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AVALIACAO DO EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA
NO TRATAMENTO DE OTITE CAUSADA POR Malassezia spp. EM CAES
DOMICILIADOS

RESUMO

A otite € uma doenca inflamat6ria comum em cées que acomete o sistema oto-
vestibulococlear, de etiologia multifatorial. As otites recidivantes séo frequentes,
devido a fatores perpetuantes como a colonizacao bacteriana, fungica e erros no
tratamento por uso incorreto dos medicamentos. Por esse motivo, tem sido
realizado pesquisas em busca de alternativas eficazes para o tratamento dessa
doenca, frente a resisténcia aos antimicrobianos. Objetivou-se avaliar a
eficiéncia da Terapia Fotodindmica antimicrobiana como uma terapia alternativa,
no tratamento de otite externa em caes. Foram utilizados 14 cées (27 orelhas)
de racas distintas, domésticos, domiciliados, sintomaticos, avaliados por
palpacéo, inspecéo, otoscopia e exame citoldgico do cerimen do ouvido externo
e médio para identificacdo da Malassezia spp. ApOs o diagndstico, 0os animais
foram divididos igualmente em dois grupos (1 e 2), um para tratamento
convencional e o outro para a Terapia Fotodinamica antimicrobiana. Os animais
foram acompanhados por avaliacéo clinica e microbiol6gica durante 7 dias. Por
meio da terapia fotodindmica observou-se a diminuicdo da quantidade de
leveduras presentes no conduto auditivo, consequentemente o desaparecimento
dos sinais clinicos inicialmente identificados nos animais como otite externa
causada por Malassezia spp. Ambos os tratamentos foram eficientes, néo
havendo diferenca significativa entre eles. Conclui-se que a Terapia
Fotodindmica antimicrobiana pode ser uma alternativa satisfatéria para o
tratamento da otite externa em caes, com potencial semelhante ao tratamento

convencional.

Palavras-chaves: Antibidtico. Fototerapia. Fungo. Inflamacéo. Laser de baixa
poténcia.



EVALUATION OF THE EFFECT OF ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC
THERAPY ON THE TREATMENT OF OTITIS CAUSED BY Malassezia spp.
IN HOUSEHOLD DOGS

ABSTRACT

Otitis is a common inflammatory disease in dogs that affects the oto-
vestibulocochlear system, of multifactorial etiology. Recurrent otitis is common,
due to perpetuating factors such as bacterial and fungal colonization and errors
in treatment due to the incorrect use of medications. For this reason, research
has been carried out in search of effective alternatives for the treatment of this
disease, in the face of resistance to antimicrobials. The objective was to evaluate
the efficiency of antimicrobial photodynamic therapy as an alternative therapy in
the treatment of otitis externa in dogs. 14 dogs (27 ears) of different breeds were
used, domestic, domiciled, symptomatic, evaluated by palpation, inspection,
otoscopy and cytological examination of the outer and middle ear cerumen to
identify Malassezia spp. After diagnosis, the animals were divided equally into
two groups (1 and 2), one for conventional treatment and the other for
antimicrobial photodynamic therapy. The animals were followed up by clinical and
microbiological evaluation for 7 days. Through photodynamic therapy, a decrease
in the amount of yeasts present in the auditory canal was observed, consequently
the disappearance of the clinical signs initially identified in the animals as otitis
externa caused by Malassezia spp. Both treatments were efficient, with no
significant difference between them. It is concluded that antimicrobial
photodynamic therapy can be a satisfactory alternative for the treatment of otitis

externa in dogs, with potential similar to conventional treatment.

Keywords: Antibiotic. Phototherapy. Fungus. Inflammation. low power laser.
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INTRODUCAO

A otite externa é uma inflamagdo do conduto auditivo externo,
classificada em aguda, crbnica e recidivante, causando danos parcial ou total no
conduto, incluindo as estruturas anatémicas do pavilhdo auricular (PATERSON,
2016). As otopatias representam um numero significativo de doencas
diagnosticadas, na clinica de pequenos animais. Em cées, 20% da espécie é
acometida, sendo que a otite externa crbnica € a mais comumente
diagnosticada, seguida da otite média. Casos mais graves podem gerar surdez,
problemas neuroldgicos, sepse e levar o animal a ao 6bito (WOODY; FOX,1987;
HARVEY; HARARI; DELAUXE,2004; FOSSUM, 2005).

A otite € uma doenca multifatorial, cujas causas mais comuns sao
umidade, traumas, conformacéo e anatomia de orelhas, ectoparasitas, excesso
de pelo, animais alérgicos, imunossuprimidos, dentre outras. Existem os fatores
secundarios que podem agravar a doencga, como as infec¢des bacterianas e
fungicas. Os sinais clinicos comuns a doenca sdo o excesso ha producéo de
cerumen, dor, hiperemia, prurido e inflamacdo. (ROSSER, 2004; PATERSON,
2016; GOMES ALLENDORF, 2018).

Os microrganismos frequentemente encontrados na microflora auricular
sdo Staphylococcus spp. e Malassezia spp. A Malassezia spp. € um fungo
oportunista, que promove perpetuacdo da doenca quando ha alguma desordem
na microflora auricular (MERCHANT, 2005; SANCHEZ et al., 2011; BUDGEN,
2012).

O tratamento preconizado consiste na associacdo entre antibiotico,
antifangico e corticoides, preferencialmente pela via topica. No entanto, &
elevado o numero de recidivas, pois a maioria dos tratamentos séo instituidos
sem exames complementares, promovendo resisténcia aos medicamentos
(CRUZ, 2018).

Atualmente, um dos principais temas abordados na literatura cientifica &
a resisténcia microbiana aos antibioticos, devido as infec¢bes causadas por
patogenos oportunistas, que elevam os indices de morbidade e mortalidade em
humanos e animais. Por esse motivo, tem-se realizado pesquisas em busca de
novas opcdes de tratamento para o controle das infeccbes. A terapia

fotodinamica tem sido utilizada como um método alternativo para o controle de
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doencas infecciosas, como método bioestimulador para o reparo tecidual,
promover efeitos anti-inflamatérios, angiogénese, reducdo da dor e no
tratamento de neoplasias cutdneas (DEMINOVA; HAMBLIN, 2004; MAISCH et
al, 2011; CRUZ, 2018).

A terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) consiste na administracao
local ou sistémica de um fotossensibilizador, que tem efeito citotéxico quando
fotoativado em um determinado comprimento de onda. A interagdo entre
fotossensibilizador, luz e oxigénio resulta em reacdes de fotoxidacéo pela via de
geracdo de radicais livres (reacdo tipo |) e pela geracdo de oxigénio singleto
(reacdo tipo 1) e ambas promoverdo morte do microrganismo, seja por apoptose,
necrose ou autofagia (CAPELLA; CAPELLA, 2003; DEMINOVA; HAMBLIN,
2004;).

