboradores (2017), mostram que 0
género Histoplasma pode ser composto por pelo menos quatro espécies diferentes tanto com
relacdo a viruléncia quanto geneticamente, sendo elas H. capsulatum, H. suramericanum, H.
ohiense e H. mississipiense (GILMORE et al., 2015; SEPULVEDA et al., 2017). No entanto, 0

H. capsulatum var. duboisii é considerado uma linhagem africana altamente divergente de todas
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as quatro espécies americanas endémicas, além disso, os individuos infectados por essa
variedade apresentam diferencas nas manifestacbes clinicas, sendo associada a lesdes
granulomatosas predominantemente no tecido subcuténeo, cutaneo e 6sseo e ndo associada a
doenca pulmonar como nas outras espécies (SEPULVEDA et al., 2017).

Sendo assim a infeccdo é adquirida por via respiratéria, a partir da inalacdo de
microconidios ou fragmentos de hifas presentes na natureza e disseminados através da
propagacdo pelo ar (WHEAT et al., 2016). Uma vez inaladas, estas formas de disseminacgao
atingem os alvéolos pulmonares e devido as mudancas de ambiente (temperatura, nutrientes, etc)
levam o patdogeno a um estado de estresse, onde se diferenciam de conidios em formas
leveduriformes (SAHAZA et al., 2014). Estas formas infectantes, por se tratarem de um corpo
estranho, desencadeiam uma resposta inflamatéria no hospedeiro recrutando células de defesa,
principalmente macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (DCs) por meio da ativacdo de
receptores patégeno/hospedeiro (GUIMARAES; NOSANCHUK, 2011). Os macrdfagos por se
tratarem de células fagociticas sdo infectados por leveduras de H. capsulatum que por sua vez,
produzem um ambiente de estresse para 0 microrganismo através da acidificacdo do meio
intracelular, producdo de radicais de oxigénio e de nitrogénio, peptideos antimicrobianos,
proteases e enzimas hidroliticas, além da restricdo de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e
proliferacdo dos fungos (TAGLIARI et al.,, 2012). Uma vez, que os fungos conseguem
sobreviver aos mecanismos iniciais de defesa do organismo (macréfagos), 0s mesmos
encontram-se protegidos dentro da célula, podendo assim se multiplicar contrariando a funcéo
usual de macrdfagos que € de eliminar células nocivas. Esta replicacdo da forma leveduriforme
dentro dos macrofagos desencadeia o rompimento dos mesmaos, e tem sido bem documentada por
varios autores, facilitando desse modo, a liberacdo e disseminacdo do patdgeno (HOLBROOK;
RAPPLEYE, 2008).

O Histoplasma capsulatum pode ser considerado um dos patdgenos oportunistas mais
importantes do homem. A histoplasmose humana, também denominada de doenca de Darling, é
considerada zoonose pela Organizacdo Mundial de Saude (CARNEIRO et al., 2005). Pacientes
com linfomas, transplantados renais, cardiacos e hepaticos, pacientes em uso de altas doses de
corticosteroides e, particularmente, doentes com AIDS podem desenvolver quadros graves de

histoplasmose disseminada, resultantes da recrudescéncia de infeccGes latentes e, menos
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frequentemente, de reexposicdo ao microrganismo em areas hiperendémicas (FERREIRA;
BORGES, 2009).

A infeccdo ocorre pela inalagdo de conideos e pode ser subclinica, mas também causa
doenca pulmonar, que por via hematogena ou linfatica se dissemina para diversos 6rgaos, com
afinidade pelo sistema reticulo endotelial resultando em hepatomegalia e esplenomegalia
(KLANG et al., 2013). Os sinais clinicos em gatos, como fraqueza, letargia, febre, anorexia,
emaciacdo, sinais oculares, envolvimento esquelético e sinais respiratorios sdo frequentemente
cronicos e inespecificos apesar da doenca disseminada (BROMEL; SYKES, 2005; CARNEIRO
et al., 2005). Os gatos infectados podem apresentar-se clinicamente sadios ou desenvolver
doenca disseminada. A maioria dos casos ocorre em animais com menos de quatro anos de idade
(NELSON; COUTO, 2001). O diagnéstico da histoplasmose baseia-se em exames
histopatoldgicos, soroldgicos e testes alérgicos, porém o diagndstico definitivo é feito mediante
cultura (CARNEIRO et al., 2005).

Para o tratamento desta micose sistémica, os farmacos eficazes e disponiveis
comercialmente compdem diferentes opcdes terapéuticas. Entre elas, a anfotericina B
desoxicolato é recomendada para o tratamento das formas graves, pulmonares ou disseminadas.
Quando nao for possivel a sua administracdo € recomendado a anfotericina B lipossomal
(KNEALE et al., 2016). O itraconazol é recomendado para o tratamento de formas leves a
moderadas, sendo util também na manutencdo pos-anfotericina B. Outros azolicos como
fluconazol, podem ser administrados, sendo efetivo em até 70% dos casos (KAPLAN et al.,
2009). O voriconazol e o posaconazol sdo conhecidos por serem medicamentos eficazes, embora
tiverem demonstrado atividade in vitro contra H. capsulatum, os resultados ainda séo
considerados insuficientes in vivo (WHEAT; FREIFELD et al., 2007; AZAR; HAGE, 2017). O
tratamento com itraconazol e anfotericina B € limitado por diretrizes que envolvem a absorcao
variavel, o metabolismo e a toxicidade, respectivamente (WHEAT et al., 2016). Muitos estudos
revelam que o tratamento geralmente ndo é curativo (FAIOLLA et al., 2013). No entanto, ha
relatos do aparecimento de cepas resistentes ao fluconazol, casos de falha terapéutica com
itraconazol e é bem conhecido que a anfotericina B causa varios efeitos, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (WHEAT et al., 1997). Além disso, as metodologias para a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) frente aos fArmacos usuais, como o teste de sensibilidade
antifungica in vitro permanecem n&o padronizadas e necessita de adaptacdes, ndo havendo dados
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suficientes para o esclarecimento da resisténcia deste fungo (GOUGHENOUR; BALADA-
LLASAT; RAPPLEYE, 2015).

