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RESUMO

O aumento da prevaléncia de Staphylococcus spp. resistente a meticilina (MRS)
tem proporcionado desafios no tratamento da piodermite canina. Com o intuito de reduzir
0 uso de antibidticos sistémicos, a terapia topica se tornou de primeira escolha e os
principais agentes utilizados sdo clorexidine, mupirocina e &cido fusidico, porém sinais
de resisténcia ja foram observados. O acido hipocloroso (HCIO) é o ingrediente ativo do
hipoclorito de sodio e apresenta acdo antimicrobiana, antibiofilme, analgésica, anti-
inflamatoria e antipruritica, sendo uma opc¢do em potencial para o tratamento de
piodermite. O objetivo deste estudo foi avaliar 0 uso de aplicagdo topica diaria de spray
de solucdo de acido hipocloroso 0,015% (AH) no tratamento de piodermite estafilocdcica
superficial canina, comparando seu resultado ao do clorexidine 2% (C). Foram
selecionados 19 cdes com piodermite estafilococica superficial bilateral confirmada
clinicamente associada a exames complementares. Todos os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica, exame parasitologico de pele, lampada de Wood, citologia cutanea,
culturas fangica e bacteriana, além de antibiograma, PCR para a presenca do gene mecA
e identificagdo do agente bacteriano pelo método MALDI-TOF. Dezessete cées
receberam os dois protocolos (AH e C), um em cada antimero, de forma randomizada e
em formato duplo-cego, uma vez ao dia por até 30 dias. Foi aplicado um escore total de
piodermite superficial canina, baseado em avaliacdo clinica e citoldgica, nos dias zero,

15 e 30. Nos dias 15 e 30 também foi avaliado a ocorréncia de efeitos adversos.

Palavras-chave: foliculite bacteriana superficial, hipoclorito de sddio ativo,
antisséptico, MRSP.



ABSTRACT

Increasing prevalence of Staphylococcus spp. resistant to methicillin (MRS) has
brought challenges to the treatment of canine pyoderma. In order to reduce the use of
systemic antibiotics, topical therapy has become the first choice and the main agents used
are chlorhexidine, mupirocin and fusidic acid, but signs of resistance have already been
observed. Hypochlorous acid (HCIO) is the active ingredient in sodium hypochlorite and
has antimicrobial, antibiofilm, analgesic, anti-inflammatory and antipruritic action,
being a potential option for the treatment of pyoderma. The aim of this paper was to
evaluate the use of daily topical spray of 0.015% hypochlorous acid solution (HA) in the
treatment of canine superficial staphylococcal pyoderma, comparing its results to 2%
chlorhexidine (C). Nineteen dogs with bilateral superficial staphylococcal pyoderma
confirmed clinically associated with complementary exams were selected. All animals
were submitted to clinical evaluation, parasitological skin examination, Wood’s lamp,
cutaneous cytology, fungal and bacterial cultures, in addition to antibiogram, PCR for
the presence of the mecA gene and identification of the bacterial agent by MALDI-TOF-.
Seventeen dogs received the two protocols (HA and C), one in each antimere, randomly
and double-blinded, once a day for up to 30 days. A total canine superficial pyoderma
score was applied, based on clinical and cytological evaluation, on days zero, 15 and 30.
On days 15 and 30, the occurrence of side effects was also evaluated.

Key words: superficial bacterial folliculitis, active sodium hypochlorite,
antiseptic, MRSP.
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1 INTRODUCAO

As piodermites sdo infecgdes bacterianas piogénicas da pele e representam, se nao
a primeira, a segunda principal causa de dermatopatia em caninos (LARSSON JUNIOR;
HENRIQUES, 2020). O principal agente etioldgico é Staphylococcus pseudintermedius
(GORTEL, 2013), bactéria comensal da microbiota cutanea dos cdes (MILLER,;
GRIFFIN; CAMPBELL, 2013) e presente em suas cavidades oral, nasal e genital
(GORTEL, 2013; LARSEN et al., 2018). A confirmacdo do diagnostico e da causa de
base, visto que em sua maioria sdo quadros secundarios, se alicerca em achados de
anamnese, exames fisico e complementares (HNILICA; PATTERSON, 2017).

As dermatopatias correspondem a substancial motivo para uso de antibi6ticos na
rotina de pequenos animais, representando cerca de 23% das terapias antimicrobianas
prescritas em um hospital escola (ESCHER et al., 2011). Em outro estudo, realizado em
ambiente semelhante, as alteracGes cutaneas foram as principais responsaveis pelo uso de
antibidtico prévio ao atendimento e quando avaliado somente pacientes do setor de
dermatologia observou-se que mais de 70% dos animais atendidos ja havia recebido pelo
menos um tratamento antimicrobiano nos Gltimos 12 meses (BAKER et al., 2012). Tal
pratica oferece maior risco de infec¢do subsequentes por agentes resistentes (BECK et
al., 2012; COUTO et al., 2016; HENSEL; ZABEL; HENSEL, 2016; KURITA et al.,
2019).

Com isso, a tradicional abordagem de uso de antimicrobianos sistémicos no
tratamento de infecgbes cutaneas bacterianas, especialmente cefalosporinas de primeira
geracdo, muitas vezes de forma empirica (HILLIER et al., 2014), é desafiada mediante o
aumento da prevaléncia de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) e
resistentes a maltiplas drogas (MDR) (COUTO et al., 2016; GAGETTI et al., 2019;
TEIXEIRA; FERREIRA; PENNA, 2019). Mediante tal cenario, as opfes de tratamento
topico ganham papel de destaque, convertendo-se de agentes adjuvantes a opgao
terapéutica de primeira escolha no tratamento e controle de piodermites superficiais
(MORRIS et al., 2017).

O é&cido hipocloroso (HCIO) € o ingrediente ativo do hipoclorito de sédio, cujo
emprego no tratamento de infeccBes cutaneas remete a Primeira Guerra Mundial
(LEVINE, 2013), e apresenta vantagens sobre este. E mais estavel, atoxico, apresenta pH

neutro e ndo mancha quando em contato com roupas ou moéveis (JEFFERS, 2013).
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Trabalhos in vitro e em modelos animais demonstraram sua a¢ao antimicrobiana (WANG
et al., 2007; RAMEY; KINDE, 2015), antibiofilme e cicatrizante (SAKARYA et al.,
2014). Tais propriedades, aliadas a acdo antipruritica (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013;
FUKUYAMA et al., 2018), fazem com que seja recomendado para assepsia cirdrgica
(CHAPMAN et al., 2018) e uso pos-operatorio (BHATIA et al., 2018) em procedimentos
estéticos, bem como no manejo de feridas e de cicatrizes em medicina (GOLD et al.,
2020). Outros empregos do HCIO incluem tratamento de Ulceras cutaneas (SELKON et
al., 2006), irrigacéo intra-abdominal (MATTHEWS et al., 2018) e uso odontologico em
humanos (LAFAURIE et al., 2015).

De acordo com Koch, Torres e Plumb (2012), o &cido hipocloroso pode ser
utilizado na desinfecc¢éo de feridas e como adjuvante no tratamento de infec¢des cutaneas
em medicina veterinaria. Com isso, parece ser op¢ao viavel e com potencial eficacia para
o tratamento de piodermite superficial canina. No entanto, na literatura consultada, apenas
estudos em animais de laboratério (ROBSON et al., 2007; WANG et al., 2007) foram
encontrados, salientado a necessidade da avaliagdo do uso de &cido hipocloroso em

pequenos animais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de aplicacéo topica diaria de spray de solucao de acido hipocloroso

0,015% no tratamento de piodermite estafilococica superficial canina.
2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da aplicagdo topica diéria de spray de acido hipocloroso 0,015%
sobre lesdes de piodermite estafilocdcica superficial canina em até 30 dias de uso.

Avaliar o efeito da aplicacdo topica diaria de spray de clorexidine 2% sobre lesdes
de piodermite estafiloccica superficial canina em até 30 dias de uso.

Comparar os resultados obtidos com o tratamento topico com solucdo de acido
hipocloroso 0,015% aos do uso topico de solucdo de clorexidine 2% sobre lesGes de
piodermite estafilocdcica superficial canina em até 30 dias de uso.

Comparar os resultados obtidos com os tratamentos topicos de acido hipocloroso
0,015% e clorexidine 2% sobre lesdes de piodermite superficial canina causada por
Staphylococcus sp. sensivel a meticilina aos de Staphylococcus sp. resistente a meticilina
em até 30 dias de uso.