A TFDa tem sido bastante difundida tanto na medicina humana como em
medicina veterindria, por apresentar vantagens como auséncia de efeitos
sistémicos, de cepas microbianas resistentes, ser um método ndo invasivo, ndo
possuir efeito cumulativo e ndo ser toxico ao organismo hospedeiro (MELLO et
al., 2011; WEISS et al. 2012).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a eficiéncia da Terapia Fotodindmica antimicrobiana como

alternativa de tratamento para otite causada por Malassezia spp. em céaes

domiciliados, por meio da terapia fotodinamica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a acdo terapéutica da Terapia fotodindmica antimicrobiana

(TFDa) como tratamento de otites por Malassezia sp. em caes, testando

sua eficacia.
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e Comparar o uso da TFDa com pelo menos um tratamento convencional
(uso tépico da associacdo medicamentosa de antibidtico, antifungico e
glicocorticoides) utilizado para o tratar otites em cées.

e Descrever os principais sinais clinicos encontrados em cées acometidos
pela inflamacéo do conduto auditivo ocasionados pela otite e comparar as

alteracdes apos as terapias realizadas.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONDUTO AUDITIVO: ANATOMIA

O sistema auditivo é dividido em trés partes: externa, média e interna.
Cada uma dessas partes € composta por diferentes estruturas, mas que
permanecem em comunicacdo e desempenham a funcdo de identificacdo do
som, por meio das vibracbes captadas (LIBERATO, 1999; KONIG;
LIEBICH,2011). .

O ouvido externo é constituido pela orelha e meato acustico externo, o
ouvido médio é composto pela cavidade e pela membrana timpéanica e trés
ossiculos com ligamentos e musculos associados e o interno, formado pela
coclea e os canais semicirculares (GETTY; SISSON; GROSSMAN, 1986).

O conduto auditivo externo varia de tamanha entre individuos,
apresentando em média entre 5 - 10 cm, dividido em duas por¢des, vertical e
horizontal. O lumen do canal auditivo externo possui tamanho médio entre 0,5-
lcm. Caracteristicas como tamanho de orelha, posicionamento da mesma,
didmetro do meato acustico externo, quantidade de pelo séo distintas entre as
racas (RICHARD; HARARI; DELAUCHE, 2002; NASCENTE, 2006).

O canal auditivo € coberto por um epitélio estratificado, escamoso,
constituido por foliculos pilosos e glandulas sebaceas e ceruminosas. Conforme
mais proximo é da membrana timpéanica, mais fina a derme e epiderme,
consequentemente menor é a quantidade de foliculos pilosos e de glandulas
sebaceas (ETTINGER; FELDMAN, 2004). O ceramen confere prote¢do ao canal

auditivo externo contra infeccdes, pois realizaram-se analises com amostras de
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cerumen de caes e identificaram presenca de imunoglobulinas do tipo IgA, IgG
e IgM (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; THOMAS, 2006).

3.2 OTITE EXTERNA

A otite é a inflamacao do sistema oto-vestibulococlear, sendo avaliada
como uma das importantes morbidades na espécie canina. Pode ser classificada
guanto ao acometimento, uni ou bilateral; quanto a localizacao, externa, média
e interna e pela evolucdo, classificada como aguda, crbnica e recorrente
(ETTINGER; FELDMAN, 2004).

A otite externa é caracterizada pela inflamacéo do pavilhdo auricular
externo, consequentemente, observa-se o0 aumento na quantidade de cerimen
decorrente da hiperplasia glandular ceruminosa, fibrose por meio do
espessamento da derme e epiderme, diminuigdo do diametro do canal devido ao
aumento na espessura das dobras, resultando em calcificagcdo da cartilagem
(WERNER, 2005). Por se tratar de uma inflamacéo, torna o epitélio predisposto
a traumas, e posteriormente, tornar-se uma lesdo secundaria infecionada
(MEDLEAU; HINILICA, 2008).

3.2.1 Etiologia

A otite é uma doenca multifatorial, e esta associada a diversos fatores
etiolégicos sendo eles primarios, predisponentes e perpetuantes (WOOD; FOX,
1987).

Os fatores primarios desencadeiam acometimento direto da doencga, por
meio de um processo inflamatorio no conduto auditivo como corpos estranhos,
doenca autoimune, parasitas, hipersensibilidades, disturbios de queratinizacéo,
otites idiopaticas inflamatérias, entre outras (GOTTHELF, 2007; ROSSER,
2004).

A presenca de corpo estranho sao causas relativamente raras para otite,
podendo ser induzida por areia, sujeira, medicamento e insetos. Em relacdo as
causas parasitarias, Griffin (1993) relatou que o Otodects cynotis é responsavel
em até 10% das causas de otite em cdes. Em casos agudos, a secre¢do €

caracterizada pela coloragdo cor marrom escura e preta. Em casos cronicos,



15

pode haver contaminacdo secundaria por fungos e bactérias, e o exsudato fica
mais ceruminoso ou purulento. Os carrapatos causam inflamacao ao tecido de
revestimento do pavilhdo (ROSSER, 2004).

As doencas autoimunes como pénfigo (foliaceo, eritematoso, bolhoso),
discoide lupus eritematoso, vasculite cutanea pode afetar as pingas ou canal
auditivo, mas sdo causas raras de otite externa. Os disturbios de queratinizacédo
podem ocorrer devido alteragcbes enddcrinas como hipotireoidismo,
hiperadrenocorticismo e desequilibrio hormonal sexual, alterando também a
glandula de cerimen (ROSSER, 2004).

O hipotireoidismo, resulta na perda progressiva de tecido funcional,
caracteristica do hipotireoidismo primario, ja 0 secundario ocorre em menos de
5% dos casos, ambos, causam destruicdo progressiva da glandula e diminuicéo
da producdo hormonal. A atrofia folicular idiopatica é caracterizada por perda
progressiva de células foliculares, que sdo substituidas por tecido adiposo. A
deficiéncia do hormonio tireoidiano compromete o crescimento do pelo (fase
anagénica do foliculo piloso). Nao causa prurido, no entanto, este sinal pode
estar associado a infeccdo secundaria por bactérias, Malassezia spp.,
demodicose e seborreia (JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA, 2017).

O hiperadrenocorticismo, define-se pelo excesso de glicocorticoides na
corrente sanguinea, apresentando varias sintomatologias decorrentes dos
efeitos gliconeogénicos, imunossupressores, antiinfimatérios e catabdlicos do
glicocorticoide em varios sistemas organicos (JERICO; ANDRADE NETO;
KOGIKA, 2017). A acdo dos corticosteroides € inibitoria a divisdo celular e
sintese de DNA, diminuindo a sintese do colageno pelos fibroblastos cutaneos,
suprimem a mitose folicular e a fase anagénica e, causam supressao
imunopatica local, predispondo a infecgdes secundarias (JERICO; ANDRADE
NETO; KOGIKA, 2017).