Portanto, a incidéncia das infec¢Bes fungicas causadas por linhagens resistentes vem
aumentando e assim cresce também a urgéncia no desenvolvimento de terapias mais efetivas
para o tratamento destas doencas (MARTINEZ et al., 2006).

Uma caracteristica fundamental da viruléncia da forma leveduriforme do Histoplasma é
sua capacidade de evitar a deteccdo pelo sistema imunolégico do hospedeiro. Sendo assim, para
reduzir a deteccdo de células imunoldgicas e facilitar a adesdo, invasdo e proliferacdo
intracelular, ocorrem mudancas ndo apenas na morfologia celular fangica, mas também
modificacbes na composic¢do da parede celular, expressdo de fatores de viruléncia e a presenca
de moléculas antigénicas (KLEIN; TEBBETS, 2007).

3.2. Antimicrobianos naturais

As plantas representam fonte importante de compostos com atividade bioldgica
(FLAMBO, 2013), sendo que muitos sdo derivados do metabolismo secundério vegetal, como
por exemplo, os compostos fenilpropandides, os quais possuem propriedades antifungicas
descritas anteriormente (FREIESLEBEN; JAGER, 2014). Dentre estes compostos, os derivados
do &cido cinamico, cinamaldeido e eugenol, merecem destaque por apresentarem acdo contra
fungos filamentosos (KHAN et al., 2012; XING et al., 2014) e leveduras (SHREAZ et al., 2011,
TAGUCHI et al.,, 2013; DE PAULA et al.,, 2014). O derivado sintético o-metilado do
cinamaldeido, a-metil-trans-cinamaldeido, também pode representar um antifungico promissor,
uma vez que reune a atividade do cinamaldeido ao aumento da lipofilicidade, com possivel
reducdo da toxicidade e o aumento da atividade farmacoldgica (SHREAZ et al., 2011; KHAN et
al., 2012; XING et al., 2014).

A canela (Cinnamomum sp) tem sido amplamente utilizada como especiaria, bem como
na medicina tradicional a base de ervas em todo 0 mundo e tem uma longa histéria de uso como
tempero e agentes aromatizantes. Ela é tradicionalmente colhida em paises asiaticos e
amplamente cultivada em Madagascar, no Sri Lanka, na Indonésia e no sul da China. Os

constituintes quimicos mais importantes da canela sdo os 6leos volateis (cinamaldeido, eugenol e
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acido cinamico), mucilagem, diterpenos e proantocianidinas (JAYAPRAKASHA; RAOM;
SAKARIAH, 2002).

Os constituintes do 6leo essencial (OE) tém sido pesquisados como novas alternativas
para o controle do biofilme. Um estudo demonstrou que o cinamaldeido foi eficaz como OE
contra células planctonicas de cepas de P. aeruginosa (p < 0,05). Cinamaldeido mostrou
atividade antibacteriana contra células sésseis de P. aeruginosa (p < 0,05). Para a estirpe ATCC
9027, foi obtida uma eliminacdo de células bacterianas vidveis em 100% (5,87 log-reducéo),
apos tratamento com a solugdo 6xMIC (0,06% Concentracdao Inibitéria Minima). As solugdes
sanitizantes de cinamaldeido podem ser novas alternativas para o controle dessas comunidades
sésseis microbianas na industria alimenticia. (PEREIRA et al., 2019)

As plantas da familia Brassicaceae possuem glucosinolatos (compostos sulfurosos
formados por um grupo [B-D-tioglicosidico com cadeias laterais varidveis) e uma enzima
endogena denominada mirosinasa (B-tioglicosideo glicohidrolase, EC 3.2.3.147). Na mostarda
marrom, quando o tecido vegetal é lesionado e ha presenca de agua, a mirosinasa € ativada e
hidrolisa o glucosinolato sinigrina, formando o isotiocianato de alila (AITC). O AITC foi
demonstrado como um dos compostos mais potentes da familia dos isotiocianatos contra
bactérias, fungos e protozoarios.

Dhingra et al. (2004) verificaram que o 6leo das sementes de mostarda - Brassica spp
adicionada ao solo inibiu in vitro o crescimento de Rhizoctonia solani e sugeriram que o
mecanismo de inibicdo envolvido no controle do fitopatdgeno esta relacionado a presenca de
substancias como isotiocianato de alila (AITC) produzidos pelos tecidos dessas sementes.

O alil isotiocianato (AITC), principal composto da semente de mostarda, tem sido
extensivamente estudado por sua atividade antineopldsica. Varios autores tém estudado este seu
potencial para o tratamento do cancer de bexiga. A principal razao para essas investigagoes € a
alta biodisponibilidade do composto na urina, ou seja, quando uma dose oral dessa substancia ¢é
administrada quase sua totalidade ¢ eliminada por excrecdo renal passando pela bexiga.
Enquanto o AITC permanece na bexiga, as células cancerigenas sdo expostas a substancia, que ¢
capaz de induzir bloqueio do ciclo celular e apoptose (MUNDAY et al., 2008; GENG et al.,
2011).