Avaliar a ocorréncia de efeitos adversos decorrentes dos tratamentos topicos com
solucdo de &cido hipocloroso 0,015% e solugdo de clorexidine 2%.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Piodermites superficiais

As piodermites sdo infeccbes bacterianas piogénicas da pele e estdo entre as
condi¢des dermatoldgicas mais comumente encontradas em cdes, sendo quase sempre
secundarias a doenca subjacente (GORTEL, 2013; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES,
2020). O agente etiolégico mais comum é o Staphylococcus pseudintermedius, porém
outras especies, como S. aureus e S. schleiferi, também podem ser identificadas
(BLOOM, 2014; HILLIER et al., 2014; HNILICA; PATTERSON, 2017; MORRIS et al.,
2017; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020). O S. pseudintermedius € um
organismo comensal das cavidades oral, nasal, genital e anal dos cées, de forma que tais
sitios anatdmicos atuam como reservatorios para a colonizagdo cutanea (GORTEL, 2013;
MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; LARSEN et al., 2018).

Por se tratar de uma bactéria comensal, fatores priméarios do hospedeiro séo
responsaveis pela infeccdo. As causas primarias mais frequentes incluem dermatopatias
alérgicas e doencas endocrinas (BLOOM, 2014; HNILICA; PATTERSON, 2017). A
maior frequéncia de piodermite nos cdes do que em outras espécies pode ser explicada
pelo estrato corneo mais fino e compacto, bem como pela menor quantidade de lipideos
intercelulares e maior pH (GORTEL, 2013; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).
Interessante observar que cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS)
apresentaram maior capacidade de adesdo a cornedcitos caninos in vitro do que cepas ndo
resistentes (LATRONICO et al., 2014).

Clinicamente, as piodermites podem ser classificadas como de superficie,
superficiais e profundas (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; HNILICA;
PATTERSON, 2017). As superficiais sdo as de maior ocorréncia e dentre estas, a
foliculite bacteriana superficial € a mais comum (LARSSON JUNIOR; HENRIQUES,
2020). O Quadrol sumariza as principais apresentacdes clinico-patologicas das

piodermites.



Quadro 1 — Classificacdo de piodermites baseada no aspecto clinico-patoldgico

hiperpigmentacéo, lignificacdo, alopecia
irregular (padrao “roedura de traga”),

prurido variavel

Profundidade Lesdes caracteristicas Apresentacgdes
De superficie: limitada a superficie Eritema, exsudagdo, crostas, Dermatite piotraumatica
da camada cérnea. erosoes, escoriagoes Intertrigo
Superficial: afeta a porgéo Maculas eritematosas, papulas, Foliculite bacteriana superficial
infundibular dos foliculos pilosos e pustulas, escamas, crostas melicéricas, Impetigo
epiderme. colaretes epidérmicos, erosdes, escoriagoes, Piodermite mucocutanea

Piodermite esfoliativa

Profunda: envolve tecidos mais Nodulos, placas, edema, Ulceras,
profundos do que o foliculo piloso. necrose, alopecia cicatricial,
Invade a derme e muitas vezes o hiperpigmentacéo

tecido subcutaneo.

Foliculite e furunculose
Celulite e paniculite

Piodermite nasal, mentoniana ou

interdigital

FONTE: Adaptado de Miller; Griffin; Campbell (2013), Hnilica; Patterson (2017) e Larsson Junior; Henriques (2020).
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Embora tais classificagdes sejam claras do ponto de vista teorico, na prética por
vezes se sobrepdem e consistem em diagnosticos desafiadores para o Médico Veterinario
(LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Segundo Miller; Griffin; Campbell (2013)
e Hillier et al. (2014), a observacao dos sinais acima mencionados (Quadro 1) é altamente
sugestiva do diagnostico de piodermite superficial, mas o descarte de outras causas de
foliculite, como demodicidose e dermatofitose, além de doencas autoimunes, deve ser

realizado.

Com isso, exames complementares como parasitologico de pele, avaliacdo
micoldgica (Iampada de Wood, exame direto e cultura flngica), citologia cutanea, cultura
bacteriana e antibiograma, sdo necessarios para descarte de diagndsticos diferenciais e
confirmacdo da suspeita de piodermite (HNILICA; PATTERSON, 2017; LARSSON
JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Cabe ressaltar que devido a natureza secundéria da vasta
maioria das infec¢des bacterianas de pele, outras avaliagdes, como exames hematoldgicos
e bioquimicos, podem ser solicitados para identificacdo da causa de base (BLOOM, 2014;
LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020).

A abordagem terapéutica da piodermite canina deve ser individualizada,
considerando-se, além da severidade e extensdo das lesdes, fatores do paciente e seu tutor
(HILLIER et al., 2014). Para que se obtenha sucesso com a terapia instituida, a qual pode
ser sistémica e/ou topica, é necessario identificar, corrigir ou controlar a causa de base
(MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020).
Esta além do escopo desta revisdo esgotar as opgOes de tratamento para piodermite
superficial canina, de modo que as principais opcdes terapéuticas sdo resumidas na
sequéncia.

Visto que o agente etiolégico mais comum € o S. pseudintermedius,
antimicrobianos efetivos contra essa bactéria sdo os de primeira escolha para tratamento
sistémico (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; BLOOM, 2014). Cefalosporinas de
primeira geragdo, como cefalexina e amoxicilina com clavulanato, podem ser utilizadas
de forma empirica se evidéncias de resisténcia bacteriana ndo estiverem presentes
(HILLIER etal., 2014).

Os mesmos autores salientaram que farmacos de segunda e terceira escolha, como
fluorquinolonas, doxiciclina, aminoglicosideos e vancomicina, sé devem ser utilizados
baseados em resultados de cultura e antibiograma, e quando farmacos de primeira e

segunda escolha, respectivamente, ndo forem apropriados. Cabe salientar que o uso de
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quinolonas, amplamente empregado nas Ultimas décadas, tem se tornado restrito mediante
0 aumento de resisténcia a esta classe de antimicrobianos (LARSSON JUNIOR;
HENRIQUES, 2020). Além disso, tem sido evitado em medicina humana em virtude de
seus potenciais efeitos adversos (GALES; MINARINI, 2019). O periodo de
administracao de antibioticos sistémicos deve ser de 21 dias ou sete dias apos a resolugédo
das lesdes (BLOOM, 2014; HILLIER et al., 2014; HNILICA; PATTERSON, 2017
MORRIS et al., 2017; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020) e reavaliagdo clinica
deve ser realizada, sempre que possivel, apos 15 dias de tratamento (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; HILLIER et al., 2014).

No entanto, essa tradicional abordagem de uso de antibiotico sistémico, muitas
vezes baseado em escolhas empiricas, tem sido cada vez mais desafiada pelo aumento da
prevaléncia de MRS e MDR (CAIN, 2013; COUTO et al., 2016; GAGETTI et al., 2019;
TEIXEIRA; FERREIRA; PENNA, 2019). Em um cenério em que as dermatopatias sao
as principais responsaveis pelo uso de antibidticos em pequenos animais (ESCHER et al.,
2011; BAKER et al., 2012) associado ao maior risco de infec¢do por MRS em pacientes
que receberam terapia sisttémica prévia (BECK et al., 2012; COUTO et al., 2016;
HENSEL; ZABEL; HENSEL, 2016; KURITA et al., 2019), o tratamento topico ganha
destaque, mudando seu papel de agente adjuvante no controle de piodermites superficiais
para opc¢ao terapéutica individual e de primeira escolha (JEFFERS, 2013; MORRIS et al.,
2017).

Diferentes op¢des de principios ativos - acido fusidico, mupirocina, rifamicina,
aminoglicosideos, clorexidine e peréxido de benzoila, por exemplo - (LARSSON
JUNIOR; HENRIQUES, 2020), e apresenta¢des podem ser utilizados na terapia tdpica, e
as seguintes variaveis irdo determinar o sucesso terapéutico: eficacia do agente escolhido,
veiculo e tempo de contato apropriados, e acdo residual (JEFFERS, 2013). Para as
apresentacdes de piodermite generalizada, o uso de shampoos, logdes, sprays e
condicionadores é mais adequado; enquanto para quadros localizados, géis, cremes e
lengos umedecidos podem ser utilizados de forma satisfatoria (HILLIER et al., 2014).

Os agentes mais empregados sdo clorexidine (2-4%) (SUMMERS;
HENDRICKS; BRODBELT, 2014), mupirocina e acido fusidico (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Porém, & preciso fazer
uso racional destes farmacos, visto que sdo opcdes para tratamento de humanos
(BLOOM, 2014; HILLIER et al., 2014; MORRIS et al., 2017) e indicios de resisténcia
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ja foram observados por Frosini et al. (2019), Godbeer; Gold; Lawhon (2014) e Yu et al.
(2015), respectivamente.