Mais de 90% das otites bilaterais de curso crdnico ou recorrente sao
causadas por dermatite atdpica ou alergia alimentar em cdes. Sinais estao
relacionados ao prurido e inflamacdo em outras areas do corpo (ROSSER,
2004). Griffin e DeBoer (2001) afirmaram que até 55% dos caninos com
dermatite atOpica apresentam otite externa concomitante. Em 80% dos casos de

alergia alimentar os animais apresentam otite externa (ROSSER, 1993).
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Os fatores perpetuantes impedem a resolucdo da otite, pois agravam e
prologam o tempo da resposta inflamatéria mesmo que os fatores primarios nao
estejam mais presentes. Por esse motivo, é importante identifica-los para obter
melhores resultados no tratamento. Esses fatores incluem a contaminacgao por
outros microrganismos, entre eles as infeccfes bacterianas, infec¢des fungicas,
otite média, hipersensibilidades de contato, fibrose e calcificagdo, excesso de
dobras cutaneas, otite média e tratamentos inadequados ( GOTTHELF, 2007;
NOBRE et al., 2001; HARVEY; HARARI; DELAUCHE, 2004).

Existe também os fatores predisponentes, que estdo relacionandos
principalmente a anatomia e fisiolégia do conduto auditivo, tornando o animal
mais suscpetivel a alteracfes primarias. Alteracdes como estenose do canal,
excesso de pelo e de producéo de cerumen, traumas, granulacéo excessiva do
tecido, tumor, posicionamento e tamanho de orelhas sao fatores predisponentes
(WHITE, 1999; HARVEY; HARARI; DELAUCHE, 2004).

N&o ha evidencias de predisposicdo sexual ou idade, no entanto, alguns
autores relatam maior ocorréncia nas racas Basset Hound, Dachshund, Cocker
Spaniel, Shih-tzu, Caninche, Pastor Alemao, Pastor de Shetland, Jack Russel
Terrier, Shar Pei e Collie. Acreditam que a maior observacdo de casos nessas
racas aconteca por uma questao de variagcdes climaticas regionais, relacionando
0 aumento da producao de cerimen ao aumento da temperatura (CHEN; HILL,
2005; NARDONI; CORAZZA; MANCIANTI, 2008).

Os microrganismos comumente isolados de amostras provenientes do
conduto auditivo sdo Sthaphylococcus spp e Malassezia pachydermatis
(GOTTHELF, 2007). Malassezia spp. € o microrganismo facilmente encontrado
na pele e ouvido dos caes, pois é um agente oportunista e por isso, promove
perpetuacdo da doenca quando ocorre alteracdo na microflora auricular (CH et
al., 2011; BUDGEN, 2012). Malassezia spp. pode ocasionar doenga em diversas
espécies, além do cdo e gato, como por exemplo em porcos, ursos, primatas,
furbes, cavalos, raposas, aves, roedores e lagomorfos (GUILLOT; BOND, 1999;
GALUPPI; TAMPIERI, 2008).

Malassezia spp. faz parte da microflora do conduto auditivo dos cées. As
alteracOes dos fatores intrinsecos e extrinsecos, promovem a multiplicacdo da
levedura nesse microambiente, por consequéncia, alteram a relacdo de

comensalismo para parasitismo (NOBRE et al.,1998).
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Existem 12 espécies de Malassezia sp. (CAFARCHIA; OTRANTO,
2008), séo caracterizados por serem lipofilicos, conseguem aproveitar o lipidio
como fonte de carbono (GUEHO et al., 1996), no entanto, a Malassezia
pachydermatis diferencia-se das demais espécies por ndo ser lipodependente,
devido a isso é frequentemente encontrada no ambiente auricular (GUILLOT;
BOND, 1999; CHEN; HILL, 2005).

Malassezia spp. possui formato oval, assemelha-se ao formato de um
amendoim, sua reproducdo ocorre por gemulacdo unipolar. Possui tamanho
meédio de 4 a 5 micrometros de comprimento e de 2 a 3 micrometros de largura,
multilamelar e internamente a parede celular é enrugada (GUILLOT; BOND,
1999; SCOOT; MILLER; GRIFFIN, 2001).

Da Silva Nascente et al. (2010) afirmaram que a M. pachydermatis pode
ser encontrada em animais higidos, pois este microrganismo faz parte da
microbiota do conduto auditivo. Essa espécie tem a caracteristica de ser
lipofilico, possui capacidade de crescer em agar Sabouraud sem a necessidade
de acidos graxos de cadeia longa, a uma temperatura entre 31° e 45°
(SCHLOTTFELD et al., 2002).

A presenca do fungo foi observada em outros locais, além do conduto
auditivo de caes e gatos, como na regiao retal, interdigital, sacos anais e em
vagina. Os sinais comuns a esta infec¢édo foram, prurido, alopecia, liquineficagéo,
eritema, hiperpigmentacao (RHODES, 2005; MELLO et al., 2010).

Alguns fatores predispGe 0 crescimento deste microrganismo, dentre
eles, hipersensibilidades, doencas alérgicas (Dermatite Alérgica a Pica de
Ectoparasitas, atopia), doencas parasitarias, doencas bacterianas, doencas
endocrinas (Diabetes Mellitus, hiperadrenocorticismo), como também as
doencas virais que deprimem o sistema imunologico (CAFARCHIA; OTRANTO,
2008; DE MELLO MARASCHIN et. al., 2008).

A Malassezia sp. pode ocasionar otite média a partir da otite externa
cronica, por meio da ruptura da membrana timpéanica (ROSSER, 2004), o que
torna essencial a avaliacdo desta membrana antes mesmo de instituir um
tratamento, pois a administracdo de medicamentos tdpicos podem causar
ototoxicidade (COLE, 2004).



18

3.2.2 Patogenia

Malassezia spp. se adere a epiderme e produz o zimogénio, ativando a
cascata do complemento, facilitando a multiplicacdo da levedura, por alteracéo
da barreira epidérmica e expondo a antigenos. Por meio da acéo das lipases e
fosfolipases ocorre a quebra dos lipideos e fosfolipidios, formando o acido
araquidénico, resultando em processo inflamatério local que favorece a
penetracdo da levedura ao tecido (MAZZEI et al., 2002).

Segundo Santin et al. (2014), a patogenia dessa doenca nao esta
elucidada, e relatam maior susceptibilidade em animais imunodeprimidos ou
associado a outras enfermidades, que predispde alteracbes no microambiente
do conduto auditivo como aumento da temperatura, da umidade e alteracdes na
producdo de cerumen, favorecendo a multiplicacdo da levedura e alterando a

relacdo de forma comensal para parasitaria ou patogénica.