Tunc, e colaboradores avaliaram alguns antimicrobianos naturais, dentre eles o CIN e o

AITC frente ao Penicillium notatum onde Tunc, e colaboradores (2007), demonstram que 0S
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antimicrobianos naturais CIN e AITC foram os que tiveram a melhor eficacia antifungica. Os

MICs para o CIN e AITC foram respectivamente, 0,5 mg/L e 0,375 mg/L.

3.3. Formulacao

Foi definido o desenvolvimento de um gel transdérmico (ver figuras 1, 2, 3 e 4) com base
em estudos de literatura e viabilidade técnica e econdmica. Inicialmente pensamos em adotar um
sistema de nanoparticulas acopladas de ativos naturais, porém ndo houve viabilidade técnica e
econdmica para dar prosseguimento nos estudos.

O desenvolvimento de sistemas transdérmicos tem suscitado interesse crescente nas
ultimas décadas, uma vez que alguns farmacos foram desenvolvidos com sucesso, utilizando esta
via, quer direcionado para uma acdo local, quer para uma acao sistémica (FLYNN, 1990).

A eficacia clinica de um farmaco aplicado por via tépica depende, ndo sé das suas
propriedades farmacolégicas, mas também da sua disponibilidade no local de acdo (LOFTSSON;
OLAFSSON,1998e).

Formas farmacéuticas nanomeétricas utilizadas na vetorizacdo de farmacos permitem o
direcionamento de substancias, a modulacdo da distribuicdo e a consequente realizacdo de seu
papel bioldgico, sendo capazes de superar as barreiras oferecidas pelo organismo. Dentre essas
nanoformulagdes lipossomas, micelas, ciclodextrinas, dendrimeros e as nanoparticulas
poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas) possuem potencial para a utilizacdo na administracdo
do AITC (PUISIEUX; ROBLOT-TREPEL, 1988).

Além disso, esses sistemas melhoram a solubilizagdo de farmacos lipofilicos em agua e
0s protegem contra hidrolise enzimatica, além de aumentar o potencial de absorcdo devido a
presenca de tensoativo (FORMARIZ et al., 2005). Umas das vantagens do micro emulsionadas
frente a outros sistemas dispersos, tais como as suspensdes, emulsées e lipossomas € sua
estabilidade termodindmica e consequentemente seu tempo de vida Gtil muito mais amplo
(CRUZ; UCKUN, 2001).

A estratégia de incorporacdo de extratos vegetais em sistemas nanoestruturados tem sido
bastante citada na literatura. Kesarwani e Gupta (2013) publicaram um artigo de revisdo no qual

mencionam uma serie de trabalhos empregando sistemas nanoestruturados para otimizar as
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propriedades de extratos vegetais. Recentemente, com o objetivo de avaliar um derivado do
acido protocatecuico (acido 3,4-dihidroxibenzoico) de fonte vegetal que possui propriedades
anti-oxidantes e antifingicas, Medina-Alarcon et al., (2017) desenvolveu sistemas lipidicos
nanoestruturados para carrear e potencializar a agao antiflngica contra o fungo Paracoccidioides
sp in vitro. Estes agentes sdo causadores da paracoccidiodomicose uma micose sistémica humana
endémica no Brasil. Bhatacharya e Ghosh (2009) utilizaram sistemas baseados em lipidios para
incorporacdo de extrato de cha verde e ginseng, com o objetivo de aumentar a absorcdo dos

componentes do extrato.

3.4. Viabilidade economica

Segundo o IBGE 2019, os brasileiros possuem 54,2 milhdes de cées e 23,9 milhdes de
gatos. A expansdo do mercado pet se deu por uma mudanga no comportamento dos tutores. Se a
maioria dos brasileiros considerava que o lugar do cachorro era no quintal e que os gatos sabiam
se cuidar sozinhos, hoje em dia esses pets passaram a ser tratados como membros da familia.

De acordo com a ABIN o faturamento em 2018 fechou em R$ 20,3 bilhGes, onde 17,7%
refere-se a Pet Vet, 8,4% Pet Care e 73,9% Pet Food. O Brasil possui 0 segundo maior mercado
pet do mundo, ficando atras apenas dos EUA.

Ainda que os gastos com alimentacdo sejam responsaveis por mais de 70% do mercado
segundo a Associacdo Brasileira da Inddstria de Produtos para Animais de Estimacdo (Abinpet),
especialistas do setor apontam uma tendéncia de crescimento cada vez maior de nichos que
priorizem o bem-estar e qualidade de vida do animal, que é o caso de produtos farmacéuticos
com apelo ecoldgico e que proporcione mais seguranca para o Pet e para 0s donos.

Embora o mercado esteja aquecido, quem deseja empreender precisa investir em
inovacdo, ja que em alguns segmentos, como o de produtos farmacéuticos veterinarios e demais
segmentos, a concorréncia € alta. Nesse caso, 0 produto desenvolvido torna-se uma excelente
opcao para entrar nesse mercado exigente e competitivo.

Além do fato do mercado de gatos estar em grande crescimento, a importancia do

produto da-se por ser uma alternativa eficaz e segura para o controle da esporotricose, uma
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enfermidade que afeta humanos e atualmente é uma epidemia em algumas regides do Brasil e do
mundo.