3.2 Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS)

O gene mecA, adquirido por cepas de Staphylococcus coagulase positiva pouco
tempo apds a implementacdo do uso de meticilina na medicina (JEVONS; COE;
PARKER, 1963; MORRIS et al., 2017), seleciona resisténcia a este antimicrobiano e é
uma das principais formas de resisténcia bacteriana observada (MOREIRA, 2020).
Presente no cassete genético mec, esse gene € responsavel pela sintese de uma forma
alterada da proteina de ligacdo PBP 2a (CAIN, 2013). Esta permite a ocorréncia de
continuas ligacBes cruzadas essenciais no processo de biossintese da parede celular
bacteriana, apesar da inativacdo de outras proteinas de ligacdo pelos beta-lactdmicos
(PINHO; LENCASTRE; TOMASZ, 2001). Desta forma, confere resisténcia a toda esta
classe de antimicrobianos, com excecdo apenas de cefalosporinas de quinta geracdo como
ceftarolina (MORRIS et al., 2017; MOREIRA, 2020).

Além disso, MRS frequentemente apresentam resisténcia a outras familias de
antibidticos como aminoglicosideos, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfas, por exemplo
(LOEFFLER et al., 2007; BEEVER et al., 2015; COUTO et al., 2016; DOS SANTOS et
al., 2016). Cepas de MRS que expressam resisténcia a pelo menos duas classes adicionais
de antimicrobianos sdo classificadas como MDR e quando presente sensibilidade a
apenas duas ou menos classes, extensivamente resistente a drogas (XDR)
(MAGIORAKOS et al., 2012). Embora a nomenclatura baseada na resisténcia a
meticilina seja mundialmente utilizada, o antimicrobiano testado laboratorialmente é

oxacilina, outra penicilina semissintética resistente a penicilinases (CAIN, 2013).

Tendo se expandido no final da década de 1990, tornando-se globalmente
distribuidos (GUARDABASSI et al., 2013), a prevaléncia observada de MRS em caes
varia conforme localizagdo geografica e metodologia do estudo. Beever et al. (2015)
observaram frequéncia de 0,7% em amostras recebidas em um laboratorio bacteriologico;
Gronthal et al. (2015), 3% em cées guias higidos; Siak et al. (2014), 7% em cédes com
piodermite; Couto et al. (2016), 11,6% em amostras de infeccdes clinicas, principalmente
otite e piodermite; Wang et al. (2012), 12,7% em cdes com piodermite. Vincze et al.
(2014) e Youn et al. (2011) relataram alarmantes prevaléncias de 62,7% em amostras

oriundas de feridas cutaneas e 65,4% em amostras de cdes hospitalizados,
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respectivamente. Segundo Guerra et al. (2013) a prevaléncia de MRSP em cées com
piodermite em Porto Alegre/Brasil foi de cerca de 30%. J4 em 2016, Bourguignon et al.
relataram o expressivo valor de 94,3% de MRSP obtidos de amostras de cées com

piodermite no estado de Minas Gerais/Brasil.

Outro estudo conduzido em territorio nacional, avaliou o padrdo de resisténcia
bacteriana de Staphylococcus coagulase negativos (SCoN) isolados de cées
assintomaticos e de outros previamente diagnosticados com piodermite ou otite externa,
confirmando resisténcia a meticilina em 10,2% das amostras, ndo havendo diferenca de
prevaléncia entre os grupos (TEIXEIRA; FERREIRA; PENNA, 2019). Ja Kunder et al.
(2015) observaram expressiva prevaléncia de cerca de 70% de Staphylococcus schleiferi
resistente a meticilina. Considerados no passado como de pouca importancia clinica, 0s
SCoN passaram a ser reconhecidos como agentes causadores de piodermite canina
(MORRIS et al., 2017; MOREIRA, 2020). Salienta-se, assim, o potencial risco que estes
agentes oferecem a salde humana e animal, visto que podem atuar como reservatorios de
genes de resisténcia e como agentes zoonoticos (WALTHER; TEDIN; LUBKE-
BECKER, 2017).

Embora a maior ocorréncia de MRS imponha desafios ao tratamento dos animais
acometidos, ndo implica necessariamente em pior progndéstico, desde que uma opcao de
antibidtico segura seja viavel (LOEFFLER et al., 2007; BRYAN et al., 2012). Porém,
quando diante de uma cepa MDR ou XDR as intervencdes terapéuticas podem ficar muito
limitadas e, por fim, resultar em pior desfecho, especialmente se a resisténcia nao for
prontamente identificada e terapia correta instituida (MORRIS et al., 2017). Tais
situacOes podem se tornar extenuantes, tanto para 0 paciente quanto para seu tutor, e
eutanasia pode ser considerada devido a perda de qualidade de vida (VINCZE et al., 2010;
WALTHER; TEDIN; LUBKE-BECKER, 2017; FREY, 2018)

O aumento de resisténcia bacteriana reflete na saide Unica, visto que a transmissao
de MRS de animais infectados para seus tutores e comunidade pode ocorrer (VINCZE et
al., 2010; GOMEZ-SANZ et al., 2013; VINCZE et al., 2014; COUTO et al., 2016;
MORRIS et al., 2017). Com isso, causa impacto na medicina humana (KAPLAN, 2005;
GUSS; KAZAHAYA, 2007), bem como predispde a surtos de infeccdo em instituicoes
de salide (GRONTHAL et al., 2014; WALTHER; TEDIN; LUBKE-BECKER, 2017).

O uso racional de terapia antimicrobiana figura como uma das medidas que podem
limitar a ocorréncia e propagagédo de MRS e MDR (KURITA et al., 2019), devendo,
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portanto, ser estimulado com medidas educacionais, por exemplo (REDDING; COLE,
2019; SMITH et al., 2019). Tais acOes sdo necessarias no combate a estes potenciais
agentes zoondticos, de forma que se aplique um conceito interdisciplinar de satde Unica
(FREY, 2018).

3.3 Clorexidine e acido hipocloroso como terapia topica

Como ja mencionado, a terapia topica é a modalidade de elei¢éo para o tratamento
de piodermites de superficie e superficiais (MORRIS et al., 2017), e o clorexidine é um
dos principios ativos mais utilizados (MUELLER et al., 2012a; MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; SUMMERS; HENDRICKS; BRODBELT, 2014; LARSSON
JUNIOR; HENRIQUES, 2020). O clorexidine é uma biguanida de a¢des antisséptica e
desinfetante com espectro de acdo abrangendo bactérias Gram positivas e negativas
(exceto Pseudomonas spp. e Serratia spp.), leveduras e fungos, incluindo Malassezia spp.
e dermatofitos (LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020).

O clorexidine atua ligando-se a membrana celular bacteriana, o que resulta em
desorganizacdo da mesma e perda de seus componentes intracelulares; baixas
concentracdes promovem perda mais lenta destes constituintes, enquanto concentracdes
maiores, mais rdpida. Seu efeito antibacteriano é cumulativo e continuo, tendo acéo
residual por mais de 24 horas (PAULINO, 2006). Além disso, ndo € inativado por matéria
organica (LARSSON; LARSSON JUNIOR, 2006).

Adicionalmente, o clorexidine pode ser utilizado em diferentes apresentacdes
(lencos, sprays, shampoos, por exemplo), associado ou ndo a outros principios ativos
(como antifangicos), em concentracBes de dois a quatro por cento (JEFFERS, 2013;
HILLIER etal., 2014; LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Seu uso ja se mostrou
eficaz no tratamento de piodermite canina em concentragdes de 2% (LOEFFLER et al.,
2007; MURAYAMA et al., 2010a; MURAYAMA et al., 2010b) e 4% (BORIO et al.,
2015) e é indicado tanto para quadros causados por Staphylococcus pseudintermedius
suscetivel a meticilina (MSSP), quanto para MRSP (HIILIER et al., 2014; CLARK;
LOEFFLER; BOND, 2015; MORRIS et al., 2017).

Segundo Guardabassi et al. (2013), o uso de antissépticos ndo parece influenciar
na selecdo de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, pois teriam acéo
equivalente contra MSSP e MRSP. No entanto, € preciso considerar que o amplo emprego

de clorexidine em medicina humana resultou em diminuicdo da sensibilidade ao
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antisséptico (NOGUCHI et al., 2006) e em medicina veterindria ja& ha indicios de
resisténcia (FROSINI et al., 2019), bem como relatos de insucesso com seu Uso como
monoterapia para piodermite canina (VINCZE et al., 2010; WAN, 2014).