3.2.3 Sinais clinicos

Na avaliagdo fisica do animal sédo observados sinais clinicos da otite
externa como eritema, prurido, descamacao, edema, secrecao, alopecia no
pavilhdo auricular, otohematomas e alteracdes de posicionamento de cabeca.
Animais diagnosticados com otite média, apresentam, disacusia e sensibilidade
dolorosa a palpacdo em regido de bula timpanica e da articulagdo tempero-
mandibular. Exames complementares sdo fundamentais para identificacdo do
agente e para escolha da terapia adequada (HARVEY; HARARI; DELAUCHE,
2004; OLIVEIRA et al., 2006).

3.2.4 Diagnostico

O diagndstico da otite externa acontece por meio da anamnese, sendo
fundamental a realizacdo de exames complementares como avaliagdo por
otoscopio, citologia auricular, cultura e antibiograma, radiografia e biopsia. E
possivel realizar a identificacdo do agente infeccioso causador de otite externa
por meio da citologia auricular, sendo um método de facil execugéo e pode ser
incluso na rotina clinica do médico veterinario (MURPHY, 2001; ANGUS, 2004).



19

A solicitacdo conjunta dos exames de citologia e cultura fornecem
resultados precisos, aumenta a eficiéncia para diagndstico do agente causal
(ANGUS, 2004).

3.2.5 Tratamento

A otite externa ndo apresenta risco de morte ao animal, porém causa
desconforto, pois € considerada uma infeccdo dolorosa. Dessa maneira, 0
objetivo do tratamento é controlar a inflamacéo, a infeccao e promover bem-estar
ao paciente pela acao analgésica (MOTA et al., 2000; GOTTHELF, 2007).

A eficicia do tratamento depende principalmente da identificacdo correta
do agente causal, por meio da realizacdo de exames laboratoriais. O tratamento
pode ser sistémico ou tépico mais eficaz por tratar de uma infeccao local. A
maioria dos medicamentos sdo compostos pela associagdo de glicocorticoide,
antifingico e antibiético, porque a causa dessa patologia raramente € apenas
fangica (KISS; RADVANYI; SZIGETI, 1997). A prescricdo de corticosteroides é
utilizada em casos de edema e estenose do canal, para diminui¢cdo do prurido e
inflamacédo (ROSYCHUK; LUTTGEN, 2005; GOTTHELF, 2007).

Dentre os antibiéticos usados para o tratamento de otite, tém-se utilizado
farmacos do grupo aminoglicosideos (gentamicina, neomicina, polimixina B),
porém apresentam potencial de ototoxicidade, devendo ser usados com cautela
em animais que apresentam ruptura da membrana timpéanica (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001; GOTTHELF, 2007; LEITE, 2008)

No caso de otite externa fangica, o tratamento tem sido responsivo ao
uso de miconazol 1% ou cetoconazol. H& relatos de que a associagdo da
gentamicina ao clotrimazol e a betametasona, promovem boa ac&o no controle
de infeccbes causadas por Malassezia spp. e bactérias (ROSYCHUK;
LUTTGEN, 2005). Outros antifungicos também podem ser utilizados por via
topica no tratamento de Malassezia spp. como a piramicina, nistatina,
tiabendazol, hexidine (MACHADO; APPELT; FERRERO, 2004).

Os medicamentos sistémicos ndo séo eficazes devido ao acumulo de
cerimen no conduto, sendo assim importante o uso do ceruminolitico como
adjuvante ao tratamento (THOMAS, 2006; GUARDABASSI; GHIBAUDO;
DAMBORG, 2010).
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3.3 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

3.3.1 Historico

A terapia fotodindmica antimicrobiana é um tratamento minimamente
invasivo que ocorre por meio da interagdo entre as moléculas do
fotossensibilizador, da radiacdo de luz e do oxigénio, desencadeando dois tipos
distintos de respostas que proporcionam a morte da célula microbiana. Esta
terapia tem sido direcionada ao tratamento de doencas neoplasicas
principalmente as de origem cutanea e no tratamento de doengas microbianas
(MELLO et al., 2011; WEISS et al., 2012).

Desde a antiguidade, no Egito, buscava-se opcdes de tratamento de
doencas, utilizando-se como terapia produtos oriundos das plantas, resultado
das reacbes promovidas pela luminosidade. Em 1901, Niels Finsen, publicou o
livro com o titulo “Phototerapy”, onde foi descrito a utilizagao da luz no tratamento
de patologias dermatolégicas como o lupus vulgaris. Este mesmo cientista
recebeu o prémio Nobel de Medicina pelo uso dessa terapia no tratamento de
doencas (ACKROYD et al., 2001).

Em 1903, Von Tappeiner e Finsen Raab iniciaram as pesquisas sobre a
utilizacao do corante eosina associado a luz no tratamento de tumores em pele.
Alguns anos depois, em 1908, foi realizado novos estudos com o uso de
fotossensibilzadores, surgindo a fotoquimioterapia, conhecida como Terapia
Fotodinamica antimicrobiana, oriundo do inglés Photodynamic Therapy (PENG;
MOAN; NESLAND, 1997). Durante um experimento observaram o efeito letal da
associacdo da luz associado ao corante de acridina sobre a cultura de
Paramecium spp. (protozoario), entretanto, também observaram a possibilidade
de toxicidade para as células do hospedeiro (ACKROYD et al., 2001).

Em 1924, o cientista Policard observou a reagdo de fluorescéncia em
tumores pré-irradiados com substancia de porfirina, em seguida, expostos a
lampada de Wood. As pesquisas prosseguiram e constataram que as porfirinas
tinham predilecdo por células neoplasicas (ACKROYD et al., 2001; KESSEL,
2004).
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Em 1960, houveram novos relatos sobre o uso da terapia fotodinamica
antimicrobiana, principalmente na area de dermatologia em humanos. A partir
dos novos resultados experimentais, comecgaram a desenvolver aparelhos laser
mais adequados, cujo fluxo de luminosidade era ideal para uso especifico em
cada orgdo como pulmédo, bexiga, esdfago e outras cavidades corporais
(KESSEL, 2004).

Na década de 70, o pesquisador Thomas Dougherty avangou os estudos
com o uso da TFD, utilizando compostos derivados de hematoporfirinas como
agente fotossensibilizador (FS) no tratamento de pacientes oncoldgicos. Nesta
mesma época foram descritos casos de resisténcia microbiana aos antibidticos,
anos apoés a descoberta da penicilina, tornando a TFDa uma alternativa para o
controle de infeccbes (KESSEL, 2004; WILSON; PATTERSON, 2008; MAISCH
et al., 2011).