A Esporotricose Humana é uma micose subcutanea que surge quando o fungo do
género Sporothrix entra no organismo, por meio de uma ferida na pele. A doenca pode afetar
tanto humanos quanto animais. A infeccdo ocorre, principalmente, pelo contato do fungo na pele
ou mucosa por meio de trauma decorrente de acidentes com espinhos, palha ou lascas de
madeira; contato com vegetais em decomposicdo; arranhadura ou mordedura de animais doentes,

sendo o gato 0 mais comum.

4, MATERIAIS E METODOS

Através da revisdo de literatura e discussdes com o time de P&D, foram selecionadas cepas
especificas de fungos que provocam dermatopatias em gatos, também usamos moléculas naturais
antifangicas especificas e por fim definimos o melhor veiculo com o propoésito de assegurar

eficacia dos ativos e estabilidade no produto final.

4.1. Material

4.1.1. Antimicrobianos naturais

Os 0Gleos (AITC e Cinamaldeidos) foram obtidos do fabricante (Sigma-Aldrich). Os produtos
possuem qualidade comprovada além de serem padronizados.

Ambos os compostos séo considerados GRAS pelo FDA. Essa é uma designagdo feita pelo FDA
que qualquer substancia ou quimicos adicionados a alimentos, medicamentos ou cosméticos, sao

seguros de acordo com os especialistas.
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4.1.2. Micro-organismos (fungos)

4.1.2.1. Histoplasma capsulatum

Para a realizagdo dos ensaios, foi utilizada a cepa de H. capsulatum EH-315, recuperada do
intestino de um morcego infectado, da espécie Mormoops, capturado em uma caverna no estado
de Guerrero no Meéxico e que foi depositada na Colecdo de Culturas do Laboratério de
Imunologia de Fungos do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Nacional Autbnoma do México (UNAM). Essa cepa foi registrada no
banco de dados da Federacdo Mundial para Cole¢do de Culturas sob o numero LIH-UNAM
WDCMB8L17, caracterizado como isolado de alta viruléncia e gentilmente cedida em colaboragédo
com o grupo de pesquisa liderado pela Profa. Dra Maria Ldcia Taylor. Foi também utilizada
como referéncia a cepa ATCC 26032 (G217B — isolado humano Norte Americano — Lo0s
Angeles) gentilmente cedida pelo Dr. Prof. Dr. Allan Jefferson Guimardes da Universidade
Federal Fluminense do Rio de Janeiro. Histoplasma capsulatumé um fungo dimorfico
encontrado sob a forma de bolor no ambiente e in vitro a 25-28 °C. A forma de leveduriforme é
observada durante condicdes de parasitismo ou em culturas a 34-37 °C em meio enriquecido
(DAMASCENO et al, 2019).

4.1.2.2. Sporothrix sp

As cepas foram coletadas no Hospital Veterinario da PUC-PR e sdo isolados provenientes de

gatos com manifestacédo clinica de esporotricose.

4.1.2.3. Trichophyton rubrum

Foi utilizada uma cepa padrdo: Cepa ATCC 28189.
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4.1.2.4. Malasssezia sp

Isolados de gatos com manifestacdo clinica de malasseziose. As cepas foram coletadas no
Hospital Veterinario da PUC-PR.

4.1.2.5. Candida albicans e Candida parapsilosis

Para o experimento foram utilizadas duas cepas a Candida albicans ATCC 90028 e Candida
parapsilosis ATCC 22019.

4.1.3. Gel Transdérmico

Foi usado o gel transdérmico Pentrapet que é uma emulsdo 6leo em agua de penetracao
transdérmica, com uma matriz fosfolipidica que aumenta a permeacdo cutanea dos farmacos, tais
como antiinflamatérios, antimicrobianos, corticoides, relaxantes musculares, analgésicos,
horménios, entre outras categorias.

O gel promove uma leve desorganizacdo da camada lipidica da pele sem dissolvé-la
como faz o DMSO, permitindo a penetracdo do gel e ativo através do estrato cérneo (acao
surfactante anfotérica). O gel permite que o fa&rmaco carreado penetre pelo estrato cérneo até a

circulagdo sistémica via fluxo dérmico-epidérmico.

Dados técnicos:

Aparéncia Fisica: Creme evanescente branco opaco denso, de caracteristica ndo oleosa, isenta de
odores desagradaveis e sem residual pegajoso.

Composicdo: Emulsdo lipossomal contendo fosfolipideo vegetal, surfactantes, agentes
emolientes e de consisténcia, modificadores de sensorial e preservantes.

Caracteristicas Especiais: GRAS (FDA), produto vegano, produto livre de gluten, livre de lactose

e auséncia de parabenos.



Figura 1. Gel transdérmico
formulado (esquerda)
Figura 2. Gel transdérmico

Figura 3. Gel transdérmico
formulado (coloracéo branca e
aspecto cremoso)

Figura 4. Gel transdérmico
controle (coloragdo branca e
aspecto cremoso)

controle (direita)

4.2. Métodos

4.2.1. Avaliacdo da sensibilidade de isolados de dermatofitos e
Sporothrix sp aos compostos antifingicos pela técnica de
microdiluicao.