Embora a terapia topica seja preconizada, é preciso atentar para 0 uso de
medicacOes utilizadas em humanos, como mupirocina e acido fusidico, devido ao
potencial risco de transmisséo de Staphylococcus spp. entre animais e pessoas (VINCZE
etal., 2010; GOMEZ-SANZ et al., 2013; VINCZE et al., 2014; COUTO et al., 2016). Ja
ha evidéncias de resisténcia a esses antimicrobianos (GODBEER; GOLD; LAWHON,
2014; CLARK; LOEFFLER; BOND, 2015; YU et al., 2015; FROSINI et al., 2019), bem
como de elevacdo na prevaléncia de cepas resistentes a aminoglicosideos (GOLD,
COHEN, LAWHON, 2014; COUTO et al., 2016), classe antibidtica também
recomendada para tratamento tdpico de piodermite (JEFFERS, 2013; LARSSON
JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Com isso, a avaliacdo de novas opgOes terapéuticas
topicas (BENSIGNOR; FABRIES; BAILLEUX, 2016; BAUMER; JACOBS;
TAMAMOTO-MOCHIZUKI, 2019; TRESCH et al., 2019), em estudos adequadamente
projetados, se faz necessaria, observacao corroborada por Mueller et al. (2012a) e Morris
et al. (2017).

Frente a realidade das infeccBes cutaneas multirresistentes, o hipoclorito de sodio
(NaClO), principio ativo presente na maioria dos alvejantes domésticos e antisséptico
pouco utilizado em medicina veterinaria, passou a compor 0 manejo de tais casos
(LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020). Seu mecanismo de a¢do causa alteracdes no
metabolismo celular, levando a destruicdo de fosfolipidios e inativacdo enzimatica
irreversivel (ESTRELA et al., 2002). O uso de NaClO para tratamento de infeccGes
cuténeas remete a Primeira Guerra Mundial, quando o liquido de Dakin foi desenvolvido
e utilizado com sucesso em combatentes feridos (LEVINE, 2013). Desde entdo, seu uso

tem sido avaliado em medicina veterinaria e humana com estudos in vitro e in vivo.

Fisher et al. (2008) avaliaram a acdo in vitro de NaClO sobre Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e concluiram que a solucéo de 2,5uL/mL foi eficaz
em eliminar os isolados dentro de cinco minutos. No mesmo ano, Sassone et al.
observaram acdo satisfatdria in vitro de solucdo de NaClO de 1 e 5% contra diferentes
patogenos, incluindo S. aureus, independentemente do tempo de acdo ou da presenca de
matéria organica. Em estudo ex vivo, Eriksson et al. (2017) observaram morte de mais de

90% de S. aureus ap6s uma hora de incubagdo com solugdo de NaClO 0,02 ou 0,04%,
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porém a erradicagdo dos microrganismos sé foi observada com solugdo de 0,16%. O
efeito da acéo do hipoclorito de sddio sobre cepas de MRSP foi avaliado, também em in
vitro, por Pariser et al. (2013). Em seu estudo, os autores observaram que a diluicdo

maxima para descontaminacao foi de 1:32.

Embora médicos dermatologistas j& relatassem anedoticamente melhora na
condicdo clinica de pacientes atopicos ap0s nadarem em piscinas cloradas
(EICHENFIELD; TOTRI, 2014), seu efeito in vivo foi inicialmente comprovado por
Huang et al. (2009). Em seu estudo, os autores demonstraram reducdo da severidade dos
sinais clinicos em pacientes atopicos com infec¢do secundéaria mediante uso de solucéo
de NaCIO 0,005%. No entanto, ndo parece haver consenso na medicina sobre o real
beneficio de banhos com hipoclorito de s6dio, nem se tais beneficios seriam superiores
aos riscos. De acordo com Maarouf e Shi (2018), ainda que tal pratica possa ndo ser
aderida por todos pacientes, a combinacdo de a¢fes antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antipruritica faz com que seja recomendada como parte de protocolo de controle de
dermatite atopica (DA). Além disso, ha auséncia de danos a barreira epidérmica com
aplicacdo de solucBes usualmente recomendadas (0,005%) (SHI et al., 2016). Chopra et
al. (2017) constataram que os beneficios obtidos com banhos de NaClO eram 0s mesmos
obtidos com os de agua, no entanto ressaltaram a auséncia de estudos de larga escala e
com metodologia adequada. Kusari et al. (2019) complementaram levantando a hipotese
de que a hidratacdo realizada ap6s os banhos com alvejante diluido possa ser a

responsavel pela melhora, e ndo o préprio hipoclorito.

Em veterinaria, relatos anedoticos de uso de solugcbes de hipoclorito de sédio no
tratamento de dermatopatias superam os trabalhos encontrados na literatura consultada.
De acordo com Banovic et al. (2018) a aplicacédo de solucédo de 0,05% reduziu a contagem
bacteriana local sem causar efeitos adversos, porém os préprios autores salientaram o
pequeno numero de cdes avaliados. No mesmo estudo, analises in vitro demonstraram
reducdo de mediadores inflamatorios e auséncia de danos a camada lipidica do estrato
corneo. O emprego de shampoo contendo hipoclorito de sodio e &cido salicilico
(concentracbes ndo disponibilizadas pelo fabricante) trés vezes por semana, durante
guatro semanas, resultou em significativa melhora clinica e bacteriolégica de cdes com
piodermite causada por MRSP (FADOK; IRWIN, 2019).

No entanto, o uso de solucbes de NaClO em pequenos animais traz limitagdes em

virtude de seu odor intenso, risco de dano a fomites e de possiveis efeitos colaterais como
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ardor e intensificacdo do prurido (CHOPRA et al., 2017). Além disso, acredita-se que
possa exacerbar a asma em humanos em virtude dos vapores do banho (KUSARI et al.,
2019). Embora nao tenham sido encontrados na literatura consultada relatos de tais sinais
em cées submetidos a terapia topica com hipoclorito de sodio, é pertinente supor que 0s

mesmos sinais poderiam ser observados.

O acido hipocloroso € o ingrediente ativo do hipoclorito de sodio (WINTER et al.,
2008) e, como este, apresenta acdo antimicrobiana (SAKARYA et al., 2014). No entanto,
é atdxico e apresenta maior estabilidade, pH neutro e ndo descolore tecidos (JEFFERS,
2013). Disponivel comercialmente no exterior em apresenta¢es para uso em humanos e
para animais (Dermacyn® e Vetericyn®, respectivamente) em concentracao de 0,015%,
tem indicacdo de uso diario para o tratamento de feridas e infeccdes de pele superficiais
e profundas (KOCH; TORRES; PLUMB, 2012).

Seu mecanismo de acdo mimetiza a de neutréfilos na fase inflamatéria do reparo
tecidual, visto que fisiologicamente uma caracteristica importante do sistema
imunolégico no combate a patdgenos é a formacdo de substancias quimicas altamente
reativas, como peroxido de hidrogénio (H20.) (GOLD et al., 2020). Este, por sua vez, é
convertido em HCIO pela mieloperoxidase na presenca de cloro e hidrogénio (Figura 1)
(SAKARYA et al., 2014).
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Figura 1 — llustracao representando a formacédo de HCIO em neutrdfilo.
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Legendas: MPO: mieloperoxidase; NADPH: Dinucleétideo de
nicotinamida e adenina fosfato oxidase; CI: cloro; H*: hidrogénio.

FONTE: Adaptado de Lafaurie et al. (2015).

O HCIO leva a agregacdo de proteinas, oxidacao irreversivel de enzimas, reducéo
do metabolismo celular e consequente alteragdes no DNA microbiano (ESTRELA et al.,
2002; WINTER et al., 2008; SAKARYA et al., 2014). Visto que a bactéria é incapaz de
reverter tais acdes ou inativar o acido hipocloroso, o desenvolvimento de resisténcia ndo
é esperado (CHAPMAN et al., 2018).