Em 1980, teve inico experimentos com o uso do TFDa na medicina
veterinaria, como alternativa de tratamento em pacientes oncoldgicos nas
espécies canina e felina. Buscavam-se por meio dessas pesquisas resultados
gue fossem satisfatérios para as especies animais e para continuidade do uso
em humanos (CHELI et al., 1984).

As pesquisas em relacdo a esta terapia ainda continuam, e novos
relatos tem demosntrado resultados satisfatério sobre utilzacdo da terapia
fotodinamica antimicrobiana em relacdo ao controle de infeccdes, (RIBEIRO et
al., 2013; ALZAMORA FILHO et al., 2018). Além do tratamento de infeccdes, a
TFDa revelou acdo analgésica sobre lesdes teciduais (MOURA; BRANDAO:;
BARCESSAT et al., 2018).

3.3.2 Mecanismo de acéao

A Terapia Fotodindmica antimicrobiana ocorre através da combinacéo
de fotossensibilizadores ndo téxicos, luz laser vermelho (660nm) e oxigénio
molecular, a associagao entre eles promovem a eliminacdo de microrganismos
patogénicos (GAD et al., 2004; ZHU; FINLAY, 2008; MELLO et al., 2011).

As respostas desencadeadas, sdo reacdes classificadas como dos tipos
I ou Il. Reacdes do tipo | séo oriundas da interacao de radicais livres, resultando
em reacao de oxidagdo de diversas biomoléculas. Nas rea¢fes do tipo Il, ha
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formacdo de uma molécula identificada como oxigénio singleto, a partir da
transferéncia de energia do fotossensibilizador de um estado excitado para o
estado fundamental do oxigénio (ZHU; FINLAY, 2008).

O oxigénio singleto originado pela TFDa, causa toxicidade aos
microrganismos patogénicos através de reacdes bioquimicas promovendo a
ruptura da membrana celular e destruindo algumas organelas citoplasmaticas,
lisossomos e mitocdndrias. Este oxigénio advém de uma reacédo inespecifica,
reagindo com os compostos insaturados, tornando os componentes celulares
susceptiveis a sua acao. A primeira barreira para atuacédo do oxigénio singleto é
a membrana celular, sendo ela composta por lipideos insaturados que seréo
danificados e ocorre inviabilidade celular. A formacdo de espécie reativa de
oxigénio (EROS) pode ocorrer pelos hidroperéxidos resultantes das reacoes
cataliticas (BERTOLONI et al., 1987; CARRE et al., 1999; PEREIRA et al., 2011).

N&o existe uma reacdo especifica entre a formacdo de EROS com a
molécula organica, dessa forma, qualquer macromolécula pode ser sensivel a
acao do TFDa. Assim, ndo ha resisténcia do microrganismo a acdo da terapia e
por isso tem apresentado bons resultados quanto ao tratamento de doencas
fungicas, bacterianas e virais. A TFDa se torna eficaz quando o tempo de
irradiacéo da luz, o comprimento da onda estéo ajustados ao uso, pois 0 oxigénio
singleto possui meia-vida curta (CARRE et al., 1999; DEMINOVA; HAMBLIN,
2005).

O resultado da acdo da terapia esta ligado ao local de acdo do
fotossensibilizador na célula (SILVA, 2018). Straten et al. (2017) em um estudo
de comparacado da acdo da TFD, perceberam que o violeta cristal teve melhor
resposta em seu experimento em relacdo a morte celular de microrganismos
quando comparado a acao da luz laser com a pré-irradiacdo pelo azul de
metileno. O azul de metileno localiza-se no citosol e lisossomos, ja o violeta
cristal na mitocéndria da célula.

Uma das caracteristicas da TFDa é que o aparelho laser € unidirecional,
possibilitando limitar a acdo apenas sobre areas lesionadas preservando o tecido
integro. E bem tolerada, porém como efeito adverso a utilizagcdo inadequada
pode promover dor ardente devido ao calor produzido pela irradiacao
(DEMINOVA; HAMBLIN, 2004; WARREN et al., 2009; AIRTS et al., 2010;
DOVIGO et al., 2011).
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A utilizacdo dessa terapia ndo possui efeito toxico e nem cumulativo, o
que permite a repeticdo de uso quantas vezes for necesséario. Na medicina
humana esta terapia tem sido utilizada em idosos, como tratamento alternativo
(CAPELLA; CAPELLA, 2003).

3.3.3 Fotossensibilizadores

O uso do fotossensibilizador (FS) € indispensavel a terapia, podendo ser
administrado por duas vias, a intravenosa, geralmente utilizada para o
tratamento de neoplasias e a via tdpica, para o tratamento de lesGes cutaneas
(MOURA; BRANDAO; BARCESSAT, 2018).

O sucesso dessa terapia depende de fatores relacionado principalmente
a concentracdo do fotossensibilizador, que deve ser minima e para produzir
efeito citotoxico apenas nas células alvo, propiciando seguranga ao paciente.
Outras caracteristicas importantes em relacdo ao FS estdo relacionadas a
pureza, hidrossolubilidades, facil metabolizacdo e eliminacdo rapida, auséncia
de reacbes adversas ao organismo do hospedeiro bem como alergias. Segundo
Longo e Azevedo (2010), quanto mais préximo for a banda de absorgcdo do
agente fotossensibilizador ao comprimento de onda do laser, maior é a
profundidade de penetracéo, melhor e mais eficiente se torna a terapia contra 0s
microrganismaos.

As substéncias fotossensibilizadoras mais estudadas e utilizadas s&o os
xantenos halogenados (rosa bengala), os fenotiazinicos (azul de toluidina e azul
de metileno), acridinas e conjugados de clorina (WAINWRIGHT, 2002; CHAN et
al., 2003; DEMINOVA; HAMBLIN, 2005; DOVIGO et al., 2011).

O azul de metileno (AM) é um corante quimico, classificado como
fenotiazinico, junto com azul de toluidina séo os mais utilizados na TFDa. Possui
peso molecular de 319,86 g/mL na forma anidra (sem agua). E uma solucéo
aquosa em formato de monémeros, dimeros e agregados maiores em solucéo
de grande concentragdo. A banda de absorcédo entre 500 e 700, porém 0s picos
maximos de absor¢ao ocorrem em 609 e 668 nm, podendo variar devido a alguns
fatores como o tipo de solvente e concentracdo do FS na solucdo (SOUKOS et
al., 1996; TARDIVO et al., 2005).
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O AM tem sido bastante utilizado na rotina laboratorial como corante
histologico, muito importante na area da microbiologia e farmacologia. Outra
caracteristica quimica deste corante, é possuir uma substancia lipofilica, carga
positiva 0 que explica a atratividade seletiva pelas mitocondrias que possuem
carga negativa (GABRIELLI et al., 2004).