4.2.1.1 Diluicao dos farmacos

Para todos os farmacos, foram preparadas solucfes-estoque considerando sua pureza,
através de calculos preconizados no documento M38-A2, proposto pelo CLSI (2008a). Em
seguida, as solugdes-trabalho foram preparadas através da diluicdo das solugdes-estoque em
meio RPMI-1640 com glutamina, sem bicarbonato e com vermelho de fenol como indicador de
pH (Gibco®) e tamponado com MOPS - [acido 3-(N-morfolina) propanossulfonico] (Sigma-
Aldrich), pH=7, nas propor¢fes de 1:100 (farmacos diluidos em DMSO - griseofulvina,
terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol) ou 1:10 (farmacos diluidos em solventes aquosos
- fluconazol) foram padronizados e colocadas nas placas de 96 pocos. Para a diluicdo dos
compostos AITC e Cinamaldeidos foram padronizados os solventes seguindo as instrucGes do
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documento M38-A2, proposto pelo CLSI. Para o teste de sensibilidade dos fungos dermatdfitos,
os farmacos controles foram testados nos seguintes intervalos de concentracédo: 64 a 0,125 mg/ L
para griseofulvina e fluconazol; 16 a 0,0313 mg/L para nistatina e miconazol e 0,5 a 0,001 mg/ L
para terbinafina e itraconazol. Para o composto Cinamaldeido, a partir da formulacdo comercial
pura que se encontra em 132,16g/mol, inicialmente as dilui¢bes foram seriadas até a obtencédo da
CIM. Para o composto AITC a partir da formulacdo comercial pura que se encontra em
99,15g/mol inicialmente também foi diluida sequencialmente até a obtencdo da CIM. Os
compostos foram diluidos assepticamente e solubilizados com o auxilio do vortex. Foram
realizados célculos para determinacdo da quantidade de cada substancia testada para que a
concentracdo inicial na placa de microdiluicdo seja a maior molaridade possivel ap6s a sua
solubilizacdo sem interferéncia do solvente. Como controle da interferéncia do solvente foi
testado concomitantemente o solvente em suas diluicbes de uso. Em seguida, foram realizadas

diluicdes seriadas até que a concentracao final na placa foi de 0,1ul/L.

4.2.1.2. Preparo do indculo

Para o preparo do inoculo, os dermatéfitos foram cultivados em 4gar batata dextrose
(Difco, BD biosciences) e incubados a temperatura de 28-30°C por sete dias ou até que houvesse
esporulacdo. As culturas foram entdo cobertas com 5 mL de solucdo salina estéril a 0,85%, e
uma suspensao de conidios preparada com a ajuda de uma zaragatoa estéril, gentilmente passada
nas coldnias. Os indculos foram preparados em meio RPMI-1640 tamponado e ajustados com a
contagem dos conidios no hematocitdmetro, de modo a atingir uma concentracédo final na placa
de 3x10° células/mL. Em seguida, 100 pL foram distribuidos nas placas de 96 pocgos, juntamente
aos seus respectivos controles: o controle de esterilidade do meio, contendo 200 pL. do meio
RPMI-1640 ¢ o controle de crescimento, contendo 100 pL. do meio RPMI e 100 pL do inoculo.
Por fim, as placas foram incubadas sem agitacdo a 35°C por 5 dias e realizadas leituras visual
com e sem corante de viabilidade (Alamar blue) e espectrofotométrica na densidade Optica de
490 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata (COSTA-ORLANDI, 2018).
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4.2.1.3. Avaliacao da sensibilidade de isolados de Cryptococcus sp
e Histoplasma capsulatum aos antifungicos comerciais e os
compostos pela técnica de microdiluicao.

O teste de sensibilidade para as formas leveduriformes dos fungos dimérficos e para a
levedura Cryptococcus sp segue as normas do CLSI (M27-A3) e para Histoplasma capsulatum
adaptagdes com modificagOes propostas por Ren-Kai Li et al. (2000) e Wheat et al. (2001). O
inculo inicial é estabelecido na concentracdo de 1x10° a 5x10° e foi realizada uma diluicéo de
1:10, tendo como concentracdo final 1 x 10 ° & 2,5 x 10 ° células/mL. As placas foram incubadas

por 144 horas, a 37° C com agitacdo de 150 RPM (rotacGes por minuto).
4.2.1.4. Controle de qualidade

Para o controle de qualidade dos testes para leveduras o farmaco Itraconazol, foram
utilizadas as cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, de acordo
com o documento M27- A3, proposto pelo CLSI (2008b). Para os fungos filamentosos foram

utilizados o farmaco antifungico Terbinafina de acordo com o documento M38A2.

4.2.1.5. CONCENTRACAO FUNGICIDA MiNIMA (CFM)

A determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima foi realizada conforme descrito por
Soares e colaboradores (2014). Placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco, BD
biosciences) foram previamente demarcadas de acordo com as posi¢Oes das diluigdes dos
compostos e controles positivos na placa de 96 pocos. Uma aliquota do contetido dos pogos foi
transferida para o respectivo local na placa de Petri com o auxilio de um palito de madeira estéril
e as placas foram incubadas a 35°C por 96 horas. A concentracdo fungicida minima é definida
como a menor concentracdo do composto ou farmaco onde ndo ocorre o desenvolvimento de
microrganismos (COSTA-ORLANDI, 2016).
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4.2.1.6. Avaliacao da sensibilidade de isolados de Sporothrix sp aos
compostos antifungicos combinados pela técnica de
microdiluicao.

Para a determinacao da sensibilidade dos compostos combinados seguiu-se o protocolo
adaptado do Clinical and Laboratory Standards Institute. (2017). M61 - Performance Standards
for Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi, (1st ed.). Wayne, PA: CLSI.