Solucgdes de acido hipocloroso podem ser obtidas de trés formas: hidrélise de cloro
gasoso, eletrolise de solucdo salina e acidificacdo de hipoclorito (WANG et al., 2007;
LAFAURIE et al., 2015), sendo a ultima a mais acessivel (RAMEY; KINDE, 2015). A
presenca de cloro na solucao de &cido hipocloroso pode resultar na formacéo de gas cloro
(CI2) e este tem impacto significativo em sua estabilidade, pois uma vez formado, volatiza
e diminui a concentracdo ativa de ClI" na solugdo (WANG et al., 2007). A desgaseificagcéo
de Cl2> é uma limitagdo potencial na aplicacdo de produtos de HCIO, de forma que é

essencial procurar estabilizar o potencial hidrogenionico (pH) do fluido a fim de
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minimizar sua formacgéo (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; LAFAURIE et al., 2015; DEL
ROSSO; BATHIA, 2018). A presenca de cada elemento na solucdo é determinada pelo
pH e maior porcentagem molar de HCIO ¢ obtida em pH entre trés e seis (Figura 2)
(WANG et al., 2007). Além disso, Ishihara et al. (2017) observaram que solucGes de
HCIO em pH 6 tem sua estabilidade reduzida mediante exposi¢cdo a luz solar ou
ultravioleta, contato com o ar, temperaturas acima de 25°C e presenca de ions inorganicos,

carboidratos e proteinas na agua utilizada para diluicéo.

Figura 2 — Porcentagem molar de Cl;, HCIO e hipoclorito (OCI") de acordo
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FONTE: WANG et al. (2007).

Wang e colaboradores (2007) desenvolveram solugdes estaveis de acido
hipocloroso 0,01, 0,03 e 0,1% e observaram atividade antimicrobiana satisfatoria in vitro
em menos de dois minutos contra diferentes agentes, incluindo S. aureus. O mesmo
estudo demonstrou seguranca no uso em modelos animais, visto que nenhuma reagéo
irritativa ou sensibilizante foi observada, bem como sinais de toxicidade sistémica. A

solucéo de HCIO 0,01% obteve acdo antibacteriana sem inibir o processo de cicatrizagdo
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em modelo animal de feridas crénicas (ROBSON et al., 2007). Ramey e Kinde (2015)
realizaram estudo in vitro com solucdo caseira de acido hipocloroso 0,012% e obtiveram
inibicdo de crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, salientando o
potencial do produto em vista do baixo custo e facil acessibilidade. Selkon et al. (2006)
observaram significativa reducdo de Ulceras venosas crénicas em humanos, bem como

acdo analgésica, com o emprego de lavagens com solucdo de acido hipocloroso.

Sakarya et al. (2014) observaram acdo antibiofilme e antibacteriana sem prejuizo
ao processo de cicatrizacdo in vitro e Fukuyama et al. (2018), reducéo da inflamagéo e
do prurido em modelo animal de dermatite atopica. Maarouf e Shi (2018) concluiram que
além da acdo antibacteriana, o HCIO apresenta propriedades anti-inflamatdria e

antipruritica, sem causar danos a barreira epidérmica (Figura 3).



Figura 3 — Desenho esquemético dos efeitos do HCIO na DA. Observa-se agdo antibacteriana e reducdo da atividade de células
apresentadoras de antigeno; da resposta Th1l e efeitos crénicos da DA; da formagéo de IgE; da degranulacdo de mastdcitos; de
citocinas pro-inflamatorias e pruritogénicas, e da transmissdo neurossensorial de estimulos pruritogénicos.
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Legendas: Ca*™: célcio; IgE: Imunoglobulina E; IL: Interleucina; MAPK: Mitogen activated protein kinases (proteinas quinases ativadas
por mitogenos); NFkB: Fator nuclear kappa B; Th: Linfocito T helper (Linfocito T auxiliar). FONTE: Maarouf e Shi (2018).
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Com base em tais propriedades, o acido hipocloroso ganha destaque na medicina
com diferentes aplicagdes, como assepsia cirurgica (CHAPMAN et al., 2018) e uso pos-
operatério (BHATIA et al., 2018) em procedimentos estéticos; manejo de feridas e de
cicatrizes; tratamento de ulceras cutdneas (SELKON et al., 2006); irrigacdo intra-
abdominal (MATTHEWS et al., 2018) e uso odontoldgico como agente antiplaca e para
reducdo de inflamacdo gengival (LAFAURIE et al., 2015).

Por todo o exposto, 0 uso de solucao tdpica de &cido hipocloroso 0,015% parece
ser potencial opgéo para o tratamento de piodermite superficial canina, com qualidades
superiores ao hipoclorito de sddio, e estudos in vivo sdo necessarios para avaliar sua

eficacia.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da
Faculdade de Veterindria (FAVET) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS
(CEUA — UFRGS), sob o protocolo nimero 35484 (APENDICE A). Todos
procedimentos realizados foram de grau de severidade leve, conforme documentacao
acessoria fornecida pela CEUA — UFRGS ([20097]).

4.1 Animais

Foram incluidos cdes com diagnéstico de piodermite estafilococica superficial
priméaria ou secundaria, disseminada a generalizada, bilateral, independentemente do
tempo de acometimento, oriundos da rotina clinica do HCV — UFRGS no periodo de
agosto de 2018 a dezembro de 2019. Foram incluidos animais de qualquer raca, sexo,
idade ou porte. Os tutores destes cdes foram informados e esclarecidos de que 0s mesmos
estavam participando de uma pesquisa, assinando um termo de consentimento livre e

esclarecido para a inclus&o no presente estudo (APENDICE B).

O diagndstico de piodermite superficial foi realizado mediante presenca de lesdes
caracteristicas como alopecia difusa (padrdao “roedura de traga”), papulas, pustulas,
colaretes epidérmicos, crostas e/ou eritema, associado a observacdo de bactérias e
fagocitose ou neutrofilos degenerados na citologia cutanea (MURAYAMA et al., 2010b;
BECK et al., 2012; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; BLOOM, 2014; HILLIER
et al., 2014; BORIO et al., 2015). A presenca de cocos fagocitados ou células
inflamatorias degeneradas era necessaria para diferenciar de supercrescimento bacteriano
(GORTEL, 2013). Para inclusdo no estudo, 0s animais precisavam apresentar
acometimento bilateral, ou seja, ambos antimeros deviam apresentar lesdes. O descarte
de outras causas de foliculite, como demodicidose e dermatofitose (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; HILLIER et al., 2014), foi realizado através de raspado cutaneo

profundo, ldmpada de Wood e cultura fungica.
4.2 Delineamento experimental

Foram aplicados dois protocolos de tratamento tépico em forma de spray nos cées
participantes da pesquisa: solucéo de &cido hipocloroso 0,015% e clorexidine 2%, sendo

cada um aplicado em uma das laterais do corpo uma vez ao dia por até 30 dias. A
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determinacdo de qual produto foi aplicado em cada &rea foi feita por meio de ferramenta
de randomizacdo do software Microsoft® Excel® 2016 MSO (16.0.4266.1001) 64 bits.
Um colaborador foi responsavel pelo sorteio da randomizacao, distribui¢do da medicacao
aos tutores e registro destes dados, de forma que o estudo foi conduzido em formato
duplo-cego. Os frascos foram identificados com cores diferentes e com a orientagédo sobre

qual antimero deveria receber a respectiva aplicagdo (Figura 4).

Figura 4 — Frascos utilizados para o tratamento de
cdes com piodermite  superficial
contendo acido hipocloroso 0,015% ou
clorexidine 2% identificados com o

respectivo antimero a ser aplicado.

FONTE: A propria autora.

Os principios ativos foram manipulados no HCV — UFRGS. A solucdo de
clorexidine 2% foi fornecida pela farmacia do hospital e a de acido hipocloroso 0,015%
foi elaborada por um colaborador do projeto de acordo com as recomendacdes do Instituto
de Quimica da UFRGS. Sua formulacdo foi realizada através da diluigdo de hipoclorito
de s6dio em agua destilada (WANG et al., 2007; PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013;
LAFAURIE et al., 2015; RAMEY; KINDE, 2015) e o pH 6,0 ajustado com adicdo de
acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sodio (NaOH) conforme a necessidade (Figura 5).
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Cuidados para manutencdo da estabilidade do produto foram seguidos de acordo com o
observado por Ishihara et al. (2017).

Figura 5 — A: Manipulagdo de &cido hipocloroso 0,015% através da diluicdo de
hipoclorito de sodio em agua destilada. B: Ajuste de pH 6,0.

FONTE: A propria autora.

As aplicacdes foram feitas pelos tutores, seguindo a orientacdo de distancia de
cerca de 15cm da pele e de um jato de spray por area de aproximadamente 10cm?. Foi
entregue material impresso (APENDICE D) aos tutores dos animais participantes com as
orientacbes de como aplicar os produtos. Além disso, a equipe de pesquisa manteve
contato telefénico ou via WhatsApp semanalmente para acompanhar o tratamento e
esclarecer eventuais duvidas. Além dessas diretrizes, era recomendado evitar que o
animal lambesse os produtos, sendo sugerido distrair o paciente através de brincadeiras,
passeios ou, se necessario, uso de colar elisabetano até que ocorresse secagem total dos
produtos; e que mediante observacao de efeitos adversos, como vermelhidao, prurido ou
desconforto, a equipe de pesquisa fosse contatada.