As pesquisas demonstram que a TFDa possui agao eficaz no tratamento
de diversas patologias causadas por microrganismos. Autores relatam sobre o
sucesso da terapia com a utilizacdo de corantes como azul de metileno, ativado
por luz, cujas reacdes resultam em efeito antimicrobiano, principalmente contra
bactérias, fungos e protozoarios (DOBSON & WILSON, 1992; SOUZA et al.,
2010; TANAKA et al., 2010; PRATES et al., 2013).

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Hospital Veterinario da UESC e na Pet
Clin — Clinica Veterinaria 24h, localizada na cidade de Itabuna, Bahia. Obteve
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) sob protocolo n° 011/19.

4.1 Animais

Foram selecionados 14 animais (27 orelhas) de racas distintas e que
apresentavam sinal clinico de otite, divididos em dois grupos, num total de 7
animais cada. Todos passaram por avaliacdo clinica, com observacédo de
producado excessiva de cerumen, eritema no meato acustico, prurido e odor. Com
0 uso do otoscopio para diagnostico, visualizou-se a integridade da bula
timpanica. Dentre os 14 animais avaliados, 13 possuiam otite externa bilateral e
apenas 1 era unilateral. O tratamento foi instituido por orelha. Os animais de
ambos os grupos ndo apresentaram nenhuma outra alteragéo fisica digna de

nota.



25

4.2 Colheita e avaliacdo das amostras

Ap6s exame clinico otoldgico no animal, foi realizado a colheita do
cerumen no conduto auditivo externo para avaliagao citolégica. Utilizou-se swab
estéril para colheita do material, e em seguida foi realizado esfregaco, rolando o
swab com o conteudo sobre a lamina e corada por meio do kit panético para
avaliacdo em microscopio optico. A identificacéo de Malassezia spp. foi feita pela
objetiva de 40x e a contagem da levedura pelo aumento de 100x (MAGALHAES
et al., 2017).

Micromorfologicamente, a levedura pode ser observada como células
isoladas ou em grupos. A citologia auricular foi avaliada percorrendo toda a
lamina e contando as células semelhantes a Malassezia spp. em um total de 10
hipocampos. Foram considerados animais sadios, aqueles cuja gama de
Malassezia spp. foi <10 leveduras por hipocampo, o0 que apresentaram nimero
>10 leveduras por hipocampo, foram considerados animais doentes,
diagnosticados com otite por malasseziose (NOBRE et al., 1998; MELCHERT;
JEFERY; GIUFFRIDA, 2011).

O experimento foi dividido em dois grupos aleatérios de tratamento, com
sete exemplares em cada grupo:

e Grupo 1: foi realizado o tratamento utilizando o ceruminolitico (cada 10
mL contendo Acido Salicilico 0,11g; Acido Latico a 90% 2,989, Esséncia
Herbal 0,01g- veiculo g.s.p 100mL) pela via tépica, 24/24h, na dose de 4
gotas por conduto auditivo, durante 7 dias. Fez-se associacdo ao
antimicrobiano com composicédo de a cada 100g contendo Gentamicina
300mg; Valerato de Betametasona 122mg; Clotrimazol 1.000mg), em uso
externo, na dose de 4 gotas/conduto auditivo/15kg peso vivo, pela via
tépica, 12/12h, durante 7 dias (JACOBSON, 2002; TILLEY; SMITH JR,
2003; PEANO; GALLO, 2008).

e Grupo 2: os animais desse grupo foram tratados por meio da Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa), com o laser de diodo com 0,1W de
poténcia, area do spot de 0,028cmz, irradiacdo a cada 48h, num total de

trés sessbes. Foi realizado a aplicacdo de 2mL da solucdo de azul de
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metileno a 0,01% em cada conduto auditivo, com o tempo de pré-
irradiacdo de 3 min, e apds esse periodo foi retirado o excesso do
fotossensibilizador com auxilio de gaze limpa e seca (DE OLIVEIRA et al.,
2018). Determinou-se quatro pontos no pavilhdo auricular do animal,
sendo realizado a irradiacdo com o laser vermelho (A= 660nm), a energia
de 9 J/ponto de aplicacdo, a densidade energética de 321,4 J/cmz
poténcia do equipamento de 100mW, com tempo de exposi¢cdo de 90

segundos (Fig. 1).

Figura 1 - Locais dos pontos de irradiacdo com laser de diodo (A= 660nm,

100mW) no conduto auditivo dos cées

Todos os animais foram avaliados num intervalo de 48h apds cada
sessao realizada, por meio da citologia auricular. O patologista analisava as
laminas sem quaisquer informacdes, tanto sobre a clinica do animal, quanto ao
tratamento realizado naquele individuo, tornando o experimento duplo-cego.
Todos os animais utilizaram colar elisabetano durante o periodo da terapia.
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4.3 Andlise estatistica

A avaliagdo estatistica para verificacdo dos dados dentro de cada grupo,
nos diferentes momentos, foi realizada pelo teste ndo paramétrico de Friedman.
A analise comparativa entre os tempos de tratamento para cada terapia foi feita
pelo teste de Mann-Whitney. Os dados foram avaliados pelo programa
estatistico SPSS vs 13.0, considerando o grau de significancia de 5%.

5. RESULTADOS

5.1 Avaliacgéo fisica

Os animais apresentavam idade entre 9 meses e 11 anos. Durante a
inspecéo visual do conduto auditivo, todos possuiam orelhas caidas e 10 animais
continham pelos dentro do conduto. Dentre os 14 animais avaliados, 9 tiveram
otite recorrente (5 animais do grupo 1 e 4 animais do grupo 2) e haviam sido

tratados empiricamente, sem confirmagao por exames.

Tabela 1- Descricdo dos sinais clinicos avaliados nos animais do grupof,

tratamento convencional.

Sinais clinicos tratamento convencional

Paciente
Eritema  Prurido Odor Secrecdo Edema Liquenificagcédo

Al + + + + + -
A2 + + + + + +
A3 + ++ + + + +
A4 + ++ + ++ + +
A5 + + + + + -
A6 + ++ + ++ + +
A7 + ++ + ++ + +

(+) para alteracéo leve; (++) para alteragao intensa; (-) para auséncia do sinal.

Tabela 2- Descricdo dos sinais clinicos avaliados nos animais do grupo 2,

tratamento TFDa.
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Sinais clinicos

Paciente
Eritema Prurido Odor Secrecdo Edema Ligquenificagéo
Al + ++ + ++ + -
A2 + ++ + ++ - -
A3 + ++ + ++ + +
A4 - + + ++ - -
A5 + ++ + + + -
Ab6 + + + + - -
A7 + ++ + ++ + +

(+) para alteragao leve; (++) para alteragao intensa; (-) para auséncia do sinal.

Todos os animais apresentavam alteragdes clinicas como eritema
(92,8%), prurido (100%), odor (100%), secrecao (100%) e edema (78,5%) e
liquenificagao (50%).