Prepararam-se as placas com meio Agar Sabouraud (AS) ou Batata Dextrose (ABD) e
tubos contendo Caldo Sabouraud (CS) ou Triptona de Soja (CTS). Descongelou-se a cepa e
transferiu-se 100 pL para os tubos contendo CS ou CTS, deixando a 25 °C, até apresentar
crescimento. Apos crescimento, utilizando uma alca em loop estéril, recolheu-se o pellet
formado e inoculou-se no centro de uma placa com AS ou ABD; Levou-se as placas a uma
estufa a 25 °C até apresentar crescimento; Para a retirada dos conidios, retirou-se o fungo da
placa e colocou-se em tubo com 5 mL de agua peptonada 1%. ApGs homogeneizacdo em vortex
durante 3 minutos. Aguardou-se 15 minutos para sedimentacdo de estruturas pesadas e coletou-
se 0 sobrenadante, ajustando para DOs3onm 0,09-0,13 e realizou-se a diluicdo 1:50; em uma placa
de 96 pocos de fundo chato colocou-se 100 pL de TSB nas fileiras de 2-11. Na fileira 12, 200
uL, pois foi considerado o controle negativo; preparou-se a solucdo do composto teste na
concentracdo desejada e colocou-se 200 pL na fileira 1; retirou-se 100 pL da fileira 1 e passou-se
para a fileira seguinte, homogeneizando. Retirou-se 100 pL e passou-se para a fileira seguinte e
assim sucessivamente, fazendo uma diluicdo seriada 1:2 até a fileira 10. Descartaram-se os 100
pL da fileira 10; inoculou-se com 100 pL da suspensao fungica da fileira 1-11. Lembrando-se
que o pogo 11 foi considerado o controle positivo, contendo apenas meio e a solugdo fungica.
Colocou-se a seladora de placa para fecha-la e envolveu-se com parafilme; incubou-se por 5 dias
a 25 °C e realizou-se leitura visual para determinar a concentragdo inibitoria minima de 50%

(CIM50), comparando o controle positivo com 0 pogo que apresentou 50% de seu crescimento.
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A figura 5 representa a placa de micro diluicdo a ser preparada.

200 pL do Composto Descartar 100 pL

ll_\;_\{_\ OIS ———

10 11

1000000000000
1000000000000
COOOQQOOOOO%%

1000000000009

Figura 5. Técnica de microdilui¢do

C+ C-
Cada fileira, da 2 a 11, deve conter 100uL de TSB, com excec¢do da 12, que conterd 200uL do

meio; apos a diluicdo seriada, inocular 100uL da suspensdo fungica da fileira 1 a 11.

Céculos para definicéo de sinergismo:

FICingex= (FIC do AITC/CIM do AITC) + (FIC do CIN/CIM do CIN)

Quando o FICi¢x € < ou = a 0,5, determina-se que ha efeito sinérgico entre 0s compostos.
Quando é = ou > que 4,0, determina-se que ha antagonismo entre 0s compostos.

Valores de FICingex entre 0,5 e 4,0 representam que ndo ha interagdo entre 0s compostos.
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4.2.1.7. Teste de disco difusao

Para o experimento foram utilizadas duas cepas a Candida albicans ATCC 90028 e
Candida parapsilosis ATCC 22019, conforme o documento M44-A (CLSI, 2004), com pequenas
modificacbes. O meio utilizado foi o agar Sabouraud e o inoculo foi preparado do repique de
Candida sp que foi incubado a 370 C por 24 horas. Em 5mL de solucdo salina 0,85%, foram
colocadas 5 colbnias, vortexando por 15 segundos e contadas em camera de Neubauer. A
suspenséo foi ajustada 5x10° células/mL. O swab estéril foi mergulhado nesta suspensdo e foi
retirado 0 excesso e passado em toda a superficie do agar (figura 6), esperou-se 3 a 5 minutos e
aplicaram-se os discos com 0s compostos. Apds aplicado os discos, incubou-se por 24 horas e foi
medido o tamanho dos halos.

Para as cepas de Histoplasma capsulatum, os fungos foram incubados por 96 horas a 370
C no meio BHI e apos isto foi subcultivado no meio liquido HAM-F12 por 72 horas. O inoculo
foi ajustado na concentragdo de 5x106 em PBS com ajuda da cdmera de Neubauer e foram
retirados 100 L da concentracdo e colocado nas placas de 4gar BHI espalhou-se com a ajuda de

um swab, deixou-se de 3 a 5 minutos e aplicou os discos.

Figura 6 — Método de semeadura para a técnica de disco difusdo

1° - Semear partindo do ponto 1
para o ponto 2;

- Girar a placa num angulo de
180°;

2° - Semear partindo do ponto 2
para o ponto 1;

- Girar a placa num angulo de 90°;

3° - Semear partindo do ponto 3
para o ponto 4;

- Girar a placa num angulo de
180°;

4° - Semear partindo do ponto 4
para o ponto 3.

Fonte:_https://sites.google.com/site/254512/Home/microbiologia-1/Microbiologia

Veterinaria/bacteriologia-veterinaria/procedimento-para-a-realizacao-de-antibiograma



https://sites.google.com/site/254512/Home/microbiologia-1/Microbiologia%20Veterinaria/bacteriologia-veterinaria/procedimento-para-a-realizacao-de-antibiograma
https://sites.google.com/site/254512/Home/microbiologia-1/Microbiologia%20Veterinaria/bacteriologia-veterinaria/procedimento-para-a-realizacao-de-antibiograma
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Preparo dos compostos para a técnica de disco difuséo

Para a técnica de disco difusdo, foram cortados papeis cartdo em formatos redondos e
esterilizados em autoclave por 15 minutos a 1210 C (figura 2 - A). Ap0s este tempo, foram
colocados na estufa de secagem. Todo o procedimento foi realizado dentro da cabine de
seguranca. Com o auxilio de uma pinca esteéril, apos a aplicacdo do inoculo nas placas, os discos
foram colocados em contato com os compostos e transferidos para a area central da placa de
Petri (figura 7-B), além disto, foi utilizado como controle disco contendo o farmaco comercial

fluconazol. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Figura 7 — Técnica de disco difusdo — A — discos estéreis; B — disco e composto aplicados na

placa de Petri.