Animais de pelo longo foram tosados, a fim de permitir maior contato dos
produtos com a superficie cutanea (LARSSON; LARSSON JUNIOR, 2006; MUELLER
et al., 2012a; HILLIER et al., 2014; BANOVIC et al., 2018), com antecedéncia minima
a participacdo no estudo de 48 horas de modo que possiveis efeitos traumaticos do
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procedimento ndo interferissem na avaliagdo do escore total de piodermite superficial.
Além do tratamento topico com as solugbes de &cido hipocloroso 0,015% e clorexidine
2%, os cdes receberam banhos semanais com shampoo hipoalergénico sem acgéo
antisséptica (acido latico 0,2g, glicerina 0,89, germe de trigo 1,0g, queratina hidrolisada
0,59, lipossomas — com 1% de vitamina A, 1% de vitamina E, 4% de vitamina C e 5% de
dmegas 3 e 6 — 0,59, esséncia herbal 0,3g e veiculo 100,0mL* ou aloe vera, aveia coloidal,
lauril sulfato de aménio, lauril éter sulfato de amonio, lauril dietanolamida, poliglicosideo
de alcool de &cidos graxos, fragrancia, clorometilisotiazolinona, metilisotiazolinona,
edetato dissodico, crosspolimero poliacrilato, acido citrico, hidroxido de sodio, agua -
concentragdes néo disponibilizadas pelo fabricante 2). O banho deveria ser realizado antes
da aplicacdo dos sprays de tratamento, com agua tépida, deixando o produto agir por 10
minutos antes de completo enxague (JEFFERS, 2013).

No momento da inclusdo na pesquisa, foi realizado avaliagdo clinica e citolégica,
além de exame parasitologico de pele (EPP), lampada de Wood, culturas fungica e
bacteriana, como descritos posteriormente. Os animais foram reavaliados nos dias 15 e
30 para nova aplicacdo do escore total de piodermite superficial canina. Nestas ocasides
também foi avaliada a presenca ou ndo de eventuais efeitos adversos, tais como eritema,
xerose, descamacao e/ou prurido. Este foi avaliado, em cada antimero do animal de forma
isolada, pelos tutores através da escala de severidade de prurido validada por Rybnicek et
al. (2009) nos dias zero, 15 e 30. Nesta escala havia a descricdo de diferentes intensidades
de manifestacdo de prurido e ao lado uma linha vertical com 10cm de comprimento na
qual o tutor assinalava o ponto que melhor representava o sinal manifestado pelo paciente.
Na sequéncia, o valor foi mensurado com auxilio de uma régua.

Mediante total remisséo das lesdes na avaliagdo do dia 15, os pacientes receberam
0s tratamentos por mais sete dias, seguindo o preconizado na literatura (BLOOM, 2014;
HILLIER et al., 2014; HNILICA; PATTERSON, 2017; MORRIS et al., 2017;
LARSSON JUNIOR; HENRIQUES, 2020), ndo retornando no dia 30. Pacientes que ap0s
os 30 dias de participacdo no estudo persistiram com sinais de piodermite seguiram

assistidos pela pesquisadora, porém de forma externa ao presente trabalho, e receberam

! Dermogen®, Agener, Sdo Paulo, Sdo Paulo — Brasil.

2 Vetriderme Shampoo Hipoalergénico HidraSense®, Bayer, Sdo Paulo, Sdo Paulo —
Brasil.
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terapia de acordo com o caso e com as diretrizes disponiveis (HILLIER et al., 2014;
MORRIS et al., 2017).
Na ultima avaliacdo dos pacientes, foi solicitado ao tutor sinalizar sua percep¢éo

sobre os tratamentos realizados (Quadro 2).
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Quadro 2 — Escala aplicada aos tutores para avaliacdo da resposta aos tratamentos utilizados em cées portadores de piodermite superficial. O

tutor era orientado a marcar um X na op¢do que mais se aproximava de sua percep¢ao dos tratamentos realizados.

Avaliacéo do tutor

Tratamento realizado na

lateral direita do animal

Tratamento realizado na

lateral esquerda do animal

1. O tratamento foi muito dificil de administrar, muito mal tolerado pelo meu

cdo e nado funcionou.

2. O tratamento foi dificil de administrar, mal tolerado pelo meu céo e foi

levemente efetivo.

3. O tratamento foi razoavelmente simples de administrar, razoavelmente

tolerado pelo meu céo e resolveu parcialmente seu problema de pele.

4. O tratamento foi facil de administrar, bem tolerado pelo meu céo e

funcionou bem.

5. O tratamento foi muito facil de administrar, muito bem tolerado pelo meu

céo e resolveu seu problema de pele.

FONTE: Adaptado de Nuttall et al. (2009).
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4.3 Citologia cutéanea

A citologia cutanea foi realizada, nos dias zero, 15 e 30, por meio de diferentes
técnicas de coleta de material, de acordo com a les&o a ser avaliada, conforme o proposto
por Mendelsohn; Rosenkrantz; Griffin (2006) e Gortel (2013), e descrito abaixo.

4 13

e Alopecia irregular (padrao “roedura de traga”): impressao por fita adesiva;

e Pdstulas: foram delicadamente rompidas com agulha hipodérmica estéril
e 0 material coletado por impressao direta;

e Crostas: foram removidas e a area subjacente submetida a coleta por
impressao direta;

e Colaretes epidérmicos: crostas periféricas foram removidas e a coleta
realizada como no item supracitado;

e Eritema: impressdo por fita adesiva.

Para coleta por impressdo por fita adesiva foi utilizado o lado adesivo de um
pedaco de aproximadamente 10cm de fita de acetato limpa, firmemente pressionado
multiplas vezes sobre a lesdo a ser coletada, de modo a obter a adesdo de cornedcitos,
células inflamatdrias e microrganismos (MENDELSOHN; ROSENKRANTZ; GRIFFIN,
2006; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Na sequéncia, a amostra foi corada com
kit panético rapido® e depositada sobre lamina de vidro limpa e seca (GORTEL, 2013;
MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Para coleta por impressdo direta, uma lamina de vidro para microscopia foi
firmemente pressionada sobre a lesdo ou friccionada na superficie da lesdo em um Unico
movimento (MENDELSOHN; ROSENKRANTZ; GRIFFIN, 2006). Apds a material ter
secado ao ar, foi corado como anteriormente mencionado.

A leitura das laminas foi padronizada para todas as amostras, independentemente
da forma de coleta e foi realizada pela mesma avaliadora (DFF). Inicialmente, o material
foi avaliado no microscépio em menor magnificacdo (100X) para identificar areas com

escamas ou outras celulas e a seguir foi adicionado 6leo de imersdo para avaliagdo em

3 Instant Prov Corante Rapido Hematologia Newprov®, NewProv Produtos para
Laboratorios Ltda., Pinhais, Parana - Brasil
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magnificacdo de 1000X com aumento do condensador, de forma a obter maior iluminacao
e melhor visualizagdo dos microrganismos (MENDELSOHN; ROSENKRANTZ;
GRIFFIN, 2006; GORTEL, 2013; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Foram

avaliados 10 campos microscopicos aleatorios.
4.4 Exame parasitoldgico de pele

Para descarte ou confirmacdo do diagndstico diferencial de demodicidose foi
realizado EPP por meio de raspado cutaneo profundo, visto esta técnica ser considerada
padrdo ouro (MUELLER et al., 2012b). Foi coletado material no dia zero em uma area
de aproximadamente 1cm2. A regido foi posicionada entre os dedos polegar e indicador
do examinador, o qual exerceu pressao (“pingamento”) (BECO et al., 2007), enquanto a
regido era raspada com lamina de bisturi nGmero 23 no sentido do crescimento do pelo
até que sangramento capilar fosse observado. O material obtido foi entdo depositado sobre
lamina de vidro, de modo a evitar acumulos de material em um mesmo ponto para facilitar
a observacdo, contendo 6leo mineral ou hidroxido de potéssio (KOH) 10% e coberto com
lamina ou laminula (MUELLER et al., 2012b; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013;
HNILICA; PATTERSON, 2017).

As laminas foram avaliadas pela mesma avaliadora (DFF) de forma sistematica,
observando-se todos os campos, em magnificacdo de 100 vezes com diminui¢do do
condensador do microscépio, para maior contraste com 0s acaros e consequente maior
visibilidade dos mesmos (HNILICA; PATTERSON, 2017).