Realizou-se a palpacado externa para avaliacdo de dor onde nenhum
animal apresentou sensibilidade da integridade da bula timpanica e nao foi
observada nenhuma lesdo na membrana timpanica.

ApoOs inicio do tratamento todos os animas apresentaram melhora
clinica, tanto os animais do grupo 1 quanto os do grupo 2. Visualmente foi notado
reducdo do edema, diminuicdo da quantidade de cerumen, areas menos
eritematosas, como também foi relatado pelos tutores a diminuicdo do prurido
nos animais, todos esses sinais percebidos apds 48h do inicio do tratamento. E
possivel perceber nas figuras 2 e 3 a evolugao clinica mediante a terapia

instituida em um paciente de cada grupo.
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Figura 2- Avaliagcédo da evolugao clinica ao tratamento convencional, grupo 1. (A:
antes de iniciar o tratamento; B: apds 48h do tratamento; C: apdés 96h de
tratamento; D: apds 144h de tratamento)
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Figura 3- Avaliagcao da evolugao clinica ao tratamento TFDa, grupo 2. (A: antes
de iniciar o tratamento; B: apds 48h do tratamento; C: apds 96h de tratamento;

D: apos 144h de tratamento)
5.2 Avaliagao estatistica

Além da melhora clinica visual, houve diminui¢do significativa da
presenca de Malassezia spp. nos condutos auditivos. Este dado foi obtido
através da avaliacao citoldgica, onde as coletas ocorreram num intervalo de 48h
entre uma sessé&o e outra.

Ambas as terapias foram satisfatérias ao controle da infecgao tanto para
0s animais do grupo 1 (tratamento convencional) quanto o grupo 2 (laser). Os
resultados foram semelhantes quanto a eficiéncia, havendo diferenca estatistica
(p<0,05) (Tabela 3). Esta analise foi realizada para poder avaliar a eficiéncia dos
tratamentos dentro de cada grupo, pelo teste de Friedman. Foi observado que,
dentro dos grupos os dois tratamentos foram eficientes independentes da orelha,

proveram reducado significativa da quantidade de fungos encontrados no inicio
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do tratamento, culminando com a regressao da infeccdo, melhora dos sinais

clinicos, proporcionando bem-estar aos animais.

Tabela 3- Analise estatistica e analise intra-grupo utilizando teste Friedman entre
0os grupos da terapia convencional e o grupo da terapia fotodindmica

antimicrobiana.

Tratamento
Convencional Tratamento TFDa
OE oD OE oD
Friedman qui-quadrado 16,8 17,4 18,6 13,4
Graus de liberdade 3 3 3 3
p-Valor 0,001 0,001 0,000 0,004

Entretanto, quando realizado a comparacao entre os tratamentos, ndo
se observa diferenca estatistica entre eles (Tabela 4), tanto o tratamento TFDa
quanto o tratamento Convencional, sao eficientes de forma equivalente. Foi
realizado a avaliacdo dos dados em relagdo ao tempo, comparando os
resultados entre os grupos. Houve redugao da populagéo de leveduras em todos
os intervalos de tempo, no entanto, nao foi observado diferencga estatistica entre

os tratamentos.

Tabela 4- Anadlise estatistica nos tempos 0, 48, 96 e 144 horas, entre 0s grupos

de tratamentos Convencional e TFDa, pelo teste de Mann-Whitney.

Tratamento Laser- OE Tratamento Convencional- OD
OH 48H 96H 144H OH 48H 96H 144H
Mann-Whitney U 13,000 20,000 17,500 20,000 16,000 7,000 5,000 14,000
Wilcoxon 41,000 48,000 45,000 48,000 44,000 35000 32,000 42,000
4 -1,469 -,575 -,896 -,576 -, 714 -2,003  -2,289 -1,000
p-Valor ,142 ,565 370 ,564 475 ,045 ,022 317

p- Ajustado ,165 ,620 ,383 ,620 ,534 ,051 ,022 ,366
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6. DISCUSSAO

Este estudo permitiu avaliar o efeito da terapia fotodindmica
antimicrobiana sobre a infec¢do fangica, observado pelos sinais clinicos e
microscopicos.

A otite externa fungica € uma doenca que apresenta alta casuistica na
rotina clinica veterinaria, pois Malassezia spp. € um fungo facilmente encontrado
principalmente na pele dos animais domésticos. Como foi descrito ndo houve
classificacdo por idade nesse experimento e nota-se acometimento em
diferentes faixas etarias. Alguns autores néo caracterizam a idade como um fator
etioldgico e os sinais clinicos encontrados corroboram com as descri¢cbes da
literatura (CHEN; HILL, 2005; RHODES, 2005; FERREIRA et al, 2008; NARDONI
et al., 2008).

Neste estudo todos os animais apresentaram orelhas com caracteristica
pendular, tal caracteristica anatdmica se torna um fator de predisposi¢édo, pois
confere ao conduto auditivo um ambiente favoravel para multiplicacdo de
Malassezia spp. (ETTINGER; FELDMAN, 2004). Girdo (2003) apontaram a
mesma caracteristica anatdmica como fator predisponente.

Em relagédo ao diagndstico, existem varios métodos de identificacdo do
agente. Para Breitwieser (1997), o exame direto pode resultar em falso negativo,
sendo o cultivo o melhor diagnéstico. Maraschin et al. (2008) concorda em que
o cultivo é um bom método de identificacdo. No entanto, Campos (2011) afirma
gque o exame citologico do ouvido apresenta grande probabilidade de
diagndstico, além de ser um método simples, rapido e principalmente de baixo
custo. Por esse motivo essa técnica foi escolhida para avaliacao neste trabalho.

O presente trabalho corrobora com a descricdo de Ginel et al (2002),
onde o numero elevado de leveduras quantificadas pela avaliagdo citologica,
correlaciona com as alterac¢des clinicas avaliadas nos animais acometidos pela
otite externa, como prurido, edema, odor, eritema.

E comum na rotina clinica a prescricio medicamentosa por meio da
percepc¢do dos sinais, descartando a realizacdo de exames. O tratamento de
sinais pode ser temporario e se nao for identificado os fatores predisponentes e

perpetuantes da doenca ela se torna recorrente, podendo se tornar crénica e
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predispor o animal a doencas mais graves (NASCENTE, 2001; BRISAC, 2009;
LEITE, 2008).

Estudos comprovam que o uso indiscriminado de farmacos
antimicrobianos tem promovido resisténcia aos microrganismos, e assim um
aumento de falhas no tratamento de algumas doencas. Por esse motivo, surge
a necessidade de implementar novas terapias, mais eficientes e seguras ao
paciente (MAISH et al., 2011).