Fonte: préprio autor.

4.2.1.8. Desenvolvimento da formulacao em gel

As matrizes de gel (veiculo) foram formuladas e adquiridas comercialmente para selecéo

da melhor incorporacéo dos compostos (cinamaldeido e AITC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a literatura e experiéncia com esses compostos naturais, 0s resultados
foram satisfatorios, numa CIM muito baixa, demonstrando grande potencial para controle desses
agentes causadores de dermatite em gatos.

O AITC é um composto volatil que esta relacionado com diversos efeitos benéficos a
salde humana incluindo potencial antiangiogénico, anti-inflamatério, neuroprotetor e
anticarcinogénico (BHATTACHARYA et al., 2013). O AITC é o mais potente antimicrobiano
entre os ITCs, devido a sua acdo antimicrobiana em doses menores (OLAIMAT; HOLLEY,
2016).

Tem sido relatado que o cinamaldeido, que contem compostos terpendides ou fendlicos,
hidrofobicos, tém poderosa atividade antimicrobiana contra uma variedade de patdgenos,
incluindo fungos, bactérias Gram-positivas e Gram- negativas

Sanla-Ead, e colaboradores (2012) obtiveram boa atividade antibacteriana, a partir de
filmes a base de celulose adicionado ao CND, com concentra¢Bes inibitérias minimas que
variaram de 0,78 a 50 ul/ml contra as bactérias Aeromonas hydrophila e Enterococcus faecalis.

O resultado de determinacdo do CIM do presente estudo encontra-se na tabela 1 e pode
ser destacado que os valores de CIM para o AITC e Cinamaldeido foram baixos por serem
moléculas naturais. Os valores de CIM para moléculas naturais e antibiéticos convencionais
podem variar, apresentando valores maiores ou menores.

Em um estudo comparativo do cinamaldeido com antibi6ticos convencionais (quinolona
e cefalosporina) demonstrou-se que o cinamaldeido apresentou uma eficacia maior, ou seja, 0

MIC foi menor se comparado aos dois antibdticos convencionais (DHARA, 2019).
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Tabela 1. Atividade antifingica e concentracao inibitoria minima (CIM) dos compostos isolados.

Microorganismos Cepas Valores CIM | Valores CIM | Itraconazol | Terbinafina
(Mg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
AITC Cinamaldeido
H. capsulatum |[EH 315 31.25 15.9 0,125 ND
H. capsulatum |ATCC 26032 31.25 15.9 0,125 ND
Sporothrix sp  [Isolado 4947  15.62 31.25 ND ND
Sporothrix sp  [Isolado 4948  [7.81 62.5 ND ND
Sporothrix sp  [Isolado 4934  [7.81 125 ND ND
T. rubrum ATCC 28189 3.9 62.25 ND 0,03

ND: Néo detectavel.

Na tabela 2 se pode notar quanto aos testes de combinacdo que em algumas cepas nao

houve interacdo dos compostos, observamos uma reducdo bem discreta na concentracao

necessaria, quando comparamos 0s compostos isolados e combinados. Na cepa 4947 houve uma

reducdo mais acentuada na concentracdo, quando comparamos a concentragdo dos compostos

isolados e combinados, por isso apresentou o valor de 0,5 de sinergismo.

Vale a pena ressaltar que mesmo o teste demonstrando em alguns casos que ndo houve

interacdo entre 0s compostos (sinergismo), efeito de potencializacdo, a combinacdo do

cinamaldeido com o AITC torna o produto mais agradavel para o animal no quesito de conforto

e bem-estar, pois 0 AITC tem um odor mais pungente, e a juncdo com o CIN mesmo ndo

potencializando o efeito antifingico, consegue diminuir o efeito caracteristico do AITC.

Tabela 2. Atividade antifngica (Sporothrix sp) dos compostos associados.

Cepa MIC (ug/mL)
AITC CIN
4947 15,625 31,25
416 7,8125 31,25
4935 3,90625 7,8125
4948 7,8125 62,5
4934 7,8125 125

*Combinacdo sinérgica

MFC (ug/mL) FIC (ng/mL)
AITC CIN AITC CIN
31,25 62,5 3,90625 7,8125

3,90625 31,25
3,90625 7,8125
62,5 500 3,90625 31,25
62,5 500 3,90625 31,25

I:Icindex

0,5*
1,5
2
1
0,75
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Na tabela 3 confirmamos os resultados satisfatorios para o Histoplasma capsulatum,
Candida albicans, Candida parapisilosis e dermatofito (T. rubrum). Os compostos foram

avaliados de forma isolada.

Tabela 3. Atividade antifungica dos compostos isolados.