4.5 Cultura fangica

Segundo Moriello et al. (2017) ndo ha técnica padrdo ouro para o diagnostico de
dermatofitose, porém a cultura flngica permite, além da deteccdo do agente, sua
identificacdo. Foram obtidas amostras da periferia das lesGes no dia zero mediante
raspado com lamina de bisturi ou avulsdo de pelos com pinca hemostatica (MORIELLO
et al., 2017). A éarea a ser coletada foi previamente higienizada com alcool 70% para
remover detritos e limitar o crescimento de contaminantes (FERREIRO et al., 2020). O
material coletado foi encaminhado ao laboratério de micologia veterinaria da UFRGS

para realizacdo de exame direto e cultura fungica.
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4.6 Cultura bacteriana e perfil de resisténcia antimicrobiana

Foram realizados cultura bacteriana e antibiograma em todos pacientes incluidos
na pesquisa. A coleta de material ocorreu no dia zero, sem desinfeccéo local prévia de
acordo com as diretrizes apresentadas por Gortel (2013), Miller; Griffin; Campbell (2013)
e Hillier et al. (2014), as quais sdo sumarizadas no Quadro 3. A escolha do local de coleta
foi feita baseada na literatura supracitada e em Larsen et al. (2018), de forma que lesbes
pustulares foram as de primeira eleicdo para a coleta, seguidas por crostas, colaretes
epidérmicos e papulas. Foram coletadas amostras das laterais direita e esquerda do corpo

dos cdes participantes.

Quadro 3 — Técnicas de coleta de material para cultura bacteriana e antibiograma.

Lesao Técnica de coleta

Pdstulas Ruptura com agulha hipodérmica estéril e coleta do

material exposto com swab esteéril.

Crostas Remocdo da crosta com auxilio de agulha hipodérmica

estéril e coleta da area subjacente com swab estéril.

Colaretes epidérmicos Fricgdo de swab estéril nas bordas da leséo.

Papulas Superficialmente perfuradas com agulha hipodérmica
estéril e goticulas de material obtido coletadas com

swab estéril.

FONTE: Adaptado de Gortel (2013), Miller; Griffin; Campbell (2013) e Hillier et al. (2014).

Apos a coleta, as amostras foram imediatamente encaminhadas ao laboratorio de
rotina clinica bacterioldgica do setor de medicina veterinaria preventiva da UFRGS para
cultivo e posterior identificacdo bioquimica do agente bacteriano. O perfil de resisténcia
da bactéria identificada foi avaliado no laboratdrio supracitado através do método de
disco-difusdo em agar gel, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) 2019, no qual foram avaliados 0s seguintes antimicrobianos:
doxiciclina, sulfa-trimetoprim, gentamicina, cefalexina, cefovecina, cefoxitina, oxacilina
e enrofloxacina (HILLIER et al., 2014). Além disso, foi realizado PCR para o gene mecA
para confirmar presenca de resisténcia a meticilina. A amplificacdo do fragmento de
532pb do gene mecA foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores (5°-
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3") e (5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-
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3”), descritos por Murakami et al. (1991). A reacdo final com volume de 25uL foi
constituida de 17,8uL de agua ultra pura, 2,5ul de tampao 10X contendo 100 mM Tris-
HCI (pH 8.5), 500 mM KCI*, 0,5uL MgCI2 (50mM), 2,0uL dNTP’s mix (10mM), 0,5uL
de cada primer (20pmol/uL), 0,2uL Taq Polimerase® e 1pL de DNA.

A identificacdo fenotipica dos Staphylococcus spp. foi realizada no Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), Departamento de Microbiologia da UFRGS, pelo
método MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization-time of flight -
espectrometria de massa com fonte de ionizacdo e dessor¢éo a laser assistida por matriz
e analisador de tempo-de-voo) Biotyper Bruker 4.0, o qual avalia principalmente
proteinas ribossomais (SINGHAL et al., 2015). A técnica foi realizada como previamente

descrita por Decristophoris et al. (2011).
4.7 Escore total de piodermite superficial canina

Para avaliagdo de gravidade e extensdo das lesfes de piodermite superficial
canina, foi utilizado uma adaptacdo dos sistemas de pontuacdo empregados por Loeffler,
Cobb & Bond (2011), Borio et al. (2015) e Bensignor, Fabri & Bailleux (2016), baseado
em achados clinicos e citoldgicos, visando obter um escore de pontuacdo total de
piodermite (APENDICE C). Tal escore foi aplicado pela mesma avaliadora (DFF) nos
dias zero, 15 e 30, de forma independente em cada antimero do animal.

Os parametros clinicos avaliados foram presenca de papulas, pastulas, colaretes
epidérmicos, crostas e alopecia classificada em uma escala de intensidade de zero a
quatro, sendo: zero = nenhum; um = leve (uma ou duas lesdes); dois = moderada (<5%
da superficie avaliada acometida); trés = grave (5 a 50% da superficie avaliada

acometida); quatro = muito grave (>50% da superficie avaliada acometida).

Os parametros citoldgicos avaliados foram presenca/auséncia e nimero de
bactérias em média de 10 campos microscopicos de imersdo (CMI) aleatorios usando uma
escala de zero a quatro, na qual: zero = nenhuma; um = <1/CMI — 1000X; dois = 1-5/CMI
—1000X; trés = 6-10/CMI — 1000X; quatro = >10/CMI — 1000X. Sendo assim, baseado

* Ludwig-Biotecnologia, Alvorada — Rio Grande do Sul
5> Ludwig-Biotecnologia, Alvorada — Rio Grande do Sul
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nas possiveis combinacdes de resultados das avaliagdes clinica e citoldgica, o escore total
de piodermite superficial canina poderia resultar em escore de zero a 24 pontos.

4.8 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos no estudo, caes com diagnostico de piodermite superficial primaria
ou secundaria confirmado como mencionado previamente e com resultado de cultura
bacteriana positivo para presenca de Staphylococcus spp. Além disso, o EPP, lampada de
Wood, exame direto e cultura fangica deveriam ser negativos. Foram incluidos animais
com doencas alérgicas e enddcrinas como causa de base da infeccdo bacteriana, além de
pacientes sem confirmacdo de doenca subjacente. Pacientes em uso de prednisona em
dose maxima de 1mg.kg™, a cada 24 horas, por no maximo cinco dias; oclacitinib ou
lokivetmab, independente de dose ou periodo, puderam ser incluidos.

Foram excluidos do estudo, cdes com diagnédstico de demodicidose (confirmado
por EPP), dermatofitose (confirmado por exame direto ou cultura fingica) e malasseziose
cutanea (confirmado por citologia mediante observacdo de mais de cinco Malassezia spp./
CMI — 400X, conforme Ferreiro et al. [2020]). Além destes, também foram excluidos
pacientes que receberam previamente a inclusao no estudo:

1. Antibitticos sistémicos, medicaces topicas (exceto ectoparasiticidas e
spot-on de ceramidas e &cidos graxos) ou solucBes Oticas (exceto
limpadores auriculares);

2. Ciclosporina ou glicocorticoides injetaveis;

3. Glicocorticoides de depdsito.

Os intervalos permitidos entre a aplicacdo dos produtos supracitados e a inclusédo
na pesquisa foram, respectivamente:
1. Quinze dias;
2. Trinta dias;

3. Noventa dias.

Os critérios de exclusdo acima expostos foram baseados nos utilizados

previamente por Murayama et al. (2010b), Borio et al. (2015) e Banovic et al. (2018).
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4.9 Anélise Estatistica

O tamanho de amostra foi determinado por meio de simulag&o estatistica pelo
programa WINPEPI 11.65 (ABRAMSON, 2011) baseada nos dados obtidos por Borio et
al. (2015), objetivando detectar uma diferenca entre os antimeros do mesmo paciente de
0,6 pontos no escore total de piodermite, considerando um desvio padréo de 1 ponto, um
alfa de 0,05, uma correlacdo entre as medidas de 0,70 e um poder de 90%. De acordo com
tal analise, seriam necessarios 20 cées (40 observagdes).

Os dados foram digitados no programa Microsoft® Excel® 2016 MSO
(16.0.4266.1001) 64 bits e posteriormente exportados para o programa SPSS v. 20.0° para
analise estatistica. As variaveis categoricas foram descritas por frequéncias e percentuais,
e as quantitativas, pela mediana, 0 minimo e o maximo. As reducgdes dos escores clinico,
citoldgico e total foram calculadas seguindo a formula: % Reducdo = [1 — (Valor pds-
tratamento/Valor pré-tratamento)] X 100. As varidveis foram comparadas entre 0s
tratamentos pelo teste de Wilcoxon e ao longo do tempo dentro dos grupos pelo teste de
Friedman. A correcdo de Bonferroni foi utilizada em caso de comparagdes multiplas. Para
comparar os resultados frente a MRS e MSS foi utilizado o teste de Mann Whitney. Foi

considerado um nivel de significancia de 5% para as comparagdes estabelecidas.