A TFDa apresenta mais uma vantagem, pois ndo ha seletividade em
eliminar os microrganismos. Apos uso da TFDa, Bevilacqua et al., (2011)
afirmaram que esta terapia tem efeito positivo no controle de infecdo fangica
causada por Candida albicans. O uso da terapia fotodinAmica antimicrobiana tem
sido muito utilizada, promovendo excelentes resultados no combate a infeccdes
sem uso associado de antibiético (CHAVANTES, 2009; ALZAMORA FILHO et
al., 2018).

A escolha em utilizar o azul de metileno como agente fotossensibilizador,
deveu-se a sua banda de absorcéo apresentar pico de 668nm, proximo ao valor
do comprimento de onda de luz vermelha (A= 660nm) do aparelho laser utilizado.
Segundo Longo e Azevedo (2010), quanto mais préximos esses valores,
melhores sdo os resultados esperados em relacdo ao controle microbiolégico,
pois melhor é a absorcdo da luz, corroborando com os resultados desse
experimento.

Belhassen et al., (2017) avaliaram a seguranca do AM em comparacao
ao uso da gentamicina no tratamento de otites, realizando aplicacbes
intratimpéanica, em Porquinho da india. Concluiram que o uso da gentamicina
sem avaliagdo especifica de bula timpanica, pode promover ototoxicidade aos
animais, em decorréncia deste fator, gerar também surdez, diferente do uso do
azul de metileno, que observaram a auséncia de ototoxicidade, sendo seguro o
seu uso no conduto auditivo.

A associagao de fatores como o comprimento da onda, densidade de
energia e a concentracdo do fotossensibilizador sdo importantes para 0 sucesso
da terapia (SOUKOS et al, 1996; BEVILACQUA; BRUNGNERA JUNIOR;
NICOLAU, 2011), por esse motivo, observou-se neste trabalho que Malassezia
spp. apresentou sensibilidade a TFDa, havendo reducao da quantidade desses

microrganismos no contudo auditivo dos céaes.
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A otalgia € também um sinal clinico caracteristico da otite, principalmente
de acometimento da por¢cdo média do ouvido e nenhum dos animais avaliados
neste trabalho apresentou sensibilidade dolorosa a palpag¢éo em regido de bula
timpanica. Segundo Moura et al. (2018), a terapia fotodinamica antimicrobiana
além de controlar a infeccéo, tem acédo de analgesia e modulacdo do processo
inflamatorio tecidual.

Nos trabalhos realizados por Nascente (2006) e Paula (2013), os dados
de eficiétncia no tratamento de otite externa utilizando o cetoconazol em
associacdo a outros farmacos foram semelhantes. Observaram o controle da
infeccdo num intervalo de 21 dias, com 2 aplicacdes didrias do medicamento.
Leite (2003) n&o observou bons resultados no tratamento de otite externa com o
uso da nistatina. O presente trabalho demonstrou bom resultado no controle da
infeccdo, consequentemente, a melhora clinica do paciente pela TFDa, foi menor
namero de sessdes quando comparado ao tempo de tratamento pela terapia
convencional.

Segundo Rosser (2004), as otites também sdo decorrentes de causas
iatrogénicas, como o trauma no momento da limpeza, durante a aplicacdo de
medicamentos, devido a falta de habilidade dos tutores em realizar os
procedimentos. A terapia fotodindmica antimicrobiana devera ser realizada por
profissional capacitado, o que permite o acompanhamento e realizacéo correta
da terapia, enquanto que no tratamento com a medicacao topica, nem sempre o
tutor consegue realizar a terapia de forma adequada, ocasionando erros no
tratamento prescrito pelo Médico Veterinario.
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7. CONCLUSAO

A TFDa teve efeito significativo na redugdo de microrganismos,
consequentemente, foi observado o desaparecimento dos sinais clinicos,
promovendo bem-estar aos animais. No entanto, existem poucos relatos desta
terapia sobre a otite externa pela levedura, sendo necessario a realizacdo de
novas pesquisas para estabelecer um protocolo terapéutico. Nesta perspectiva,
o trabalho demonstrou indicios positivos da TFDa, para o tratamento de otite
externa causada por Malassezia spp. podendo torna-la uma alternativa ao

tratamento convencional.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Sr/Sr@

Convido o Sr. (a) a autorizar a participacdo de seu animal

, canino, (sex0), na pesquisa intitulada “Utilizagdo da

terapia fotodindmica antimicrobiana no tratamento de otite causada por Malassezia sp. em cées
domiciliados”, que tem como objetivo realizar o tratamento de otites em cées, utilizando o Terapia
FotodinAmica antimicrobiana (TFDa) como uma nova opg¢éo de terapia complementar. Estamos
fazendo esta pesquisa porque almejamos mais uma forma de tratar a otite em cées de forma que
seja segura aos animais, tornando-a uma terapia alternativa. Caso o seu animal tenha algum
sinal caracteristico desta doenca, o mesmo podera ser fotografado por nossa equipe.

A participagdo sera importante para contribuir com informagbes que ajudem a

desenvolver uma nova alternativa de tratamento.

O Sr. (a) tera liberdade para pedir esclarecimentos sobre qualquer pergunta, bem
como para desistir de participar da pesquisa a qualquer momento que desejar, mesmo
depois de ter assinado este documento, e nao sera, por isso, penalizado de nenhuma
forma. Caso desista, basta avisar ao (s) pesquisador (es) e este termo de consentimento
sera devolvido, bem como todas as informacdes dadas pelo Sr. (a) serdo destruidas.

Informo que o resultado deste estudo podera servir para o desenvolvimento de
acdes de tratamento e prevengdo da doenca. Os resultados desta pesquisa serdo
retornados a sua pessoa e serdo indicadas as melhores maneiras para cuidar caninos
acometidos. Esses resultados gerardo como produto final um artigo cientifico que tera

como finalidade divulgacéo no meio académico-cientifico.

Fernando Alzamora Filho
Pesquisador Responsavel/ Telefone para contato: (73) 99991-2555

Eu,

, RG , aceito participar das atividades da
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pesquisa:“ Utilizacdo da terapia fotodindmica antimicrobiana no tratamento de otite causada por
malassezia spp. em cdes domiciliados”. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento
a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Além disso, autorizo, de livre e
espontanea vontade, o uso da imagem de meu cdo em qualquer meio de comunicacao para fins
de pesquisa e divulgagdo de conhecimento cientifico, ndo recebendo para tanto qualquer tipo de

pagamento.

Autorizo o uso de imagem |:| Marca do polegar
N&o autorizo o uso de imagem I:I

A rogo do(a) Sr.(a) m:

Assinatura da Testemunha 1 Assinatura da Testemunha 2
[Obs.: Informo que o presente documento sera obtido em duas vias (uma via para o sujeito da

pesquisa e uma para guarda do pesquisador) e sera impresso em folha Unica (frente e verso).
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