Histoplasma capsulatum EH315 ATCC 26032
AITC 31.25 31.25
(Hg/mL)
CIN 15.9 15.9
Itraconazol 0,125 pg/mL 0,125 pg/mL

Candida albicans
AITC 125

/mL
CIN 62.5 (hg/mL)
Fluconazol 4 pg/mL
Candida parapsilosis
AITC 62.5
/mL
CIN 31.25 (hg/mL)
Itraconazol 4 pg/mL
T. rubrum
AITC 7.8
/mL
CIN 3.9 (hg/mL)
Terbinafina 0,015 pg/mL

Conforme a tabela 4, seguem os halos formados pela técnica de disco difusdo.
Observamos um halo maior quando combinamos os compostos CIN e AITC. Na figura 8 vemos

com clareza a formacéo dos halos de inibicdo.

Tabela 4 — Valores referentes aos compostos da técnica de disco difusdo

Cepa/Tratamento| Fluconazol AITC CIN AITC+CIN | Pentrapet
(25 mcq)
C. albicans 23 mm 15+7mm | 22+£4mm | >40 mm 0 mm

C. parapsilosis 20 mm 12+5mm | 27£3mm | >40 mm 0 mm
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AITC: Isotiocianato de alila; CIN: Cinamaldeido; Pentrapet: veiculo transdérmico, controle negativo.

Os resultados presentes na tabela 4, demonstram o efeito sinérgico entre 0 CIN e 0 AITC
avaliados frente a espécies de Candida, confirmando outros resultados j& apresentados na tabela
1 frente ao Sporothrix sp. Esses dados também estdo descritos na literatura.

A atividade sinérgica do AITC com o Fluconazole foi avaliada contra Candida albicans.
Esse agente é uma ameaca para pacientes imunosuprimidos. A sinergia foi identificada entre o
AITC e FLC e oferece uma estratégia em potencial para tratamento de candidiase. (RAUL et al,
2017)

Moléculas como o 4-terpineol, carvacrol e aldeido cinamico sdo determinados como
agentes antimicrobianos, frente a cepas como C. albicans, C. glabrata ou E. coli (CHAILLOT
et al., 2015; YANG; CHAO; LIU, 2014). O efeito antifiingico de fitoconstituintes como
citronelol, alfa-terpineol e limoneno é, especialmente frente a espécies do género Penicillium
(TAO; JIA; ZHOU, 2014).

Embora a infec¢do fungica represente uma interagao entre espécies, notadamente a mais
prevalente ¢ a C. albicans (ZOMORODIAN et al., 2011), sendo esta incluida em ensaios
antifingicos (ALMEIDA et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2016; FAOT et al., 2014). Desta
forma, pouco se relata sobre o efeito de fitoconstituintes frente a espécies ndo albicans. O
presente estudo, contudo, confirma a capacidade inibitoria tanto do AITC quanto do

cinamaldeido, frente as cepas de C. albicans e C. parapsilosis.
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Figura 8 — Halos de inibicdo dos compostos mais o farmaco. A — Imagem representativa da C.
albicans tratada com fluconazol; B — tratada com AITC; C — tratada com CIN; D — tratada com a

combinacéo de AITC+CIN e E — controle negativo — Pentrapet.

Figura 9 - Halos de inibicdo dos compostos mais o farmaco. A — Imagem representativa de C.
parapsilosis tratada com fluconazol; B — tratada com AITC; C — tratada com CIN; D — tratada

com a combinagéo de AITC+CIN e E — controle negativo — Pentrapet.
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6. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

Mesmo com a crise econdmica enfrentada pelo pais e a contencdo de gastos que as pessoas
estdo praticando, essa area de produtos farmacéuticos veterinarios tem se destacado muito pelo
fato dos animais de estimacdo terem passado para dentro das casas e ganhado o status de
membros das familias.

Atentos a esse mercado Pet, resolvemos investir em produtos voltados para esse segmento. A
empresa tem investido em pesquisa para capitalizar novos mercados, e o setor Pet foi o principal
apontado, tanto pelo tamanho quanto pelo crescimento continuo.

Além do fato do mercado de gatos estar em grande crescimento, a importancia do produto déa-
se por ser uma alternativa eficaz e segura para o controle da esporotricose, uma enfermidade que
afeta humanos e atualmente é uma epidemia em algumas regides do Brasil e do mundo.

A ideia inicial do projeto é termos um gel transdérmico anti-micético para gatos, utilizando
moléculas naturais com liberacdo controlada de ativos. O apelo de termos um produto inovador
onde associamos moléculas naturais (derivadas de plantas) com tecnologia de aplicacdo dérmica
(gel transdérmico) vem ao encontro dessa nova “onda verde”, onde os consumidores buscam
produtos que sejam seguros para seus animais de estimacdo e que também ndo afetem o meio
ambiente. Esse projeto estad plenamente alinhado a filosofia da empresa em praticamente nao
utilizar produtos quimicos, e buscar, através de projetos subsidiados, alternativas em produtos

naturais que sejam eficazes e seguros ao meio ambiente.

6.1. Conclusao

O produto Gel Transdérmico associado aos ativos cinamaldeido e AITC foi altamente eficaz
frente a Candida albicans, Candida parapsilosis e Sporothrix schenckii.
Além disso, os compostos ativos isolados e combinados foram eficazes frente aos principais
agentes fangicos causadores de doengas em gatos e em seres humanos, tais como, Histoplasma,

Sporothrix sp e dermatdfitos.
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A escolha dos principios ativos e do veiculo para formulacdo final do produto foi muito
assertiva, tanto por efeitos de eficacia quanto por propriedades sensoriais do produto, oferecendo

assim maior conforto aos animais € um melhor aroma.

6.2. Trabalhos futuros

a) Avaliagéo da estabilidade da formulagédo final;
b) Teste de dispersdo dérmica.
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