5 1BM Corporation, New York - EUA
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Pesquisador responsavel: Daniel Guimardes Gerardi, Professor
Adjunto do Departamento de Medicina Animal da Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS); Diretor do Hospital de Clinicas
Veterinarias (HCV) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e

coordenador do projeto.
Endereco: Av. Bento Gongalves, 9090 — Agronomia, Porto Alegre/RS
CEP: 91540-000
Telefone: 51 3308-6922

E-mail: daniel.gerardi@ufrgs.br

Aluna responsavel: Daniela Flores Fernandes — Medica Veterinaria,

Mestre em Ciéncias Veterinarias, aluna de Doutorado no Programa de P6s-Graduacéo em

Ciéncias Veterinarias — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (PPGCV-UFGRS).
Telefone para contato: (51) 982086225

E-mail: dani.sleo@gmail.com
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Seu cdo esta sendo convidado para participar da pesquisa “Uso de solucéo tépica
de acido hipocloroso 0,015% no tratamento de piodermite superficial estafilococica

canina”.

Seu cdo foi selecionado e a participagcdo do mesmo ndo é obrigatéria. A qualquer
momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento para o seu cédo fazer parte da
pesquisa. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo na relacdo do seu animal com o
pesquisador ou com a instituicdo. O objetivo deste projeto é avaliar o uso de aplicacao
topica diaria de solucdo de &cido hipocloroso 0,015% no tratamento de piodermite
superficial estafilococica.

A piodermite superficial é a forma de piodermite canina mais frequente e a
segunda dermatopatia mais comum em cées. A tradicional abordagem de uso de
antibiotico sistémico, muitas vezes baseado em escolhas empiricas, tem sido cada vez
mais desafiada pelo aumento na prevaléncia de cepas de bactérias do género
Staphylococcus resistente a meticilina (MRSP) e a multiplas drogas (MDR). Além disso,
0 maior risco de infeccdo por MRS em pacientes que receberam terapia sistémica prévia
fizeram com que a terapia topica passasse a ser a modalidade de eleigdo para o tratamento
de piodermite.

O uso de solucéo topica de &cido hipocloroso 0,015% parece ser uma potencial
opcao para o tratamento de piodermite superficial canina e estudos in vivo sdo necessarios
para avaliar sua eficacia. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia de
aplicacdo diaria de solucdo de acido hipocloroso 0,015% no tratamento de foliculite
bacteriana canina generalizada, comparando seus resultados aos obtidos com uso de
solucéo de clorexidine 2%.

A participacdo do seu cdo nesta pesquisa consistird em realizacdao de exame fisico,
exame parasitolégico de pele, cultura fangica e bacteriana. Seu cdo deverd receber
aplicacdo diaria de solucdo de &cido hipocloroso 0,015% em uma das laterais do corpo e
de clorexidine 2% em outra. A determinacdo da lateral do corpo que recebera cada
tratamento sera randomizada e o estudo sera duplo-cego, ou seja, vocé e a pesquisadora
ndo saberdo qual produto esta sendo aplicado em cada lateral do corpo do cdo. Um
colaborador do projeto sera responsavel pela distribuicdo da medicacao para vocé e pelo
registro destes dados. VVocé recebera material impresso e audiovisual com orientagdes de
como realizar as aplicagdes. Além disso, a equipe de pesquisa entrara em contato

semanalmente para acompanhar o tratamento e esclarecer eventuais duvidas. VVocé ainda
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poderd contatar a equipe de pesquisa através dos canais de comunicacdo aqui
disponibilizados. Caso seu cdo tenha pelo longo, sera necessario realizar tosa previamente
a participacdo no estudo. Para avaliacdo da resposta clinica aos tratamentos, vocé devera
retornar ao hospital para que seu céo seja avaliado pela pesquisadora apds 15 e 30 dias de
tratamento. Nestas ocasides, seu cdo serd examinado e vocé serd convidado a avaliar a
intensidade de coceira (se presente) do seu cdo. Na Ultima avaliagdo, vocé seré convidado
a fornecer sua percepcao sobre os tratamentos realizados.

Os produtos utilizados no tratamento sdo seguros para uso em caes, no entanto,
efeitos colaterais como ressecamento de pele, vermelhiddo, descamacéo e coceira podem
ocorrer. Caso isso aconteca, vocé devera entrar em contato com a equipe de pesquisa.
Pacientes que apresentarem reacdo adversa ndo prevista ao protocolo ou que venham a
precisar de antibidticos e/ou glicocorticoides por razfes externas a pesquisa, serdo
retirados do estudo. Todos os procedimentos realizados foram classificados de grau de
severidade leve, conforme documentagao acessoria fornecida pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS, [20097]).

Os beneficios relacionados com a participagdo do seu cdo no presente projeto
serdo a realizacdo sem custo das avaliacbes clinicas e citoldgicas, além dos exames
parasitologico de pele, culturas flngica e bacteriana. Vocé também recebera os
tratamentos de acido hipocloroso 0,015% e clorexidine 2% sem custo.

Todos os procedimentos serdo realizados no Hospital de Clinicas Veterinarias da
UFRGS por Médico Veterinario. Vocé terd a garantia de sigilo das informacdes obtidas

bem como o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu,

, RG :
CPF , abaixo assinado, proprietério do canino da raga

. Sexo , idade

denominado de , ficha

, concordo em ceder meu animal para participar do projeto “Uso de

solucéo tépica em spray de acido hipocloroso 0,015% no tratamento de piodermite
estafilocdcica superficial canina”, bem como o registro fotografico do mesmo.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu cédo
e que fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pela doutoranda pesquisadora
DANIELA FLORES FERNANDES sobre a pesquisa e 0s procedimentos nela
envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do do acompanhamento

do meu animal.

Porto Alegre, de de 20__.
Assinatura do tutor Assinatura da aluna
(Doutoranda)

Assinatura do orientador (pesquisador responsavel)
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APENDICE C

ESCORE TOTAL DE PIODERMITE SUPERFICIAL E ESCORE DE
PRURIDO

Projeto: Uso de solucéo tépica em spray de &cido hipocloroso 0,015% no tratamento de

piodermite estafilococica superficial canina.

Pesquisadora: Daniela F. Fernandes Contato:

982086225/dani.sleo@gmail.com

Identificacéo do tutor

Nome:

Telefones:

E-mail:

Identificacdo do paciente

Nome: Ficha:

Ragca: Idade

Sexo: Peso:

Data Tempo de tratamento:

Antimero avaliado:

Escore total de piodermite superficial:

Escore clinico:

Pépulas: o0 ol o2 o3 o4
Pustulas: oo ol o2 o3 o4
Colaretes: 00 ol o2 o3 o4
Crostas: o0 ol o2 o3 o4
Alopecia: o0 ol o2 o3 o4
Escore citologico: o0 ol o2 o3 o4

Escorede prurido: 00O ol o2 o3 o4 o5 o6 o7 o8 09 olo

Observacoes:

Legenda escore clinico: 0 = nenhum; 1 = leve (uma ou duas lesdes); 2 = moderada (<5% da superficie
avaliada acometida); 3 = grave (5 a 50% da superficie avaliada acometida); 4 =
muito grave (>50% da superficie avaliada acometida).

Legenda escore citologico: 0 = nenhuma; 1 = <1/CMI — 1000X; 2 =1-5/CMI- 1000X; 3 = 6-10/CMI-

1000X; 4 = >10/CMI- 1000X.



APENDICE D

Usar os sprays 1x ao dia (cuidar exposi¢ao ao sol logo apds o
uso)

Banho 1x na semana com Dermogen Shampoo

Olhar seu caozinho de tras para definir lado esquerdo e
direito

Préoximo a boca os produtos podem ser passados com um
algodao

Definir qual das solu¢des usar no rabo
Borrifar 1x em uma area de um palmo (uma mao)
Aplicar a solucao a distancia de um palmo

Fazer uso de luvas

Retornar em 15 dias no horario agendado e trazer os frascos.

Se os produtos estiverem terminando antes do seu retorno,
por favor nos avise.

Ainda com duvidas?

Dra. Daniela Fernades Mariana Franco
(51) 98208-6225 (51) 98224-5468
dani.sleo@gmail.com marianaa-03@hotmail.com
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